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RESUME 

 

Le stress oxydant, les dysfonctions mitochondriales et les altérations du métabolisme lipidique sont un 

dénominateur commun des maladies neurodégénératives (MN), comme la sclérose en plaques (SEP). Dans 

des conditions de stress oxydant, des oxystérols sont formés par auto-oxydation du cholestérol. Dans ces 

conditions, du 7β-hydroxycholestérol (7β-OHC) est souvent trouvé à des taux élevés dans le liquide céphalo-

rachidien (LCR) et/ou le plasma de patients atteints de MN comme la SEP.  

Dans ce contexte, une étude clinique préliminaire sur le LCR et le plasma de patients atteints de SEP RR a 

été réalisée pour rechercher des biomarqueurs du métabolisme lipidique et du stress oxydant et déterminer 

d‘éventuelles corrélations entre le 7β-OHC et les différents mécanismes associés à la pathogenèse de la SEP. 

Une étude in vitro a été réalisée sur des oligodendrocytes murins 158N afin d’évaluer les activités 

biologiques et cytoprotectrices vis-à-vis du 7β-OHC de trois molécules utilisées dans le traitement de la 

SEP : le diméthyle fumarate (DMF), son métabolite majeur le monométhyle fumarate (MMF) et la biotine. 

Pour cela, différentes techniques de biologie cellulaire et moléculaire, de cytométrie en flux, de microscopie 

et de biochimie analytique ont été utilisées. 

Nos résultats ont révélé une augmentation du taux de HODE associée à une augmentation du taux 

plasmatique d’oxystérols, notamment 7KC et 7β-OHC, ainsi qu’une altération du métabolisme d’acides gras 

au niveau du LCR et du plasma des patients SEP. L’étude in vitro a montré que le DMF, le MMF et la biotine 

atténuent les effets délétères du 7β-OHC à savoir : la mort cellulaire par oxyapoptophagie définie par 

l’association de stress oxydant, d’apoptose et d’autophagie. Le DMF, le MMF et la biotine corrigent ainsi le 

déséquilibre du statut RedOx caractérisé par une surproduction d’espèces réactives de l’oxygène, atténuent 

l’activité accrue des principales enzymes anti-oxydantes et l'oxydation de macromolécules (protéines, 

lipides) induites par le 7β-OHC. Le DMF, le MMF et la biotine atténuent également les dysfonctionnements 

mitochondriaux et peroxysomaux, les altérations de l’expression de protéines de myéline (PLP, MBP) ainsi 

que les modifications du profil lipidique.  

 

Notre étude apporte des arguments en faveurs de la capacité du DMF, du MMF et de la biotine, à atténuer les 

altérations majeures associés à la mort des oligodendrocytes pouvant contribuer à la démyélinisation. Ceci 

renforce l'intérêt porté au DMF, au MMF et à la biotine pour le traitement de la SEP mais aussi d’autres  

maladies neurodégénératives.  

 

Mots-clés : Sclérose en plaques, diméthyle fumarate, biotine, 7β-hydroxycholestérol, oxyapoptophagie, 

stress oxydant, mitochondrie, peroxysome. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

Oxidative stress, mitochondrial dysfunction and alterations in lipid metabolism are a common denominator of 

neurodegenerative diseases (ND), such as multiple sclerosis (MS). Under conditions of oxidative stress, 

oxysterols are formed by auto-oxidation of cholesterol. Under these conditions, 7β-hydroxycholesterol (7β-

OHC) is often found at elevated levels in cerebrospinal fluid (CSF) and / or plasma of patients with ND such 

as MS. 

 

In this context, a preliminary clinical study on CSF and plasma of patients with RR MS was conducted to 

search for biomarkers of lipid metabolism and oxidative stress and to determine possible correlations 

between 7β-OHC and the various associated mechanisms to the pathogenesis of MS. An in vitro study was 

carried out on 158N murine oligodendrocytes to evaluate the biological and cytoprotective activities towards 

7β-OHC of three molecules used in the treatment of MS: dimethyl fumarate (DMF), its major metabolite 

monomethyl fumarate (MMF) and biotin. For this, different techniques of cellular and molecular biology, 

flow cytometry, microscopy and analytical biochemistry were used. 

 

Our results revealed an increase in the HODE rate associated with an increase in the plasma oxysterol level, 

notably 7KC and 7β-OHC, as well as an alteration of fatty acid metabolism in the CSF and plasma of MS 

patients. The in vitro study showed that DMF, MMF and biotin attenuate the deleterious effects of 7β-OHC, 

namely oxiapoptophagy which is a mode of cell death defined by the association of oxidative stress, 

apoptosis and autophagy. DMF, MMF and biotin thus correct the imbalance of the RedOx status 

characterized by overproduction of reactive oxygen species, attenuate the increased activity of the main 

antioxidant enzymes and the oxidation of macromolecules (proteins, lipids) induced by 7β-OHC. DMF, 

MMF and biotin also attenuate mitochondrial and peroxisomal dysfunction, alterations in myelin protein 

(PLP, MBP) expression and changes in lipid profile.  

 

Our study provides arguments in favor of the ability of DMF, MMF and biotin, to attenuate the major 

alterations associated with the death of oligodendrocytes that may contribute to demyelination. This 

reinforces the interest in DMF, MMF and biotin for the treatment of MS but also other neurodegenerative 

diseases.  

 

Keywords: Multiple sclerosis, dimethyl fumarate, biotin, 7β-hydroxycholesterol, oxiapoptophagy, oxidative 

stress, mitochondria, peroxisome. 
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CAT   : Catalase 
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COX  : Cytochrome oxydase 

CPG  : Chromatographie en phase gazeuse 
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EAE  : Encéphalomyélite auto-immune 

EBV : Virus Epstein-Barr 

EDSS : Expanded Disability Status Scale 
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LCR  : Liquide céphalo-rachidien  
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LX : Lipoxine 
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La sclérose en plaques (SEP) est une maladie démyélinisante fortement invalidante qui peut 

être fatale à plus ou moins long terme. Cette maladie neurodégénérative figure parmi les plus 

fréquentes existe sous différentes formes cliniques : une forme rémittente-récurrente (SEP 

RR) : concerne environ 80% des malades et se caractérise par l’alternance de phases de 

démyélinisation et de rémission, une forme secondairement progressive (SEP SP): 

considérée comme le second stade de la SEP par poussée concernant environ 40% des 

malades, ou les poussées deviennent de plus en plus rares ou disparaissent totalement pour 

céder la place à une progression continue avec des signes neurologiques, et une forme 

progressive (SEP P) : moins inflammatoire que la précédente, et est caractérisée par une 

démyélinisation du système nerveux centrale (SNC) sans poussées et sans rémission 

concernant 10% des malades.  

La SEP, sous sa forme RR, est associée à de nombreuses perturbations inflammatoires 

accompagnées d’un déséquilibre du statut Red/Ox et d’un désordre du métabolisme 

mitochondrial et sans doute peroxysomal. Par ailleurs, la démyélinisation dans la SEP, sous sa 

forme progressive est associée à une destruction de la myéline qui conduit à une altération de 

la fonction mitochondriale suivi d’une mort neuronale.  

De nombreuses preuves suggèrent l’implication du stress oxydant dans le processus de 

démyélinisation et dans les dommages neuronaux dans la SEP (Lassmann et al., 2012; 

Ljubisavljevic, 2016). La myéline, produite dans le cerveau par des oligodendrocytes, est 

constituée essentiellement de cholestérol et des sohingomyélines, associés à des protéines 

spécifiques de la myéline (Baumann and Pham-Dinh, 2001; Diestschy and Turley, 2004). 

En présence du stress oxydant, la teneur élevée en cholestérol au niveau de la myéline, le rend 

vulnérable à l'oxydation, ce qui favorise la production de composés délétères, appelés 

oxystérols (produits d’oxydation du cholestérol) notamment le 7β-hydroxycholestérol (7β-

OHC) et le 7-cétocholestérol (7KC), dans le SNC (Leoni and Caccia, 2011; Zarrouk et al., 

2018). Les oxystérols, en particulier le 7β-OHC, sont connus pour amplifier le stress oxydant 

et les dommages mitochondriaux contribuant à la mort cellulaire (Nury et al., 2015). Chez 

l'homme, le taux du 7β-OHC est trouvé à des concentrations élevées dans le liquide céphalo-

rachidien (LCR) et/ ou dans le plasma des patients atteints de maladies neurodégénératives, 

notamment la SEP (Leoni et al., 2005). 

En raison de la toxicité de cet oxystérol, dont les caractéristiques évoquent les dysfonctions 

associées à la SEP, il est très probable que le 7β-OHC soit impliqué dans la physiopathologie 

de cette maladie. 
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Des arguments en faveur de dysfonctions peroxysomales tant dans la maladie d’Alzheimer 

que dans la SEP ont été évoqués sur la base de l’analyse de profils lipidiques (Senanayake et 

al., 2015; Zarrouk et al., 2015). Ces données sont à même de modifier la compréhension de 

la physiopathologie de la SEP. Ils présentent aussi l’intérêt de fournir de nouvelles pistes 

thérapeutiques en vue de développer de nouveaux traitements et/ou d’optimiser des 

traitements existants (Havrdova et al., 2013).  

 

A l’heure actuelle, les traitements de première ligne sont souvent des anticorps humanisés. 

Ces traitements, bien que corrigeant les dysfonctions immunes, sont peu efficaces au niveau 

clinique. Il est donc nécessaire, d’intervenir sur d’autres types de dysfonctionnements, en 

particulier métaboliques, associés à la SEP tels que les dysfonctionnements des organites 

(mitochondrie, peroxysome), le stress oxydant, l’altération du profil lipidique, les dommages 

associés à la myéline (protéines de myéline) et la mort cellulaire (Adiele and Adiele, 2019). 

Ceci est considéré comme une nouvelle démarche de compréhension de la physiopathologie 

de la SEP dans le but de cibler des traitements adéquats, en particulier le diméthyle fumarate 

(DMF ; Tecfidera), qui constitue un traitement de fond de la SEP RR, son métabolite le 

monométhyle fumarate (MMF) (Scannevin et al., 2014), et la biotine à forte dose (MD1003) 

utilisée chez des malades atteints de SEP progressive (Sedel et al., 2015). 

 

Il est donc important de mieux connaitre les activités biologiques de ces traitements 

actuellement employés, pour permettre sinon de guérir, mais tout au moins d’améliorer le plus 

possible l’état des malades et à défaut de retarder l’évolution de la maladie. 

Dans cette optique, les travaux de thèse ont été dirigés selon deux volets : 

 

 Le premier volet, consiste en une étude clinique préliminaire locale qui a été réalisée 

sur des échantillons de plasmas et de LCR de patients atteints de SEP RR recrutés au 

sein du Centre Hospitalier Universitaire de Dijon (Service de Neurologie, Prof. 

Thibault Moreau), pour rechercher des biomarqueurs lipidiques en particulier des 

acides gras et des oxystérols notamment le 7β-hydroxycholestérol (7β-OHC) et le 7-

cétocholestérol (7KC), ainsi que des biomarqueurs du stress oxydant. 

 

 Le second volet de cette thèse, consiste à déterminer l’ampleur des effets cytotoxiques 

du 7β-OHC sur des cellules oligodendrocytaires murines 158N, en ciblant des 
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paramètres impliqués dans le processus de la SEP ; le stress oxydant, le statut 

mitochondrial et peroxysomal, l’intégrité membranaire, l’homéostasie lipidique, et la 

mort cellulaire (apoptose, autophagie). Aussi nous avons déterminé l’ampleur de ces 

effets sur les protéines majeures de la myéline MBP et PLP. Notre étude s’est focalisée 

sur l’évaluation des potentialités cytoprotectices du DMF, du MMF et de la biotine et 

leurs capacités à atténuer les effets cytotoxiques du 7β-OHC sur des cellules 158N, 

pour mieux comprendre le mode d’action de ces molécules. 
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REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 



 

 

I-Physiopathologie de la sclérose en plaques 

1. Définition 

La sclérose en plaques (SEP) est une maladie inflammatoire chronique, démyélinisante du 

système nerveux centrale (SNC), en particulier l'encéphale, le tronc cérébral et la moelle 

épinière, conduisant à des plaques focales de démyélinisation primaire et à une 

neurodégénérescence différentielle dans la substance grise et la matière blanche encéphalique 

et/ou médullaire (Lassmann et al., 2007).  

« Sclérose » définit une dégénérescence des tissus encéphalique et médullaire produisant la 

destruction de la myéline. La myéline est un complexe protéolipidique qui protège les axones 

et les neurones et qui est remplacé par un tissu cicatriciel dans la SEP. 

« Plaque » définit une destruction qui peut s’étendre à différents endroits de la gaine de 

myéline, entrainant des attaques encéphaliques et médullaires à plusieurs sites. 

Les symptômes de la SEP apparaissent quand les impulsions nerveuses sont ralenties ou 

carrément interrompues (Loriol M et al., 2005). Le nombre et la fréquence de l’apparition de 

ces plaques de démyélinisation sont variables d’une personne à une autre au cours de 

l’évolution de la maladie. Par ailleurs, selon la localisation de ces plaques, la SEP se présente 

sous forme d’un déficit sensitif ou moteur, visuel ou cognitif accompagnés des troubles de 

l’équilibre et des douleurs. 

Il existe différents types de SEP ; une forme rémittente-récurrente, une forme progressive 

primaire, une forme progressive secondaire et une forme progressive rémittente (Lassmann 

et al., 2007; Lassmann et al., 2012). 

2. Historique 

Le terme « sclérose en plaques » a été évoqué pour la première fois en 1866 par Alfred 

Vulpian. En 1860, Eduard Rindfleisch a caractérisé les principales anomalies histologiques de 

cette maladie : inflammation et démyelisation. En 1863, il a décrit la présence d'infiltrats 
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inflammatoires périvasculaires au sein des plaques de sclérose, ce qui lui a laissé spéculer que 

l’inflammation précède et peut être responsable de la démyélinsation. En 1868, le neurologue 

français, Jean-Martin Charcot (1825-1893), a observé, sur des coupes histologiques du 

cerveau et de la moelle épinière, la présence de petites lésions « sclérose », disséminées sous 

formes de « plaques» ceci l’a conduit à suggérer que les plaques, caractérisent et provoquent 

les symptômes de cette maladie. Graçe à ces observations et à cette description claire et 

précise, une compréhension plus étendue a conduit à une amélioration de la définition de la 

SEP.  

En 1894, Devic a décrit une sous-forme de SEP avec une atteinte dominante de la moelle 

épinière et de la voie de la vision antérieure (Lassman H and Wekerle H.; 2006). Otto 

Marburg (1906) a présenté le premier compte rendu clinique et pathologique détaillé de la 

SEP aiguë fulminante (Compston A andLassman H., 2006). En 1928, Joseph Balo a décrit 

des lésions particulières chez les patients hongrois atteints de SEP progressive (Lassman H 

and Wekerle H.; 2006). De nos jours, avec les études pathologiques, il est devenu clair que 

le modèle clinico-pathologique classique de la SEP ne représente qu'une des nombreuses 

entités étroitement apparentées, résumées sous la désignation «maladies inflammatoires 

démyélinisantes» (Adams and Kubik, 1952). 

3. Epidémiologie  

L'information mondiale sur l'épidémiologie de la SEP et la disponibilité des ressources et des 

services pour les personnes atteintes de SEP est rare dans de nombreuses régions du monde. 

La prévalence mondiale de la SEP a été estimée en 2013 à 2,3 millions de personnes (Browne 

et al., 2014) dont une augmentation de 0,2 million par rapport aux 5 dernières années. La SEP 

est la première cause d’handicap moteur non traumatique de l’adulte jeune, dont l’âge varie 

entre 20 et 40 ans avec une prédominance féminines (Whitacre et al., 1999; Noseworthy et 

al., 2000). La prévalence de la SEP demeure variable selon la répartition géographique (Milo 

and Kahana, 2010). Elle augmente avec la lattitude, dans les zones loin de l’équateur 

(Kurtzke, 1980), selon un gradient positif Sud-Nord (Simpson et al., 2011). Par exemple 

cette maladie est très fréquente dans l’Amérique du Nord, les îles Orcades, au nord de 

l’Ecosse (250 cas pour 100'000 habitants) ainsi que l’Europe du Nord (Angleterre, Norvège, 

Suisse), considérécomme des zones à haut risque de SEP (Hauser, 1994) avec une prévalence 

très élevée dans les îles Britanniques (Kingwell et al., 2013).Une faible prévalence est 

trouvée en Asie, en Amérique du sud et en Afrique Noir ainsi que dans les pays arabes (Milo 

and Kahana, 2010). Cette répartition peut être expliquée par une carence en vitamine D. 
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Plusieurs études ont montré que la SEP touche le plus souvent les femmes (avec 3 femmes 

pour un homme). L'affirmation de cette prédominance féminine pourrait être due aux 

implications hormonales. Les faibles taux d’oestrogènes chez la femme jeune favoriseraient la 

sécrétion de cytokines Th1 pro-inflammatoires, alors que lors de la grossesse (taux élevés 

d’œstrogènes) la voie Th2 anti-inflammatoire serait favorisée. Par ailleurs, chez l’homme 

(taux élevés de testostérone), la voie Th2 anti-inflammatoire serait aussi favorisée (Tintoré 

and Arrambide, 2009). 

3.1 La prévalence de la sclérose en plaques en France  

La France est considérée comme un pays de moyenne à forte prévalence pour la SEP 

(Alperovitch and Bouvier, 1982; Fender et al., 1997). A nos jours, il n'y a pas eu 

d'estimation globale de la prévalence de la SEP en France en utilisant la même méthodologie 

pour toutes les régions. 

Les premières études ont été menées entre 1968 et 1990 à partir des données de registres 

hospitaliers dans les Pyrénées, dans la Vallée du Rhône et en Bretagne ; la prévalence de la 

SEP a été estimée à 40 pour 100 000 habitants (Gallou et al., 1983; Confavreux et al., 1987; 

Delasnerie-Laupretre and Alperovitch, 1991). En 1994, la prévalence  de la SEP a été 

estimée entre 37 et 47 pour 100000 habitants (Fender et al., 1997). En 2003, une première 

étude a été réalisée à partir des données d’Affection de Longue Durée (ALD) de la Mutualité 

Sociale Agricole (MSA), avait estimé la prévalence de la SEP de 65,5 pour 100 000 habitants 

avec une prédominance féminine (96,3 pour 100 000 habitants chez les femmes et 41,9 

habitants pour 100 000 habitants chez les hommes) confirmant ainsi l’existence de gradients 

positifs Sud-Nord et Ouest-Est (Vukusic et al., 2007).  

Une autre étude a été réalisée en 2012 par Fromont et al.,a estimé que l’incidence de cette 

maladie est de 5,5 et 8,8 pour 100 000 habitants avec une prédominance féminine (71% de 

femmes) (Fromont et al., 2012). 

3.2. La prévalance de la Sclérose en plaques en Tunisie 

Peu de travaux ont porté sur la SEP en Afrique du nord. La première étude a été menée entre 

1974 et 1978 au Centre de Neurologie de Tunis (Ben Hamida, 1982; Romdhane et al., 

1993), 200 patients ont été hospitalisés sur toute la Tunisie avec une prévalence estimée à 

3,34 pour 100 000 (Ammar et al., 2006). La Tunisie est sur cette base considérée comme une 

zone de faible prévalence pour la SEP. 
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4. Etiologies 

L’origine exacte de la SEP demeure inconnue. Cette maladie est concidérée comme une 

pathologie multifactorielle complexe résultante de l’association et de l’interaction de plusieurs 

facteurs environnementaux et génétiques. 

4.1. Facteur environnementaux 

La nature exacte des facteurs environnementaux influençant le déclenchement de la maladie 

reste encore mal connue. Cependant de nombreux facteurs environnementaux sont suspectés : 

géographiques, liés au climat et à l’ensoleillement, professionnels liés l’industrie des métaux 

et des matériaux électriques et à l’exposition aux solvants organiques, et nutritionnels. 

Les facteurs pour lesquels les arguments les plus fiables sont avancés sont les suivants : 

4.1.1 Infections virales   

De nombreux virus sont soupçonnés dans la prédisposition de la SEP faisant aujourd’hui 

l’objet de nombreuses études : le paramyxo virus (virus de la rougeole), le virus ourlien (virus 

des oreillons), le HHV6 pour voyeur d’exanthème, et le virus de l’herpès telque le virus 

Epstein-Barr (EBV, virus de la monocluéose infectieuse) (Giraudon and Bernard, 2009; 

Milo and Kahana, 2010; Simon et al., 2015). Ces virus provoquent une altération du 

système immunitaire qui pourrait favoriser la destruction de la myéline. Jusqu’à aujourd’hui, 

aucun virus n’a été retrouvé de façon systématique chez les malades atteints de SEP. Ces 

virus possèdent au niveau de leurs enveloppes des séquences d’acides aminés identiques à 

celles trouvés au niveau de protéines de myéline (myelin basic protein (MBP)). De ce fait, les 

infections virales pourraient déclencher des processus auto-immunitaires contre la myéline, 

suite à l’activation de lymphocytes T autoréactifs par mimétisme moléculaire (puisque les 

virus possèdent une séquence d’acide aminé similaire à celle trouvée dans une protéine du 

soi) (Koch et al., 2013). 

Parmi les virus les plus impliqués dans la SEP figurent l’EBV, qui appartient à famille des 

virus herpès et qui pourrait infecter et moduler les lymphocytes B dans la SEP (Magliozzi et 

al., 2007). Une méta-analyse, a montré que le risque de la SEP est 2,3 fois plus élevé chez les 

personnes ayant eu une manifestation clinique du virus EBV durant leur adolescence ou à 

l’âge adulte par rapport aux personnes infectées durant leurs enfance (infection silencieuse) 

(Thacker et al., 2006). Ainsi, le risque de SEP pourrait être augmenté dans les 5 ans après 

avoir eu une infection par l’EBV et rester élevé 30 ans après l’infection (Nielsen et al., 2007). 
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4.1.2 Ensoleillement et Vitamine D 

La prévalence de la SEP tend à augmenter avec la latitude (Milo and Kahana, 2010). La 

corrélation la plus évidente avec la latitude est l’ensoleillement. En effet, les pays les 

ensoleillé (Sud) ont une faible prévalence de la maladie. Plusieurs études ont montré 

l’existence d’une corrélation inverse entre le risque de la SEP et l’exposition solaire avant le 

début de la maladie (van der Mei et al., 2007; Jelinek et al., 2015; Kočovská et al., 2017), 

mais surtout l’exposition aux UltraViolet (UV) qui entrainent, au niveau cutané, la conversion 

du 7-déhydrocholestérol (DHC) en pro-vitamine D3 qui est ensuite convertie rapidement en 

vitamine D (Sloka et al., 2011; Lucas et al., 2015). 

Plusieurs études sont en faveur des effets bénéfiques de la vitamine D dans la prévention et le 

traitement de la SEP (Ascherio et al., 2010; Milo and Kahana, 2010). Il est important de 

souligner que de nombreux récepteurs à la vitamine D se localisent au niveau du SNC, sur les 

lymphocytes T et B, et les cellules présentatrices d’antigènes. 

La forme active de la vitamine D agit pour stimuler l'immunité innée, moduler l'immunité 

adaptative, et joue probablement un rôle dans la défense de l'hôte contre l'infection. Il est 

admis aujourd’hui que la vitamine D agit sur la réponse immunitaire, en inhibant la 

production de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-12, IL-17, l'IFN-γ,et TNF–α) (Milo and 

Kahana, 2010), en favorisant la production de cytokines anti-inflammatoires (IL-4, IL-10, 

TFGβ-1) et en facilitant le développement de lymphocytes T régulateurs. 

La vitamine D joue aussi un rôle important dans la modulation des cellules T helper (Th). Elle 

inhibe les cellules Th17 pro-inflammatoires, modifie l’équilibre de Th1 / Th2 à un état anti-

inflammatoire, et empêche les cellules Th1 / Th17 activées de franchir la barrière hémato-

encéphalique (BHE) (Cantorna, 2006; Lysandropoulos et al., 2011; Grishkan et al., 2013). 

4.1.3. Tabac 

Le tabac est considéré comme un facteur incriminé dans le déclenchement de la SEP. 

Certaines études ont montré que le risque de développer une SEP augmente dans une 

population fumeurs par à rapport celle de non-fumeurs (Pekmezovic et al., 2006; Handel et 

al., 2011). Les mécanismes d’action exacts du tabac pour développer une SEP restent mal 

connus. Cependant, on admet que certains composés de la cigarette sont immunosuppresseurs 

(Stämpfli and Anderson, 2009). 
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La nicotine, un des composés de la cigarette, est capable de modifier la perméabilité de la 

BHE (Hawkes, 2007), favorisant ainsi l’extravasation des lymphocytes activés et des 

composés toxiques dirigeant contre la myéline. De plus, la nicotine active la production de 

l’oxyde nitrique (NO) connu comme composé neurotoxique. Ce dernier pourrait être 

impliquer dans le processus de la dégénérescence axonale et l’altération de l’influx nerveux, 

et donc dans le développement de la SEP (Suemaru et al., 1997;Encinas et al., 2005). 

Une étude menée par Mikaeloff a montré que le tabagisme parental (tabagisme passif pour 

l’enfant) semblait augmenter le risque de premier évènement démyélinisant : ce risque 

augmenté de 2,12 (1,43-3,15) chez l’enfant de moins de 16 ans avec des parents fumeurs par 

rapport à des enfants ayant des parents non-fumeurs (Mikaeloff et al., 2007). 

Le rôle du tabagisme passif est encore peu étudié dans la SEP mais semble être impliqué dans 

cette pathologie. Néanmoins, le tabagisme (actif et passif) pourrait augmenter le risque de 

survenue de la SEP. 

4.1.4. Stress 

Le stress a été prouvé comme un facteur déclenchant de la SEP, par le biais du système 

hypothalamo-hypophyso-surrénalien impliquant la corticotropine (CRH) et la sécrétion 

surrénalienne de l’hormone glucocorticoïde dont le rôle est immunosuppresseur (Habib et al., 

2001; Kern and Ziemssen, 2008). Un défaut d’activation du système hypothalamo-

hypophyso-surrénalien a été démontré chez les patients présentant des lésions de SEP actives 

au niveau de l'hypothalamus (Huitinga et al., 2004). 

Le développement d’une résistance aux glucocorticoïdes en raison d’une exposition au stress, 

pourrait avoir un effet permissif sur l’exacerbation de la SEP (Johnson et al., 2004).  

Les neurotensines (NTs), également sécrétés sous l’effet du stress, stimulent de manière 

synergique les mastocytes menant à une augmentation de la perméabilité vasculaire et à une 

perturbation de la BHE (Donelan et al., 2006; Theoharides and Konstantinidou, 2007).  

4.1.5. Mode de vie : régime alimentaire 

Chez les patients atteints de SEP, la malnutrition, due à un régime alimentaire inapproprié ou 

insuffisant, a été associée à une déficience du système immunitaire. La malnutrition affecte la 

fonction mentale, la force des muscles respiratoires et augmente le risque des maladies du 

système nerveux (Pennington, 1997).  
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Plusieurs études ont montré qu’un très faible apport énergétique avec des consommations 

inférieures aux valeurs recommandées, d'acide folique, de fer, de vitamine D, de zinc, de 

vitamine E et de calcium est associé à la SEP (Williams et al., 1988; Timmerman and 

Stuifbergin, 1999). Ainsi, la qualité d’alimentation semble être impliquée dans  la 

pathogenèse de la SEP. Une alimentation riche en graisses saturées animales, alcool, caféines, 

viandes fumées pourraient se considérer comme un facteur de risque de la survenue de la SEP 

(Habek et al., 2010). Le surpoids et l’obésité ont également été rapportés dans la pathologie 

de la SEP (Hewson et al., 1984; Timmerman and Stuifbergin, 1999). 

4.2. Facteurs génétiques 

En raison d’existence des zones géographiques associées à une prévalence et une incidence 

très élevée de SEP par rapport à d’autres et du fait que cette distribution est non uniforme, 

l’hypothèse d’une susceptibilité génétique a été recherchée. L’argument majeur d’une 

prédisposition génétique est l’existence de formes familiales (plusieurs membres d’une même 

famille sont atteints). Cependant, la SEP n’est pas une maladie héréditaire puisque cette 

prédisposition génétique n’est pas liée à une transmission génétique mais plutôt à une 

susceptibilité génétique qui peut perturber le système immunitaire. 

Le risque de la SEP est augmenté avec le degré de lien d’apparenté, très élevés pour les 

jumeaux monozygotes (25%), moyennement élevé pour les apparentés au 1
er

degré (elle est 

4% entre frères et sœurs et de 2,75% entre parents et enfants) alors qu’il est faible pour les 

apparentés du 2 ou 3
éme

 degré (Dyment et al., 2004; Sawcer, 2008). En revanche, ces 

résultats sont relatifs puisque le risque de la maladie peut être confronté à des facteurs 

environnementaux. 

La région du chromosome 6p21 est connue comme associée à la SEP; elle code pour les gènes 

HLA, gènes de susceptibilités, qui interviennent dans le déclenchement de la réponse 

immunitaire (Sawcer et al., 2014). Depuis 1970, une forte association a été décrite entre les 

gènes localisés sur le chromosome 6p21 dans la région du complexe majeur 

d’histocompatibilité (CMH) et la survenue de la SEP, ceci concerne les locus HLA DR2 (plus 

précisément les allèles DRB1*1502, DQB1*0602), HLA DR4 ainsi que HLA-A (HLA-

A*0301) (Jersild et al., 1973; Balnytė et al., 2016; Mohammadi et al., 2016). 

Le CMH joue un rôle important dans l’auto-immunité de la SEP, puisqu’il est constitué par 

des glycoprotéines permettant de présenter les antigénes au système immunitaire afin de 
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distinguer le soi du non soi. Par ailleurs, il existe d’autres gènes de susceptibilité de la 

survenue de la SEP non liés au locus HLA. 

Graçe aux études d’association : génotypage total (Genome Wide Association studies: 

GWAS), plusieurs gènes ont été décrits comme associés à la SEP tels que les gènes codant 

pour les récepteurs des cytokines (IL7-R ou CD127, IL2-R ou CD25)) (International 

Multiple Sclerosis Genetics, 2007), le gène codant pour l’IL-10, et le gène CYP27B1 pour la 

vitamine D (Fugger et al., 2009; Ramakrishnan et al., 2017). 

5. Physiopathologie de la SEP 

La SEP est une maladie neurodégénérative démyélinisante du SNC caractérisée par la 

formation de lésions appelées plaques de démyélinisation, qui sont responsables d’un 

ralentissement de l’influx nerveux et secondairement d’une altération de la conduction 

nerveuse, d’où les symptômes de cette pathologie. 

La progression de la SEP se fait en plusieurs étapes (Lassmann et al., 2012; Kamm et al., 

2014) (Figure 1) : 

- D’abord une atteinte de la gaine de myéline qui a pour conséquence un ralentissement et une 

perturbation de l’influx nerveux (2). 

- Ensuite, pour faire face à ce défaut de conduction, une remyélinisation plus ou moins 

complète s’accompagnant d’une cicatrisation et une récupération de la gaine de myéline et 

donc un rétablissement de l’influx nerveux ; ceci permet d’atténuer les symptômes de la SEP 

après une poussée (3). 

- Au fil du temps, la démyélinisation peut en revanche s’aggraver, conduisant à une 

dégénérescence de l’axone lui-même et par conséquent à un blocage de l’influx nerveux. Ceci 

traduit cliniquement par l’aggravation des symptômes et l’installation des handicaps 

irréversibles (4) (Lassmann et al., 2012). 



Revue Bibliographique 

13 

 

Figure 1: Physiopathologie de la sclérose en plaques  

 

Les plaques, qui ont donné leur nom à la maladie, sont des lésions focales de démyélinisation 

du SNC, souvent associées à une réaction gliale intense. Au début de la SEP récurrente-

rémittente (SEP-RR), la pathologie de la maladie est dominée par des lésions inflammatoires 

focales de la substance blanche résultantes de la rupture de la BHE, caractérisée par une 

démyélinisation primaire qui peut évoluer vers une altération de la conduction nerveuse, une 

perte axonale et une gliose réactive (Kamm et al., 2014).  

Les mécanismes précis des lésions de la SEP restent mal connus. Cependant, il est bien 

connue que le processus inflammatoire met en jeu une altération de la réponse immunitaire 

qui pourrait contribuer à la mort des oligodendrocytes, à la démyélinisation, et même à des 

lésions axonales ou neuronales. Il est généralement admis que ce processus immunitaire met 

en jeu l’activation inhabituelle des lymphocytes T et B (Na et al., 2008; Saxena et al., 2008). 

Les lymphocytes T auto-réactifs, activées en dehors du SNC, traversent la BHE, sont 

réactivées par des cellules présentatrices d’antigène (Ag) locales, tels que les macrophages, 

suite à une expression excessive de certains Ag du soi. La sécrétion des cytokines pro-

inflammatoires stimule les cellules microgliales et les astrocytes, recrute d’autres types 

cellulaires inflammatoires tels que les lymphocytes B, qui a leur tour stimulent les 

plasmocytes pour secréter des immunoglobulines dirigées contre la gaine de myéline 

(Linington et al., 1988; Mathey et al., 2007). Ce processus inflammatoire conduit à une 
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lésion partielle ou totale de la gaine de myéline et secondairement à une dégénérescence 

axonale (Figure 2). 

Une remyélinisation plus au moins complète est possible afin de réparer les tissus 

endommagés, ceci se traduit cliniquement par l’apparition des plaques de remyélinisation 

dites séquelles ou « fantômes ». 

La lésion axonale est généralement considérée comme un événement secondaire aux lésions 

de la myéline (Lassmann et al., 2007). Cependant, une lésion axonale primaire pourrait 

également déclencher une démyélinisation secondaire et une inflammation. Ceci reste 

toujours un sujet de débat. La question est de savoir si un mécanisme est exclusivement 

responsable de l'initiation de la pathologie de la SEP ou si les deux mécanismes se déroulent 

simultanément (Stys et al., 2012).  

 

 

Figure 2. La pathogenèse de la SEP (Compston and Coles, 2008) 

La pathogenèse de la SEP fait appel à plusieurs mécanismes: d’abord une rupture de la 

barrière hématoencéphalique et une inflammation provoquée par les lymphocytes; ensuite 

une démyélinisation altérant l’influx nerveux; une remyélinisation peut se produire afin de 

restaurer la conduction saltatoire normale de l’influx nerveux; au fil du temps, une gliose 

astrocytaire caractérisée par une activation microgliale accru ce qui pourrait conduire à une 

dégénérescence axonale. 



Revue Bibliographique 

15 

Les plaques de démyélinisation sont caractérisées par la présence d’un infiltrat inflammatoire 

de lymphocytes et de macrophages. Il existe ainsi deux types de plaques selon le degré 

d’atteinte de la myéline et de l’axone.  

 Des plaques dites récentes ou actives, où le processus de démyélinisation est en 

cours. Elles sont caractérisées par des infiltrats des cellules lymphocytaires T (CD8 et CD4), 

des macrophages contenant les débris myéliniques, d’une gliose réactionnelle (réaction des 

astrocytes) peu abondante et d’un œdème témoignant de la rupture de la BHE. 

 Des plaques dites anciennes, inactives, ou chroniques, où le processus de  

démyélinisation est complété. Elles sont caractérisées par une gliose cicatricielle intense qui 

est la cause d’une perte axonale.  

6-Les différentes formes de la sclérose en plaques 

La sclérose en plaques présente principalement trois formes selon l’évolution de cette 

pathologie. 

 La forme récurrente-rémittente (RR) est la plus abondante, elle concerne environ 85% 

des patients atteints de SEP (Depaz et al., 2013). Elle est caractérisée par des poussées, qui 

peuvent durer quelques heures, quelques jours ou quelques semaines, associées ou non des 

séquelles sensitives, sensorielles et motrices, traduisant l’apparition des lésions qui sont les 

conséquences des lésions inflammatoires au niveau du SNC. Ces phases actives de 

démyélinisation sont suivies de périodes de rémission totale ou quasi-totale. Les rechutes sont 

associées à l'apparition de nouvelles lésions ou à la réactivation d'anciennes lésions au niveau 

de la substance blanche du cerveau et ou de la moelle épinière (Lublin and Reingold, 1996). 

 Après une quinzaine d’année en moyenne, la forme RR peut évoluer vers une forme  

secondairement progressive (SP) (Dutta and Trapp, 2006). La SEP-SP est caractérisée par 

l’installation des troubles neurologiques et la progression du handicap de manière continue. 

Des poussées peuvent s’ajouter suivies des phases de remissions mineures et des phases de 

plateaux. Ces handicap neurologiques reflètent une atrophie cérébrale et une perte axonale 

(Dutta and Trapp, 2006). 

 La forme progressive primaire (PP), SEP-PP, est une forme rare qui touche 10-15% 

des patients (Depaz et al., 2013). C’est une forme d’emblée progressive continue dès le début 

de la maladie. Elle est caractérisée par une accumulation permenante des déficits 

neurologiques sans poussés ni rémissions. Dans cette forme de maladie, la progression du 
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handicap est permanente et les signes neuroglogiques sont réguliers qui sont la conséquence 

d’une mort des oligodendrocytes (Dutta and Trapp, 2006). Dans cette forme de SEP, il peut 

y avoir également quelques rares poussées, d’où la forme progressive rémittente. 

7. Manifestations cliniques 

La SEP est une maladie cliniquement complexe étant donné l’hétérogénéité de ses symptômes 

qui se manifestent sous plusieurs formes. Le syndrome d'isolement clinique (CIS) est la 

première manifestation de signes et de symptômes de la SEP, généralement suivie d'une autre 

phase au cours de laquelle un diagnostic clinique de SEP est posé. La progression de la SEP 

est hautement imprévisible, toutefois, son risque d’invalidité est élevé. En effet, la SEP est 

caractérisée par des lésions qui sont disséminés dans le temps et dans l’espace.  

Cliniquement, la SEP se caractérise par des épisodes discrets de dysfonctionnement 

neurologique. Les symptômes produits par ces épisodes varient considérablement d'un patient 

à un autre et dépendent du site d'atteinte neurologique. Les patients peuvent généralement 

ressentir des engourdissements, des picotements, une faiblesse, une perte de vision, une 

altération de la démarche, une incoordination, un déséquilibre et un dysfonctionnement de la 

vessie. Entre ces attaques, au moins pendant la phase récurrente-rémittente de la maladie, les 

patients sont neurologiquement stables (Lublin and Reingold, 1996). Néanmoins, les 

symptômes résiduels peuvent persister et plusieurs patients peuvent éprouver de la fatigue ou 

une sensibilité à la chaleur dans l’intervalle entre les attaques.  

La plupart des patients atteints de SEP présentent une SEP-RR (85% ou plus) qui se 

caractérise par des rechutes soudaines ponctuées de rémissions à court ou à long terme, alors 

que 10-15% présentaient une SEP-PP, considérée comme un type progressif de la SEP sans 

période initiale de rechute et de rémission (Confavreux et al., 2000; Lublin and Reingold, 

2003). Quatre-vingt pour cent des patients atteints de SEP-RR développent un handicap, 

évoluant typiquement en SEP-PS, entraînant une débilitation grave et irréversible 

(Confavreux et al., 2000; Confavreux and Vukusic, 2006). Les personnes atteintes d’une 

SEP SP ou SEP PP ont une aggravation progressive de leur incapacité neurologique entraînant 

des problèmes de vision, de marche, d'équilibre, d'incontinence, de changements cognitifs, de 

fatigue et de douleur (Gibson and Frank, 2002). Malgré ces différents phénotypes cliniques 

initiaux, le temps nécessaire pour atteindre certaines étapes d’invalidité est similaire pour tous 

les patients atteints de SEP progressive (Confavreux and Vukusic, 2006). 
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8. Diagnostic 

Le diagnostic de la SEP impose un lourd fardeau à la personne atteinte (Pike et al., 2012). Le 

médecin doit se fier à un faisceau d’arguments cliniques, paracliniques et évolutifs. Ainsi, le 

diagnostic de la SEP repose à la fois sur la description de symptômes cliniques par le patient, 

sur l'examen clinique et sur les résultats d'examens complémentaires notamment les preuves 

par imagerie par résonance magnétique (IRM) (Poser and Brinar, 2001; Polman et al., 

2005). 

Bien que le diagnostic de SEP ait été essentiellement clinique depuis le XIXe siècle, le 

diagnostic précis et l'exclusion de certaines maladies, qui peuvent avoir des symptômes 

similaires, est requis. Les premiers critères de diagnostiques qui ont été largement adoptés 

dans les études épidémiologiques, sont ceux d’Allison et Millar en 1954 (Allison and Millar, 

1954).  

Depuis les années 1980, l’IRM a été considérée comme l’examen le plus important pour un 

diagnostic efficace de la SEP. Les images pondérées en T2 (qui reflètent le temps nécessaire à 

la désintégration des noyaux) démontrent les plaques d'inflammation / démyélinisation. Des 

changements atrophiques et des zones de dommages permanents appelées «trous noirs» 

peuvent être observés sur les séquences pondérées en T1 (Miller et al., 1988; Barkhof et al., 

1997) . L'IRM est également utilisée pour montrer la progression et l’évolution de la SEP 

(McDonald et al., 2001; Polman et al., 2005).  

Un récent consensus international de 2001, les «critères de McDonald», et sa version révisée 

en 2005 reposent d’avantage sur l’utilisation de l’IRM pour un diagnostic plus rapide, plus 

sensible et plus efficace de la SEP (McDonald et al., 2001; Polman et al., 2005). D’autres 

tests dits «paracliniques», y compris l'examen du LCR qui repose sur le dosage des bandes 

oligoclonales, l'enregistrement des potentiels évoqués ; les études urodynamiques de la 

fonction vésicale et la tomographie de la cohérence oculaire (OCT) ; peuvent être utiles pour 

certains patients (Poser et al., 1983; McDonald et al., 2001; Polman et al., 2005). 

Toutes ces données montrent que le diagnostic de la SEP repose sur la combinaison des 

antécédents cliniques, de l'examen neurologique, et de l’imagerie par IRM comme preuve 

d'apparition des lésions disséminées à la fois dans le temps et dans l'espace (Poser and 

Brinar, 2001; Polman et al., 2005). 
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Figure 3 : Imagerie par résonance magnétique axiale (a) des lésions hyper-intenses 

pondérées en T2 (b) des lésions en anneau en T1 prenant le gadolinium (GAD) (Buzzard 

et al., 2012) ; les flèches bleues représentent les différentes types de lésions non 

inflammatoires (a) ou inflammatoires (b). 

9. Traitement 

Actuellement, il n'y a pas de remède pour guérir de la SEP. La majorité des traitements pour 

la SEP sont orientés vers la suppression de la réponse immunitaire. Cependant, ces 

immunosuppresseurs présentent un risque accru d'infections et de cancer (Inglese and 

Petracca, 2015). Des options alternatives de traitement impliquent des traitements 

modificateurs de la maladie tels que les interférons, l’acétate de glatiramère, des anticorps 

monoclonaux ainsi que des modulateurs des récepteurs de la sphingosine-1-phosphate. 

Ces traitements ont considérablement réduit le nombre d’attaques et la progression de la 

maladie mais ils ne stoppent pas la maladie. En effet, les interférons sont efficaces dans les 

premières phases de rechute de la SEP, mais pas dans les phases avancées de la maladie 

(Inglese and Petracca, 2015).  

La gestion thérapeutique des patients atteints de SEP est divisée trois types de traitements: 

traitement de poussé, traitement de fond et traitement symptomatique. 

9.1. Traitement de poussé 

Les récidives sont généralement traitées par une injection intraveineuse de corticostéroïdes, 

par échange plasmatique ou par injection d’hormone adrénocorticotrope (Diebold and 

Derfuss). Bien que ces alternatives soient efficaces pour réduire la durée de la rechute et la 
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récupération des patients plus rapidement, elles n’ont aucun bénéfice neuroprotecteur à long 

terme (Inglese and Petracca, 2015). 

9.2. Traitement de fond : traitement à long terme par des agents modificateurs de la 

maladie 

Le traitement de la SEP a été un défi avec des options de traitement se limitant principalement 

aux corticostéroïdes, cyclophosphamide, et au méthotrexate (des immunosuppresseurs 

puissants). Pendant les années 90, plusieurs médicaments immunomodulateurs ont été mis à 

disposition pour prévenir l'évolution de la maladie (Diebold and Derfuss, 2016). 

 Les interférons (Avonex®, Betaseron®, Extavia®, Rebif®, Plegridy®) 

Les interférons de type 1 (INF) (INF-α,-β, -δ, -κ, -ε, -ω), sont des régulateurs du système 

immunitaire. Ils constituent le pilier du traitement de la SEP depuis environ 20 ans. 

Les IFN endogènes de type 1 sont reconnus depuis longtemps comme des acteurs importants 

dans l'induction de la résistance cellulaire aux infections virales, agissant principalement via 

l'IFN-α/β (McCoy et al., 2006). Au fil du temps, divers autres effets anti-inflammatoires des 

IFN de type 1 ont été mis en évidence (Chadha et al., 2004). Ces propriétés ont été exploitées 

dans le traitement de la SEP-RR. En effet, il a été démontré que le traitement avec les IFN 

pourrait stimuler les cytokines anti-inflammatoires. Ces effets anti-inflammatoires semblaient 

coïncider avec une réduction du nombre de médiateurs pro-inflammatoires tel que IL-17, IL-

23 et l'ostéopontine (Chen et al., 2009; Zhang et al., 2011). Il est maintenant admis que les 

IFN de type 1 peuvent réduire l'inflammation du SNC dans la SEP en détournant le système 

immunitaire d'une voie pro-inflammatoire Th1 et Th17 vers un sous-ensemble plus anti-

inflammatoire de type Th2. 

L’interféron-β1 (INFβ) est le premier médicament modificateur de la SEP-RR. Il a été 

considéré comme une avancé majeure de traitement de la SEP (Kappos et al., 2007). En effet, 

l’INFβ agit en modifiant l’expression des cytokines pro- et anti-inflammatoires dans le 

cerveau et en diminuant le nombre de cellules inflammatoires traversant la BHE. En 

conséquence, une diminution de l'inflammation neuronale, une augmentation des facteurs de 

croissance nerveuse et une amélioration de la survie neuronale se mettent en place. De plus, 

l’INFβ réduit la population de lymphocytes T de type Th17 et la production des cytokine IL-

17 qui sont impliquées dans l'immuno-pathophysiologie de la SEP (Mitsdoerffer and 

Kuchroo, 2009). Le suivie de l’état des patients traités par les IFNβ (les données à long terme 

et les comparaisons historiques) suggère l’efficacité des INFβ à long terme, ainsi que leur 
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effets sur la progression de la maladie qui pourraient être assez important sur plusieurs années 

(Goodin et al., 2011). 

 L'acétate de glatiramère (Copaxone®) 

L'acétate de glatiramère (AG) est un analogue synthétique de 4 peptides (acide L-glutamique, 

lysine, alanine et tyrosine) de la MBP, qui entre en compétition avec les peptides antigéniques 

de la MBP au niveau du CMH de classe II. 

Initialement, l’AG avait été imaginée pour induire l'encéphalomyélite expérimentale (EAE) 

chez la souris, cependant il avait supprimé l'EAE. Cette observation a rapidement conduit 

l’AG en essais cliniques chez des patients atteints de SEP afin de prévenir la progression de la 

maladie. L’AG est un  immunomodulateur puissant, son effet est due à sa liaison au CMH de 

classe II qui inhibe l'activation des lymphocytes T (Neuhaus et al., 2001; Wolinsky et al., 

2007). L’AG permet la suppression des réponses inflammatoires en favorisant une 

redistribution de Th1 à Th2 et en activant les Treg (Haas et al., 2009). Chez les patients, l’AG 

agit en réduisant significativement jusqu'à 30% les symptômes de la maladie ainsi que le 

développement des nouvelles lésions dans la SEP-RR, bien qu’il n’ait montré aucune 

amélioration de son efficacité à long terme sur la progression de l’handicap (Johnson et al., 

1995). 

 Le Fingolimod (Gilenya®) 

Le Fingolimod est un lysophospholipide dérivé d’un métabolite fongique de l’ascomycète. Il 

s’agit d’un modulateur du récepteur de la sphingosine 1-phosphate (S1-P), qui agit comme un 

super-agoniste du récepteur S1-P. Le fingolimod provoque l'internalisation du récepteur S1-P 

et réduit l’infitration des lymphocytes potentiellement auto-réactifs dans le SNC (Brinkmann 

et al., 2002; Choi et al., 2011). 

Les résultats des essais cliniques de phase III sur des patients atteints de SEP-RR traités par le 

Fingolimod ont montré une réduction significative des lésions en IRM, une réduction de la 

progression de l’invalidité et une atténuation de l’atrophie cérébrale par rapport au placebo ou 

aux patients traités par l’IFNβ-1(Kappos et al., 2010). Ces résultats ont conduit à approuver 

le Fingolimod, en 2010, comme étant le premier traitement oral (0,5 mg une fois par jour) 

disponible pour les patients atteints de SEP-RR. 

 Le Tériflunomide (Aubagio®) 

Le Tériflunomide est un métabolite actif du léflunomide. C’est un traitement par voie orale, 

d’une efficacité reconnue et d’une relative innocuité dans la gestion de la polyarthrite 



Revue Bibliographique 

21 

rhumatoïde (PR). Le tériflunomide agit principalement en inhibant l'enzyme mitochondriale, 

la dihydroorotate déshydrogénase (DHODH) ainsi que la prolifération des cellules B et T 

(Palmer, 2010; Claussen and Korn, 2012). 

Le Tériflunomide exerce une action anti-inflammatoire en inhibant les cellules Th1 pro-

inflammatoires productrices d’IFN-gamma et en  favorisant la différenciation des cellules Th2 

anti-inflammatoires (Korn et al., 2004). Il s'est révélé ainsi prometteur dans le modèle murin 

EAE, en réduisant la gravité de la maladie, et en inhibant l’inflammation, la démyélinisation 

et la perte axonale (Korn et al., 2004; Merrill et al., 2009). 

Dans la SEP, l'administration orale de Tériflunomide réduit les taux de rechute, les lésions de 

SEP ainsi que la progression de l'invalidité (O'Connor et al., 2011; Vermersch et al., 2014). 

Certains effets indésirables ont été observés chez les patients SEP-RR traités par le 

Térifunomide incluant la diminution du nombre de globules blancs, une alopécie, des effets 

hépatiques, nausée, diarrhée, engourdissement des mains et pieds, réactions allergiques, 

problèmes respiratoires et augmentation de la tension artérielle (Dargahi et al., 2017).  

 Le diméthyle fumarate (BG-12) (Tecfidera®) 

Au cours de ces dernières années, les traitements de la SEP sont passés de traitement par voie 

parentérale au traitement par voie orale, dans le but d'améliorer l'acceptation et l'observance 

du traitement par les patients.  

Le diméthyle fumarate, pris par voie orale, est un ester d’acide fumarique recémment 

approuvé dans le traitement des patients atteints de SEP-RR afin de diminuer la fréquence des 

exacerbations cliniques et de retarder la progression de l’incapacité. 

En effet, l’acide fumarique semble avoir des effets prometteurs en tant que modulateur 

potentiel des composantes inflammatoires et neurodégénératives de la SEP. C’est un produit 

intermédiaire du cycle de l'acide citrique, processus essentiel à la production d'adénosine 

triphosphate (ATP) et au maintien des fonctions cellulaires. Les esters d'acide fumarique, en 

particulier, le diméthyle fumarate (DMF) et son métabolite majeur le monométhyle fumarate 

(MMF), utilisés depuis des décennies dans le traitement du psoriasis (Altmeyer et al., 1994), 

semblent être prometteurs en tant que médicament pour la SEP-RR. Le DMF a obtenu son 

AMM en Europe et il est commercialisé sous le nom de Tecfidera®, ou BG12. Cette 

molécule possède des effets immunomoduleurs, anti-inflammatoires et antioxydants mais ses 

mécanismes d’action restent encore mal connus (Lin et al., 2011; Scannevin et al., 2012; 

Huang et al., 2015). 



Revue Bibliographique 

22 

Le DMF, ainsi que son métabolite majeur le MMF, agissent en activant la voie Nrf2 (Nuclear 

factor (erythroid-derived 2)). L’activation de cette voie métabolique induit une immuno-

modulation et pourrait favoriser l’inhibition de la production des radicaux libres via la 

stimulation du système de défense antioxydant et l’induction de l'expression d'enzymes 

inhibitrices du stress oxydant (Lin et al., 2011). En effet, dans les conditions physiologiques, 

le Nrf2 est séquestré dans le cytoplasme par son interaction avec une protéine répressive « 

protéine 1 associée à l’ECH de type kelch » (Keap1). Le traitement avec des composés 

électrophiles, comme le DMF, entraîne des modifications conformationnelles des résidus de 

cystéine sur Keap1(Linker et al., 2011), ce qui permet l'activation par phosphorylation et la 

translocation nucléaire de Nrf2 afin de promouvoir l’expression de certains gènes protecteurs 

tel que l'hème-oxygenase-1 (Lin et al., 2011), la NADPH-quinone et l’oxydoréductase-1 

(Linker et al., 2011). L'activation de ces enzymes est associée à des réponses cytoprotectrices 

et anti-oxydantes (Matusheski et al., 2004). De plus, l’activation de la voie Nrf2-médiée par 

le DMF, peut être associée à des réponses anti-inflammatoires. Ceci intervient dans 

l’activation de récepteur 2 de l’acide hydroxycarboxylique (HCA2 : 

hydroxycarboxylicacidreceptor 2) et dans l’inhibition du facteur de transcription NF-κB 

(nuclear factor kappa B) entraînant une diminution de la sécrétion des cytokines pro-

inflammatoires et de l’expression des molécules d’adhésion du système immunitaire ainsi 

qu’une modulation des lymphocytes T et B (Gillard et al., 2015; Parodi et al., 2015). 

Par ailleurs, des études sur le modèle EAE (Encéphalomyélite Allergique Expérimentale : 

modèle expérimental murin de la SEP) ont montré que l'administration orale de DMF aux 

souris EAE améliorait l'évolution clinique de la maladie et protégeait les oligodendrocytes, la 

myéline, les axones et les neurones du stress oxydant, quelque soit administré à titre préventif 

(avant l'apparition de la maladie) ou comme traitement thérapeutique (au stade chronique de 

la maladie) (Schilling et al., 2006; Linker et al., 2011). 

L'action des esters d'acides fumariques (DMF et MMF) en tant que molécules protectrices 

contre la mort et les lésions cellulaires du SNC, représente une nouvelle cible thérapeutique 

pour le traitement de la SEP. Grâce à ces propriétés anti-oxydantes, anti-inflammatoires et 

neuroprotectrices, le BG-12, un dérivé d'acide fumarique de deuxième génération dont le 

principe actif est le DMF, a été utilisé dans plusieurs essais cliniques. Le BG-12 a maintenant 

progressé vers les essais de phase III sur des patients atteints de SEP-RR après des résultats 

encourageants dans les études de phase II qui ont montré une diminution des lésions 

cérébrales par IRM. Les résultats préliminaires de l'étude DEFINE de phase III ont montré 
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une réduction de 49% du nombre de rechutes chez les patients traités deux fois par jour au 

BG-12 par rapport au placebo sur une période de 2 ans (Gold et al., 2011). L’avantage 

important du BG-12 est de disposer de données de sécurité à long terme. Le traitement à long 

terme avec du BG-12 ou d’autres dérivés du fumarate chez les patients atteints de psoriasis 

n’a montré aucun signe de toxicité évident depuis les premiers traitements dans les années 

1950 (Schweckendiek, 1959) et depuis son utilisation plus répandue à partir de 1994 

(Altmeyer et al., 1994). Cependant, comme chaque médicament, il posséde des effets 

indésirables, dans ce contexte jusqu'à 12% des patients traités par BG-12 ont arrêté le 

traitement, principalement en raison de troubles gastro-intestinaux ou de bouffées 

vasomotrices du visage (Phillips et al., 2012).  

 La Mitoxantrone (Novantrone®) (Elsep®) 

La mitoxantrone est principalement utilisée pour traiter certains types de cancers, en 

particulier les cancers de type lymphome, leucémie myéloïde aiguë, cancer du sein et cancer 

de la prostate. En raison de ses propriétés cytotoxiques ciblant les cellules immunitaires, la 

mitoxantrone a été validée en 2003 comme un traitement pour la SEP-RR etla SEP-SP (Edan 

et al., 1997; Hartung et al., 2002). Cependant, la mitoxantrone est associée à plusieurs effets 

secondaires, allant des nausées, vomissements, chute des cheveux, cardiotoxicité, jusqu’aux 

leucémies. En conséquence, son utilisation a été considérablement réduite.  

 Biotine à forte dose (MD1003) 

Le MD1003 (MedDay Pharmaceuticals, Paris, France) est une préparation de biotine à fortes 

doses appelée aussi vitamine H ou B8. La biotine joue le rôle de coenzyme pour cinq 

carboxylases essentielles impliquées dans le cycle de Krebs et le métabolisme des acides gras 

(composants essentiels de la gaine de la myéline): acétyl-CoA carboxylases 1 et 2 (ACC1, 

ACC2), pyruvate carboxylase (PC), propionyl-CoA carboxylase (PCC) et 3-méthylcrotonyl-

CoA carboxylase (MCC) (Zempleni et al., 2009; Tong, 2013), favorisant différentes 

réactions de carboxylation, impliquées dans la synthèse des acides gras, le métabolisme du 

glucose et le catabolisme des acides aminés (Tong, 2013). Il augmente ainsi la synthèse 

d’ATP dans les axones démyélinisés et favorise la rémyèlination, une stratégie intéressante 

pour le traitement de la SEP progressive (incluant la SEP-SP et la SEP-PP) (Franklin, 2008; 

Sedel et al., 2016). En 2015, la biotine à forte dose a bénéficié d’une autorisation temporaire 

en France, une étude pivot de phase III versus placebo sur des patients atteints de SEP 

progressive traités par MD1003 a montré des bénéfices confirmant ainsi la découverte d’une 

molécule prometteuse par ses activités biologiques, son mécanisme d’action, son efficacité et 
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sa sécurité (Sedel et al., 2016). Cette étude a été menée sur 23 patients atteints de SEP 

progressive traités par MD1003 pendant une durée moyenne de 9,2 mois (entre 2 et 36 mois) ; 

il a été montré une amélioration des signes cliniques qualitatifs ou quantitatifs, pour plus de 

90% des patients (21/23), tels que la réduction de l'invalidité chronique, de l’handicap ainsi 

que la progression de la maladie. Une autre étude cohorte menée sur 154 personnes souffrant 

de SEP progressive traités par MD1003 a présenté une diminution du score EDSS (Expanded 

Disability Status Scale (EDSS) : échelle de Cotation de l’Handicap) chez 12,6% des patients 

traités par rapport au placebo (Sedel et al., 2016). Ceci est en faveur d’une efficacité de la 

biotine à forte dose comme traitement thérapeutique pour la SEP progressive (Sedel et al., 

2015). 

9.3. Traitement par des anticorps monoclonaux  

 Le Natalizumab (Tysabri ®) 

Le Natalizumab est le premier anticorps monoclonal humanisé qui cible la sous-unité alpha 

4β1 de l'intégrine « α4-intégrine » protéine transmembranaire exprimée à la surface des 

lymphocytes et qui se lie à VCAM-1 exprimé à la surface des cellules endothéliales de la 

BHE. En effet, le Natalizumab a des effets anti-inflammatoires. Ce dernier bloque les 

interactions intégrine α4β1/ VCAM-1 entrainant une inhibition de la migration lymphocytaire 

au sein du SNC (Ramos-Cejudo et al., 2011). Le Natalizumab a été approuvé comme 

traitement de la SEP-RR en 2007 à la suite d'études de phase III montrant une amélioration 

clinique, une disparition de prise de contraste sur les IRM et une diminution du risque de 

développement de la maladie avec une stabilité neurologique (Polman et al., 2006). 

Cependant, le traitement au Natalizumab n'est pas sans risque. Plus de 200 cas ont été 

rapportés avoir des infections notamment la leucoencéphalopathie multifocale progressive 

(LEMP), chez des patients traités par Natalizumab (Bloomgren et al., 2012). 

 Le Daclizumab (Zinbryta®) 

Le Daclizumab est un anticorps monoclonal humanisé dirigé contre CD25 qui est le récepteur 

de l'interleukine 2 (IL-2) exprimé à la surface des lymphocytes T. En effet, le Daclizumab agit 

en bloqueant le récepteur de l’IL-2 sur les cellules T, empêchant ainsi l’activation de ces 

cellules (Kim et al., 2006; Lutterotti and Martin, 2008).  Ces dernières années, son 

utilisation a refait surface pour traiter les patients atteints de SEP-RR. Les effets indésirables 

associés au Daclizumab sont mineurs comparés aux autres traitements de SEP. Des infections, 
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des éruptions cutanées et des complications hépatiques peuvent apparaitre suite au traitement 

au Daclizumab. 

9.4. Traitements symptomatiques 

Les patients atteints de SEP présentent une vaste gamme de symptômes importants et 

invalidants, notamment la fatigue, les troubles cognitifs, le dysfonctionnement de la vessie et 

des douleurs. Les symptômes ne sont pas tous dotés de traitements efficaces. Le Partenariat 

James Lind Alliance, une initiative de cliniciens pour la prise en charge des patients atteints 

de SEP, ainsi que la Société britannique de la SEP, ont souligné que l’une des 10 premières 

priorités est de déterminer les traitements efficaces pour améliorer la cognition chez les 

personnes atteintes de SEP sachant que cela a des effets socio-économiques dévastateurs sur 

cette jeune population. Les modalités  de prise en charge actuellement disponibles sont 

pharmaceutiques et non pharmaceutiques (Perry et al., 2014; Stevenson et al., 2016). 

9.5. Les nouvelles stratégies immunothérapeutiques 

L’immunothérapie spécifique par un antigène, peptide ou l’utilisation de cellules 

immunitaires (cellules souches) vise à rétablir la tolérance tout en évitant l’utilisation 

d’immunosuppresseurs non spécifiques. C’est une approche prometteuse pour lutter contre les 

maladies auto-immunes, y compris la SEP. A ce titre, un certain nombre d'approches ont été 

utilisés. 

 Cellules souches 

Les cellules souches hématopoïétiques multipotentes (CSH) sont des cellules isolées soit de la 

moelle osseuse, du sang de cordon ombilical ou du sang périphérique qui sont transplantés 

chez le receveur. Plus communément utilisé pour les hémopathies malignes (leucémie, 

myélome multiple), leur utilisation s’est étendue à des maladies auto-immunes. La première 

greffe de moelle osseuse faite en 1997 chez un patient atteint de leucémie myéloïde chronique 

souffrant aussi de SEP a montré une nette diminution des lésions cérébrales (McAllister et 

al., 1997). Rapidement la greffe de CSH a été utilisée chez les patients atteints de SEP-RR 

active et a montré une réduction de taux des poussées chez environ 70% des patients 

(Mancardi and Saccardi, 2008). L'efficacité clinique de la transplantion de CSH dans la SEP 

n’a pas été établie à long terme. 
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 Les vaccins à ADN 

Le BHT-3009 est un vaccin à ADN codant pour la « Myelin Basic Protein » (MBP) humaine 

complète (Katsara et al., 2008). Chez 30 patients atteints de SEP-RR ou de SEP-SP ayant 

reçu 4 injections de BHT-3009, il a été montré que 3 mg était sans danger et conférait des 

améliorations à l'IRM cérébrale et une réduction du nombre des lymphocytes T CD4 + 

(Katsara et al., 2008). Cependant, dans une étude de phase II rétrospective et randomisée en 

double aveugle, le BHT-3009 n’a montré aucun impact sur la perte axonale et la progression 

de l’handicap.  

 Les nanoparticules fonctionnalisées 

Les nanoparticules polymèriques biodégradables d’acide lactique-glycolique (PLGA) 

chargées de peptide MOG35–55 (« Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein ») ont été associées 

à l'IL-10 recombinante. In vitro, ces nanoparticules ont montré une grande affinité pour les 

cellules dendritiques qui les phagocytes (Cappellano et al., 2014). Des expériences in vivo 

menés sur des EAE, ont montré que l’encapsulation des nanoparticules MOG35–55 + IL-10 

améliorait significativement l’évolution de l'EAE associée à une réduction de la sécrétion 

d'IL-17 et d'IFN-γ par les cellules T spléniques (Cappellano et al., 2014). 

Récemment, autres types de nanoparticules tels que le poly-caprolactone porteuses de MBP 

humain a été montré capable de diminuer les lésions histopathologiques dans le tissu nerveux 

centrale au niveau de la gaine de myéline et d’inhiber la sécrétion de  l’IFN-γ (Al-Ghobashy 

et al., 2017). L’ensemble de ces données suggèrent que les nanoparticules fonctionnalisées 

pourraient constituer un outil prometteur pour traiter la SEP. 

II. Neurodégénérescence et dysfonction cellulaire 

1. La neurodégénérescence 

La neurodégénérescence est un phénomène qui se produit au niveau du SNC, caractérisée par 

une altération chronique et progressive de la structure et/ou des fonctions neuronales, 

entraînant des déficiences fonctionnelles et mentales (Campbell et al., 1999). Bien que les 

causes associées à la neurodégénérescence restent mal comprises, son incidence augmente 

avec l'âge (Hof and Mobbs, 2010). 

La neurodégérescence est une caractéristique de nombreuses maladies débilitantes et 

incurables dites « maladies neurodégénératives » dont la prévalence augmente rapidement, 

telles que la maladie de Parkinson (MP), la maladie d'Alzheimer (MA) et la sclérose en 
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plaques (SEP) qui se différencient par leurs pathophysiologies. Tandis que les principales 

causes des maladies neurodégénératives soient très différentes, le processus de la 

« neurodégénérésence » est présent dans la pathogenèse de ces différentes maladies. En effet, 

la neurodégénérésence est hétérogène, elle peut être myélinique ou non myélinique, et est 

souvent progressive d’une population précise de cellules nerveuses : des neurones 

dopaminergiques localisés au niveau de la substance noire dans la MP (Fahn, 2003), des 

neurones GABAergiques du striatum dans la maladie de Huntington (Zoghbi and Orr, 

2000), des neurones cholinergiques au niveau de l’hippocampe et du cortex dans la MA 

(Sabbagh and Cummings, 2011), des motoneurones dans les maladies affectant le système 

moteur dans la sclérose latérale amyotrophique (SLA) (Swarup and Julien, 2011). La 

neurodégénérésence peut être corticale (Lucchinetti et al., 2011) ou sous-jacente cérébrale et 

médullaire dans les axones dans le cas de la SEP (Mahad et al., 2015) dont la dégénérésence 

axonale est estimé de 60 à 70% (Bjartmar et al., 2000). 

Dans la SEP, la neurodégénérescence, sous-jacente cérébrale et médullaire, est précoce, 

chronique et indépendante de la phase initiale de la maladie. Elle peut survenir dès le début de 

la maladie conduisant à une perte axonale qui se traduit cliniquement par une progression de 

l’handicap tant sur le plan moteur que cognitif, et qui correspond de façon prépondérante à la 

symptomatologie des formes progressives, contibuant ainsi à l’évolution de la SEP 

progressive. 

La dégérescence axonale, au niveau des lésions actives ou aigües de la SEP, contribue d’une 

manière substantielle à l'atrophie cérébrale, mais ne cause pas initialement une invalidité 

neurologique en raison de la capacité du SNC humain à compenser la perte axonale 

(Bjartmar et al., 2003). 

Les axones démyélinisés peuvent être réparés, mais cela dépendra du degré d’atteinte axonale. 

En effet, les axones peuvent s’échapper de la démyélinisation aiguë, mais pas de la 

démyélinisation chronique. Les lésions chroniques persistent pendant des décennies, tandis 

que les lésions aiguës durent que quelques semaines. 

Le processus de la dégénéresence axonale n'est pas bien documenté. Toutefois, il peut varier 

d'un patient à un autre selon la taille, le nombre et la localisation des lésions (Kornek et al., 

2000). Ainsi, l’atteinte axonale dans le cas d’une démyélinisation chronique des axones est 

une caractéristique de la SEP progressive. La lésion axonale est généralement considérée 

comme un événement secondaire à la démyélinisation, ou la lésion se propage de la myéline 

vers l’axone (modèle « extérieur »). Cependant, une lésion axonale primaire pourrait 
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déclencher une démyélinisation secondaire et une inflammation (modèle « inversé »). La 

question de savoir si le processus d’inflammation contribuant à une démyélinisation est 

exclusivement responsable du déclenchement de la pathologie de la SEP ou si les deux 

mécanismes (neurodégénéresence et inflammation) ont lieu simultanément dans la 

pathogenèse de la SEP,  reste encore un sujet de débat (Stys et al., 2012).  

Le concept d'atteinte primaire dirigée contre la myéline et l'oligodendrocyte avec une 

préservation axonale (dissociation axono-myélinique) a été récemment remis en question par 

la démonstration que l'atteinte neuro-axonale est un phénomène précoce, parallèle au 

processus inflammatoire, qui peut se rencontrer à l'écart des lésions myéliniques, et est 

directement lié à la progression de la maladie.  

Le processus neurodégénératif dans la SEP, a été toujours considéré comme un mécanisme 

secondaire à la démyélinisation, est maintenant reconnu comme un phénomène majeur dans la 

physiopathologie de la SEP. Il est donc primordial de faire avancer la recherche dans ce 

domaine afin de développer des nouvelles pistes thérapeutiques efficaces (Mahad et al., 

2015). Outre la démyélinisation, la dégénérésence axonal pourrait également être due à 

d’autres facteurs notamment à un stress oxydant  et/ou à un dysfonctionnement mitochondrial 

au niveau des axones associé à une production diminué d’ATP et une perturbation du bilan 

énergétique au niveau des axones (Su et al., 2009; Mahad et al., 2015). 

Dans la SEP, plusieurs facteurs ont été rapportés comme étant potentiellement impliqués dans 

le processus de neurodégénérescence. Parmis ces facteurs figurent les facteurs génétiques, 

environnementaux et endogènes liés au vieillissement (Jellinger, 2010).  Il est aussi 

importantde signaler que plusieurs mécanismes et acteurs intervienent dans le processus de la 

neurodégénérésence en particulier la dégénérésence axonale tels que: l’inflammation, le 

dysfonctionnement mitochondrial et l’altérations de la fonction bioénergétique, la rupture de 

l’équilibre RedOx et l’augmentation des dommages oxydants, les altérations du métabolisme 

du fer, des lipides et des glucides, les dysfonctionnements peroxysomaux et lysosmaux et 

l’implication de différentes types de mort cellulaire (Sheikh et al., 2013).  

2. Neurodégénéresence et inflammation  

Plusieurs études ont montré l’implication du processus inflammatoire dans la 

physiopathologie des maladies neurodégénératives (Parajuli et al., 2013; Bassani et al., 

2015; Chen et al., 2016). 
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Le SNC est un organe à immunité privilégiée dont la réponse immunitaire innée et acquise est 

étroitement contrôlée en relation avec la périphérie. En effet, les effecteurs inflammatoires du 

système immunitaire ainsi que les cellules gliales, en particulier les cellules microgliales 

(microglies), agissent en tant que capteurs de la perturbation de l’homéostasie du tissu 

cérébral, contribuant ainsi à la perte neuronale via la surproduction des cytokines pro-

inflammatoires et de radicaux libres conduisant à un déséquilibre du stress oxydant (Kato et 

al., 2013). Ceci suggère le rôle potentiel de la neuroinflammation dans le processus de la 

neurodégénérescence (Peterson and Toborek, 2014; Tremblay and Sierra, 2014). De ce 

fait, la neuroinflammation est définie comme une réaction inflammatoire qui se produit au 

niveau du SNC, suite à une infection ou une réponse à un traumatisme, favorisant la 

production, la prolifération et l’activation des microglies (microglios) et / ou des astrocytes 

(astroglios) au niveau du SNC, permettant ainsi la libération des médiateurs pro-

inflammatoires et neuro-toxiques (Wilkins et al., 2017), qui sont impliqués dans la 

dégradation des protéines, le dysfonctionnement mitochondrial, la mort cellulaire  par 

apoptose et même à la perte axonale et neuronale (Chen and Chan, 2009). En effet, la 

neuroinflamation est une caractéristique importante dans les maladies neurodégénératives en 

particulier la SEP.  

Dans la MA, des taux élevés en cytokines pro-inflammatoires ont été observés dans le sérum 

et le tissu cérébral des patients atteints de MA (Farooqui, 2014; Zhou et al., 2014). Des 

microglies et des astrocytes activés ont été également identifiés au niveau des plaques séniles 

du cortex cérébral associés à une présence de peptide Aβ (dans les microglies activées et les 

astrocytes) (Campos-Peña and Meraz-Ríos, 2014; Thériault et al., 2015). Ceci laisse 

supposer que la dérégulation de la réponse inflammatoire est directement responsable de la 

perte neuronal dans la MA (McGeer and McGeer, 2013). En effet, les cellules microgliales 

et astrocytaires activiées liberent des enzymes protéolytiques, des cytokines, des chimiokines 

(interleukine-1β (IL-1β), interleukine-6 (IL-6), interleukine-8 (IL-8)) et des protèines de 

complément tels que le « macrophage inflammatory protein » (MIP)-1α, le facteur de nécrose 

tumorale (TNF)-α ou le facteur de croissance tumorale TGF-β (Heppner et al., 2015). Ces 

médiateurs neuro-inflammatoires initiés par l’exposition au peptide Aβ (Vassar et al., 2009), 

seraient impliqués dans l’activation de la voie du facteur nucléaire NF-κB, l’induction d’un 

stress oxydant, la surproduction d’espèce réactives oxygénées (ERO) et nitrées (ERN) ainsi 

que la rupture de l’homéostasie ionique (Rubio-Perez and Morillas-Ruiz, 2012).  
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Le processus neuroinflammatoire a été également décrit dans la MP. Plusieurs études ont 

montré une augmentation du nombre des cellules microgliales activées, contribuant ainsi dans 

la production des radicaux libres (anions superoxydes et d’oxyde nitrique (NO)), et 

l’augmentation de la réponse inflammatoire par la libération des cytokines pro-inflammatoires 

dans la substance noire des patientts atteints de la MP. Etant donné que les cellules 

microgliales activiés sont les principaux acteurs de la neuro-inflammation, ces dernières sont 

impliquées activement dans le processus de la neurodégénérésence dans la MP. Ainsi ces 

microglies activés sont responsables à la perte des neurones dopaminergiques dans la MP via 

la sécrétion accrue des agents neurotoxiques  et de médiateurs pro-inflammatoires (cytokines 

et chimiokines) conduisant à la génération des radicaux libres et à l’altération de 

l’homéostasie RedOx (McGeer and McGeer, 2004; Hirsch and Hunot, 2009).  

De plus, le phénomène de la neuro-inflammation a été largement étudié dans la pathogenèse 

de la SEP, contribuant initialement à la perturbation du système immunitaire ce qui pourrait 

conduire à une perte des oligodendrocytes (cellules productrices de myéline) et à la 

démyélinisation ou même à une perte axonale associée à une perte neuronale.  

Au cours de la SEP, la rupture de la BHE et l’activation excessive des microglies cérébrale 

entraînent une infiltration importante de lymphocytes autoréactifs, provoquant la mort des 

oligodendrocytes et des lésions axonales, associés à une démyélinisation, une altération 

synaptique et une perte neuronale (Compston and Coles, 2008; Calabrese et al., 2015;  

Mahad et al., 2015) (Figure 4). Ce processus inflammatoire met en jeu les cellules de 

l'immunité adaptative, à savoir les lymphocytes T CD8 et CD4 auto-réactifs spécifiques de la 

myéline (T-helper1 et T-helper 17), et les lymphocytes B qui produisent des taux élevés 

d'autoanticorps dérigeant contre la gaine de la myéline participant ainsi à 

neurodégénérescence. Ces attaques immunitaires conduisent à la destruction de la gaine de 

myéline, nuisant ainsi à la conduction axonale de l’influx nerveux et à la communication entre 

les différents compartiments du système nerveux (Gandhi et al., 2010; Mahad et al., 2015). 

Ces processus sont soutenus ultérieurement par le recrutement des cellules de l'immunité 

innée à la périphérie ce qui ampliferont d’avantage l'activation des cellules T contribuant ainsi 

à la perte des oligodendrocytes et à la destruction axonale et neuronal. En outre, ces 

phénomènes sont accompagnée par une activation permanente des microglies et des astrocytes 

qui potentialisent d’avantage la réponse neuro-inflammatoire en produisant médiateurs pro-

inflammatoires (Gandhi et al., 2010). Le recrutement et l’activation des microglies et des 

astrocytes conduit à ce qu'on appelle astrogliosis, caractéristique de la neuro-inflammation, 



Revue Bibliographique 

31 

qui conduit à des cicatrices gliales empêchant la régénération axonale (Jensen et al., 2013) 

(Figure 4). 

 

Figure 4 : Processus de la neuro-inflammation dans la SEP 

La lésion de la BHE et / ou l’hyperactivation des cellules microgliales au niveau du SNC 

entraînent une infiltration massive des cellules T autoréactives (cellules T auxiliaires CD8 et 

CD4), des cellules B et des cellules présentatrices d'antigène (CPA) comprenant des 

monocytes et des macrophages. Dans le cerveau, les lymphocytes T et les monocytes / les 

macrophages libèrent des cytokines et des chimiokines conduisant à une distruction des 

cellules oligodendrocytaires et une démyélinisation. De manière concomitante, les cellules B 

(cellules plasmatiques) produisent des anticorps spécifiques, qui forment des complexes 

d’attaque membranaire qui endommagent la gaine de myéline. Ces processus conduisent à 

une suractivation des microglies et des astrocytes, qui potentialisent d’avantage la réponse 

inflammatoire et le processus neurodégénératif (Chiurchiù et al., 2018). 

3. Neurodégérescence et stress oxydant 

Le stress oxydant est défini comme un déséquilibre entre la production des espèces pro-

oxydantes et leurs disctruction par des systèmes de défense anti-oxydant engendrant des 

dégâts souvent irréversibles. Il est caractérisé par une augmentation de la production des 

radicaux libres et la dimunition du pouvoir des systèmes de défenses anti-oxydantes 
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(Dizdaroglu and Karakaya, 2012). En effet, le stress oxydant est un composant critique, qui 

peut entraîner des dommages aux macromolécules cellulaires, jouant ainsi un rôle important 

dans la physiopathologie d’une variété de maladies neurodégénératives en particulier la 

sclérose en plaque. 

3.1.  Les espèces réactives de l’oxygène (ERO) 

Le dioxygène (O2) est un élément indispensable au fonctionnement normal de tous les 

organismes vivants. Son rôle dans la survie cellulaire est associé à son potentiel RedOx élevé, 

ce qui lui fait un excellent agent oxydant capable de capter facilement des électrons libres à 

partir de substrats réduits. Selon leurs nécessités métaboliques, les cellules ont des besoins 

différents en oxygène. Les neurones et les astrocytes, qui sont les deux principaux types de 

cellules cérébrales, sont en grande partie responsables de la consommation massive 

d’oxygène et du glucose dans le cerveau; en effet, le cerveau ne représente qu’environ 2% du 

poids total du corps, cependant il requiert plus de 20% de la consommation totale d’oxygène 

(Halliwell, 2006). Malgré la nécessité des organismes aérobies en oxygène, l'état d'hyperoxie 

(due à un excès d’apport d’oxygène) induit une toxicité, notamment une neurotoxicité (Zhang 

et al., 2015). La toxicité et l'activité chimique de l'oxygène dépendent de sa structure 

électronique, en raison de la présence de deux électrons non appariés sur la couche externe. 

Les états de spin identiques de ses deux électrons orbitaux externes confèrent à l'oxygène une 

très grande stabilité, à l’exception des catalyseurs appropriés qui brouillent les états spin des 

électrons pour produire des formes d'oxygène partiellement réduites, forment des 

intermédiaires radicalaires, très réactifs et très instables, connus sous le nom d’espèces 

réactives de l’oxygène (ERO). Ces ERO incluent à la fois des espèces radicalaires, tels que le 

radical hydroxyl (OH) et l’anion superoxyde (O2
• −

), et des espèces  non radicalaires tels que 

le peroxyde d’hydrogène (H2O2), l’oxygène singulet (
1
O2 ) et le trioxygèene (ozone (O3 ) qui 

peuvent être facilement convertis en radicaux libres (Chen et al., 2012; Halliwell, 2006).  
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Figure 5 : Génération des ERO  

L’anion superoxyde (O2
• −

), est généré à partir d'O2 en tant que sous-produit du complexe de 

la chaîne respiratoire mitochondriale ou par la NADPH oxydase. La superoxyde dismutase 

(SOD), transforme le O2
• −

en peroxyde d’hydrogène (H2O2), qui peut ensuite être transformé 

en plusieurs autres ERO tels que le radical hydroxyl (OH
•
) et l’anion hydroxyl (OH

-
). 

L’O2
• −

 est un radical précursseur d‘autres ROS. Ainsi, il peut former d’autres espèces plus 

réactives. En effet, il peut être converti, lors d’une réaction enzymatique par la superoxyde 

dismutase (SOD), en H2O2  qui est extrêmement réactif, possédant ainsi un fort pouvoir 

oxydant. Le H2O2 peut potentiellement générer, suite à sa décomposation par le Fe
2 +

 selon la 

réaction de Fenton, des radicaux hydroxyles (OH
•
) qui sont hautement réactifs (Patten et al., 

2010; Zorov et al., 2014) (Figure 5), et il peut aussi se dégrader en H2O et O2 par des 

enzymes antioxydantes tels que la catalase, la glutathion peroxydase ou d'autres peroxydases 

(Song and Zou, 2015). L’OH
•
 est connu pour être l’un des ERO le plus réactif et le plus 

instable, responsable aux effets cytotoxiques des ERO (Bolisetty and Jaimes, 2013).  

3.1.1. Les sources de production d’ERO au niveau du cerveau 

Les ERO cellulaires sont générées à la fois par des sources exogènes et des sources endogènes 

(Kim et al., 2015; Song and Zou, 2015).. 

 Les sources exogènes comprennent les ultraviolets (UV), les rayonnements ionisants, 

les médicaments, les toxines et les produits environnementaux chimiques qui peuvent 

produire des ERO en tant que sous-produit de leurs métabolismes (Kim et al., 2015). 
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 Les sources endogènes de production d’ERO sont médiées par des enzymes 

mitochondriales et non-mitochondriales, notamment les nicotinamides adénines 

dinucléotides phosphates (NADPH), les oxydases (Nox), les xanthines oxydases 

(XO), les cytochrome P450 du réticulum endoplasmique (RE) et les flavines oxydases 

du peroxysome (Kim et al., 2015; Song and Zou, 2015). 

3.1.1.1. Les sources d’ERO au niveau mitochondrial et peroxysomal 

La mitochondrie est un organite très abondant dans les cellules humaines, dont les plus part 

contiennent environ 2 000 mitochondries, ceci varie selon le type cellulaire et leurs besoins 

énergétiques. Les mitochondries constituent les principales sources de production des ERO. 

Elles produisent elles seules prés de 50% des ERO dans les cellules. 

Dans les conditions physiologiques, jusqu'à 2% de la consommation totale d'O2 cellulaire 

mitochondriale peut être liée à la génération d’ERO, notamment d’O2
• −

(Orrenius, 2007). Il 

existe d’ailleurs plusieurs voies de production mitochondriale des ERO, qui sont 

principalement modulées par les complexes de la chaîne respiratoire mitochondriale 

(Widlansky and Gutterman, 2011). La chaîne du transport d'électrons mitochondriale (ETC) 

consiste en cinq complexes protéiques comprenant la NADH-coenzyme Q (CoQ) réductase 

(NADH déshydrogénase, Complexe I), la succinate déshydrogénase (Complexe II), la 

coenzyme Q-cytochrome c réductase (Complexe III), le cytochrome C oxydase (complexe 

IV) et l’ATP synthase (complexe V) (Song and Zou, 2015). 

 Le complexe I est responsable de la production des ERO de type O2
• − 

et facilite le 

transfert des électrons du NADH vers le CoQ. Au cours de cette étape, les protons sont 

transférés de la matrice à l’espace intermembranaire (Bolisetty and Jaimes, 2013). 

 Le complexe II est impliqué dans la réduction de CoQ et il est connu pour être 

impliqué dans la production de faibles niveaux de O2
• − 

(McLennan and Degli 

Esposti, 2000). 

 Le complexe III, en revanche, participe à la génération d’O2
• − 

dans l’espace inter-

membranaire. 

 Le complexe IV est le dernier de la chaîne de transport d'électrons. Il catalyse la 

réduction de l'oxygène moléculaire en eau  

 Le complexe V, l’ATP synthase, utilise le gradient de protons pour synthétiser de 

l’ATP dans la matrice mitochondriale 
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Figure 6 : Schéma représentatif de chaîne de transport des électrons et des sites de 

production des ERO au niveau de la membrane interne mitochondriale   

Le complexe I et III de la chaîne respiratoire sont impliqués dans la génération de l’anion O2
• 

−
. NAD et FADH2 transfèrent respectivement les électrons vers les complexes I et II qui 

subissent un cheminement vers le complexe III et IV constituant ainsi la fin de la chaîne 

d’oxydo-réduction. Le transfert des électrons implique également le passage des protons de la 

matrice mitochondriale vers l’espace inter membranaire, ce qui établit un gradient 

électrochimique de protons et une différence de potentiel (potentiel transmembranaire 

mitochondrial ΔΨm). 

La génération d’O2
• −

est particulièrement augmentée lorsque le transfert des électrons est 

réduit et du fait le potentiel transmembranaire mitochondrial est augmenté (Bolisetty and 

Jaimes, 2013). La capacité de ces enzymes à produire des ERO peut être variée selon les 

organes ou en cas de maladie. 

La chaîne respiratoire, associée au transport des électrons, est considérée comme la principale 

source endogène de production des ERO via les complexes I et III (Song and Zou, 2015). Le 

complexe I semble contribuer à la production de la plus grande partie d’O2
•−

 dans le cerveau, 

tandis que le complexe III est considéré comme la source principale d’O2
•− 

dans le cœur et les 

poumons. En effet, dans les conditions pathologiques telles que la survenue des maladies 

neurodégénératives, le complexe I joue un rôle important dans la production des ERO à savoir 

les O2
•− 

(Zorov et al., 2014). L’O2
•− 

peut traverser la membrane mitochondriale interne ou il 

peut être réduit en H2O2 sous l’action des SOD. Les H2O2 peuvent être convertis en H2O et O2 

sous l’action de la catalase peroxysomale. Cependant, en cas d’un dysfonctionnement 

peroxysomal et en présence des métaux de transition (Fe 
2+

), le H2O2 libéré dans le cytosol 
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peut être converti en OH
•
, hautement réactif et nocif,  via la réaction de Fenton (Valko et al., 

2007) (Figure 4-5).
 

Les peroxysomes sont considérés également comme source endogène importante de 

production des ERO. Ce sont des organites cellulaires ubiquitaires présents dans toutes les 

cellules à l’exception des érythrocytes. Les peroxysomes sont de petites structures sphériques 

ou ovoïdes de 0,1 à 1 μm qui possèdent une simple membrane phospholipidique de 6 à 8 nm 

d’épaisseur limitante une fine matrice granulaire contenant des inclusions cristallines 

d’enzymes matricielles, qui peuvent parfois former des noyaux cristalloïdes structurés. Les 

peroxysomes sont divers et dynamiques. Ils peuvent changer leurs formes et être allongés ou 

même former des réticules dans certains types cellulaires et certains environnements 

(Grabenbauer et al., 2000).  

Dans les conditions physiologiques, la consommation d'oxygène au niveau des peroxysomes 

peut conduire à la surproduction de H2O2, mais pas d’O2
• −

. Les peroxysomes produisent la 

majorité de H2O2 cellulaire via un certain nombre d'oxydases, telles que l’acyl-CoA oxydase, 

la D-aspartate oxydase et l'urate oxydase. En outre, les peroxysomes possèdent également des 

catalases capables de décomposer le H2O2 et de maintenir l’équilibre entre la production et 

l’élimination des ERO (Valko et al., 2007). Cependant, lorsque les peroxysomes sont 

endommagés, la quantité de catalase diminue et la libération de H2O2 dans le cytosol 

augmente, ce qui peut entrainer un stress oxydant (Valko et al., 2007). 

 3.1.1.2. Les sources d’ERO au niveau du réticulum endoplasmique 

Le réticulum endoplasmique (RE) est un organite intracellulaire à base de membrane, qui a 

pour principale fonction la synthèse de protèines membranaires, le repliement des protéines et 

la biosynthèse des lipides. Le RE peut générer des ERO selon deux mécanismes (Bhandary 

et al., 2012). 

 Dans les conditions physiologiques, le RE est le siège de la formation des liaisons di- 

sulfures et de repliement des protéines, par l’intermédiaire de l’oxydoréduction-1 du RE 

(REO-1) et de la protéine disulfure-isomérase (PDI), afin d’assurer la stabilité et la maturation 

de la membrane. Ceci favorise la production des ERO en tant que sous-produits lors du 

transfert des électrons de la protéine contenant des ponts S-S vers l'oxygène (Bhandary et al., 

2012). 

  Les ERO sont également produites par un mauvais repliement des protéines, en   
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particulier en cas d'épuisement du glutathion réduit (GSH) (Bhandary et al., 2012). Ainsi, les 

thiols oxydés sont réparés pour interagir avec REO-1 et PDI par le glutathion (GSH). Ces 

étapes initieraient des cycles répétitifs de rupture et de formation de liaisons disulfures au sein 

de la lumière du RE, génèrant davantage d’ERO. 

 3.1.1.3. Les NADPH oxydases (Nox) 

Les Nox, sont des complexes enzymatiques transmembranaires connus comme source 

endogène importante de production d’O2
• −

(Babior, 2004). Les Nox sont fortement présentes 

dans les phagocytes (neutrophiles, éosinophiles, monocytes et macrophages, appelés Phox ou 

Nox2), ainsi que dans l'endothélium des tissus cardiovasculaires (Babior, 2004). Jusqu'à 

présent, 7 isoformes de Nox ont été identifiés dans des cellules des mammifères, notamment 

les Nox1 à Nox5 et les doubles oxydases (Duox1 et Duox2) (Lambeth, 2004). Chaque 

isoforme de Nox a une localisation, une régulation et une fonction cellulaire unique (Song 

and Zou, 2015). Par exemple, Nox4 et Nox2 sont abondants, alors que Nox1 est moins 

présent dans les cellules endothéliales (Gorlach et al., 2000). En revanche, Nox1 et Nox4 

sont les isoformes les plus fortement exprimées dans les cellules du muscle lisse vasculaire 

(Wingler et al., 2001). Nox2, est principalement exprimée dans les phagocytes et produit de 

grandes quantités d’ERO, dont le rôle est de neutraliser les xénobiotiques (Babior, 2004; 

Patten et al., 2010).  

 3.2. Les sources de production des espèces réactives de l’azote (ERN) au niveau du 

cerveau 

L'oxyde nitrique (NO) est un produit d'oxydation de la L-arginine catalysée par les différentes 

formes d'oxyde nitrique synthase (NOS). C’est une molécule de signalisation biologique 

importante qui joue un rôle essentiel dans la régulation de la défense immunitaire. De plus, le 

NO joue un rôle essentiel dans la modulation de la fonction vasculaire et du débit sanguin et 

peut potentiellement jouer le rôle de neurotransmetteur dans certains contextes. Le NO réagit 

avec l’anion superoxyde entraînant la formation de peroxynitrite hautement réactive (ONOO). 

L’oxyde nitrique peut avoir des effets pro- et anti-inflammatoires sur les tissus en fonction de 

l’état de l’équilibre RedOx. Le stress nitrosatif peut entraîner des réactions de nitrosylation 

susceptibles d'altérer la structure et la fonction de l'ADN, des protéines et des lipides (Valko 

et al., 2007). 
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3.2. Les mécanismes anti-oxydants 

Dans le cas d’un stress oxydant, la cellule doit s’opposer contre le développement et la 

propagation du stress, en maintenant l’équilibre entre la production des ERO et leurs 

disctructions par des systèmes de défence anti-oxydants. Ces systémes antioxydants peuvent 

être des antioxydants enzymatiques ou non enzymatiques. 

3.3.1. La superoxyde dismutase (SOD) 

La superoxyde dismudase (SOD) joue un rôle important dans la dismutation de l'O2
• −

. 

hautement réactif en H2O2 et en oxygène (Dasuri et al., 2013). La SOD existe sous trois 

isoformes distinctes qui se différencient par leur localisation cellulaire et par leur cofacteur 

métallique : une forme nucléaire ou cytosolique associée aux ions cuivre et/ou au zinc ; SOD-

cuivre / SOD-zinc (SOD1), une fome mitochondriale associée au manganèse ; Mn-SOD 

(SOD2) et une troisième forme extracellulaire (SOD3). La SOD1 et la SOD2 sont 

principalement impliqués dans l'élimination d’O2
• − 

dans le cytosol et les mitochondries 

(Dasuri et al., 2013). 

3.3.2. La glutathion peroxydase (GPX) 

Les GPX appartiennent à une famille de multiples isoenzymes qui métabolisent une grande 

variété d’hydroperoxydes (R-OOH). Elles catalysent aussi la réduction de H2O2 en utilisant le 

glutathion réduit (GSH) comme donneur d'électrons (Powers et al., 1998; Mates et al., 

1999). Les GPX sont situées à la fois dans le cytosol associé à des phospholipides (PHGPx) 

et/ou dans les membranes mitochondriales impliquées dans la diminution de la peroxydation 

lipidique. Il existe cinq isoformes différentes de GPX séléno-dépendantes caractérisées par la 

présence d’un atome de sélénium au niveau de leur site actif (GPX1-4 et 6) et trois isofomes 

non-séléno-dépendantes (GPX 5, 7 et 8) qui ont de la cystéine au lieu de sélénocystéine 

(Brigelius-Flohé and Maiorino, 2013). La fonction antioxydante de GPX dépend de la nature 

du chaque isoforme et de leur localisation dans les cellules; par exemple la GPX 1 est localisée 

universellement dans le cytosol et les mitochondries, la GPX2 dans l'épithélium de l'intestin et 

la GPX 3 dans le plasma cellulaire (Brigelius-Flohé and Maiorino, 2013). Il convient de 

noter que la GPX1 est considérée comme l’une des principales enzymes anti-oxydantes du 

cerveau, qui s’exprime principalement dans la microglie mais non pas dans les neurones 

(Power and Blumbergs, 2009). Des études antérieures ont suggéré que la régulation de la 

GPX1 pourrait être l'une des mécanismes protectrices contre les lésions neuronales (Power 

and Blumbergs, 2009). 
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3.3.3. La catalase 

La catalase est une enzyme responsable de la conversion de H2O2 en eau (H2O) et en oxygène 

(O2) en utilisant le fer ou le manganèse comme cofacteur. La catalase est localisée 

préférentiellement au niveau du peroxysome et en faible quantité dans le cytoplasme et les 

mitochondries. L’affinité de la catalase pour le H2O2 est mineure en cas d’une faible 

concentration  en H2O2, mais elle devienne de plus en plus importante lorsque les teneurs en 

H2O2 sont élevées  (Gandhi and Abramov, 2012). 

3.3.4. Les peroxiredoxines (PRX) 

Les PRX sont des peroxydases thiol-spécifiques qui catalysent la réduction de H2O2 de 

peroxynitrites, ainsi que d’autres hydroperoxydes organiques (Espinosa-Diez et al., 2015). Il 

existe six isoformes de PRX qui se différencient par leurs localisations cellulaires. Par 

exemple; la PRX 1, 2 et 4 sont présentes à la fois dans le cytoplasme et dans le noyau. En 

outre, la PRX1 est également exprimé dans les mitochondries et les peroxysomes, tandis que 

la PRX4 peut se trouver à part dans les cytoplasmes dans les lysosomes des cellules 

(Espinosa-Diez et al., 2015). La PRX3 est exclusivement localisée dans les mitochondries 

(Espinosa-Diez et al., 2015), tandis que la PRX5 se trouve dans les mitochondries, les 

cytoplasmes, les noyaux et les peroxysomes des cellules (Seo et al., 2000). Tous les PRX 

partagent le même mécanisme catalytique. Elles utilisent le résidu cystéine du site actif  pour 

réduire le H2O2 (Hall et al., 2011). Comme les PRX sont abondantes dans les cellules 

eucaryotes, elles constituent environ plus de 1% des protéines cellulaires et présentent une 

réactivité élevée ; elles sont responsables de la réduction de 90% de H2O2 mitochondrial et de 

presque 100% de H2O2 cytoplasmique (Hall et al., 2011). 

3.3.5. Le glutathion  

Le glutathion constitue la première ligne de défense anti-radicalaire. Il existe en deux formes : 

une forme réduite (GSH) très abondante, et une forme oxydée (GSSG). Le GSH  joue un rôle 

important dans la protection cellulaire contre le stress oxydant (Dasuri et al., 2013). C’est un 

tripeptide synthétisé à partir de glutamate, de la cystéine et de la glycine d’où le nom de γ-

glutamine-cystéine-glycine. La synthèse intracellulaire de GSH implique deux réactions 

enzymatiques ATP-dépendante. Le γ dipeptide de γ-glutamyl-cystéine est formé par la γ-

glutamylcystéine synthétase, en utilisant le glutamate et la cystéine comme substrats. Le GSH 

est ensuite synthéthisé par la glutathion synthétase à partir de γ-glutamyl-cystéine en présence 
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de la glycine et de l’ATP. (Lee et al., 2010) (Figure 7). Le GSH est impliqué dans les deux 

types de réactions suivantes: 

 Le GSH, sous sa forme réduite, est connu pour interagir (réaction non enzymatique)  

avec les ERO tels que  le O2
• −

et le ·OH
• 
  jouant ainsi un rôle important dans la détoxification 

des ERO (Dringen et al., 2000).  

 Le GSH est une source principale d’hydrogène ; il constitue un substrat pour le GPx. 

Cette réaction enzymatique produit une molécule de GCCG. Ce dernier peut être régénérer 

par le système glutathion réductase / NADPH. Dans des conditions de stress oxydant, la 

capacité de la cellule à réduire le GCCG sera diminuée ce qui induit son accumulation 

(Dringen, 2000). 

 

 

Figure 7 : Schéma simplifié de synthèse du glutathion (Dickinson and Forman, 2002) 

Plusieurs études ont montré que le GSH est impliqué dans de nombreux processus 

métaboliques tels que la prévention de l’oxydation de groupement thiols grâce à son pouvoir 

réducteur et sa capacité de maintenir des connexions intracellulaires. En effet le GSH piège 

les ERO puisqu’il réagit avec les radicaux hydroxyls et il peut chélater les ions Cu
2+

 ce qui 

limite ainsi leur participation dans la réaction de fenton et la génération des radicaux libres. Il 

est aussi impliqué dans l'inhibition de la mort cellulaire par apoptose (Abramov et al., 2007) 

et les dommages à l'ADN (E Presnell et al., 2013). 

3.3.6. La Vitamine E 

La vitamine E (Vit E) est un anti-oxydant liposoluble, qui protège les membranes cellulaires 

des dommages causés par les ROS graçe à sa capacité de neutraliser les radicaux peroxydes 

(ROO•-). En effet, la Vit E se fixe aux membranes cellulaires et peut ainsi séquestrer les 

radicaux libres. Elle agit en cédant son hydrogène, pour réduire le radical O2
•
- et dans le but 
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d’empécher la propagation radicalaire et d’inhiber la peroxydation lipidique (Gandhi and 

Abramov, 2012; Dasuri et al., 2013). Il existe plusieurs isoformes de tocophérols, parmis les 

quels l’α-tocophérol est la forme la plus active. 

3.3.7. La Vitamine C 

La vitamine C appelée aussi acide ascorbique, est synthétisée à partir de l’acide glucuronique 

un dérivé de glucose. C’est un anti-oxydant hydrosoluble qui participe à l'élimination des 

radicaux libres comme l’O2
•- 

et l’OH• par le transfert d'électrons et joue également le rôle de 

cofacteur de plusieurs enzymes anti-oxydantes. Cette vitamine posséde aussi la capacité de 

réduire le radical α-tocophérol, ce qui permet une meilleure efficacité à la vitamine E 

(Packer., 1997; Evans., 2000). En effet, la vitamine C a un potentiel réducteur (Dasuri et al., 

2013). 

3.4. Importance du stress oxydant dans la neurodégénérescence 

Dans les conditions physiologiques, les cellules génèrent les ERO en faible quantité afin 

d’assurer l’activation de diverses vois de signalisation indispensables à la survie cellulaire tels 

que la prolifération, la différenciation et la migration cellulaire (Stone and Yang, 2006; 

Brown and Griendling, 2009), la régulation de l'excitabilité neuronale, la plasticité 

synaptique, la transcription génique et l'activité des enzymes qui contrôlent la phosphorylation 

des protéines (Farooqui and Farooqui, 2011). La production cellulaire et/ou tissulaire des 

ERO est contrôlée par un système anti-oxydant pour prévenir et empêcher leur accumulation 

excessive (Barouki, 2006). Cependant, à des concentrations élevées d’ERO, ou lorsque le 

système de défense antioxydant est insuffisant ou impuissant, une répture intra-cellulaire de 

l‘équilibre RedOx peut se produire associée à de nombreuses affections pathologiques et à des 

maladies, notamment des maladies neurodégénératives (Halliwell, 2006). 

 Les radicaux libres en particulier les ERO peuvent contribuer au développement et à la 

propagation des processus de la neurodégénérésence qui se traduit par diverses altérations 

biochimiques intracellulaires, provoquant ainsi l'oxydation des protéines, des lipides, de 

l'ADN et de l'ARN (Gandhi and Abramov, 2012). Bien que la neurodégénérescence dans les 

troubles neurologiques soit un processus multifactoriel (Farooqui, 2010), il est de plus en 

plus évident que le principal facteur sous-jacent est l’augmentation du stress oxydant 

(Fernstrom, 1999). En effet, la perte progressive ou la dégradation, par les radicaux libres, de 

la structure et/ou de la fonction des neurones est connue sous le nom de neurodégénérescence.  
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Le cerveau est un organe particulièrement vulnérable au stress oxydant. En effet, le besoin 

accru en oxygène est associé à un métabolisme oxydatif élevé. Cependant, il est relativement 

déficient en enzymes anti-oxydantes (Nunomura et al., 2006), ce qui favorise l’augmentation 

de la production des ERO et des ERN. En plus, le SNC est riche en acides gras polyinsaturés 

(AGPI) qui sont facilement oxydés par des ERO (peroxydation lipidique) (Perry et al., 2002). 

La présence de la BHE est considérée comme un inconvénient supplémentaire pour le cerveau 

qui lui rend encore plus sensible au stress oxydant. La BHE est conçue pour protéger le 

cerveau contre les toxines en limitant leur diffusion dans les neurones et dans les cellules 

gliales. Cependant, elle empêche ou réduit l'absorption de certains agents antioxydants 

comme la vitamine E dans le cerveau, ce qui facilite la propagation des radicaux libres et leurs 

effets toxiques. Le stress oxydant est donc un dénominateur commun de toutes les maladies 

neurodégénératives, puisqu’il est l'événement principal conduisant à la dégénérescence (Lin 

and Beal, 2006). 

Dans la MA, le stress oxydant est associé à une augmentation de l’oxydation d’ADN 

nucléaire dans le cortex pariétal (Indo et al., 2015) et à des niveaux accrus de produits de la 

peroxydation lipidique tels que les malondyaldéhydes (MDA) et les 4-hydroxynonénals (4-

HNE) dans le cerveau et liquide céphalo-rachidien (LCR) et une augmetation du niveau des 

produits d’oxydation des protéines (protéines carbonylées) dans le front, le cortex pariétal et 

l’hippocampe du cerveau des patients atteints de la MA (Luca et al., 2015). Ces données 

cliniques ont été aussi supportées par des études in vivo chez un modèle animal transgénique 

MA,  qui ont révélé des niveaux élevés des produits d’oxydation protéiques et des produits de 

peroxydation lipidiques dans le cortex et l'hippocampe avant l’apparition des plaques et la 

survenue de la MA (Praticò, 2008). Plusieurs évidences suggèrent l’association entre les 

effets délétères du stress oxydant et le dysfonctionnement mitochondrial dans la MA. Ces 

altérations sont associées à l’accumulation des ERO dans la mitochondrie, entrainant ainsi une 

perturbation de la perméabilité membranaire mitochondriale et une accumulation de calcium 

mitochondrial qui pourrait être responsable de la translocation des molécules pro-apoptotiques 

de la mitochondrie vers le cytosol entrainant une apoptose. (Gandhi and Abramov, 2012). 

En outre, les ERO entrainent également des altérations de l'ADN mitochondrial des patients 

atteints de la MA (Wang et al., 2014).  

Dans la MP, le stress oxydant est manifesté par une diminution de la concentration des acides 

gras polyinsaturés associé à une augmentation du niveau des marqueurs de peroxydation 

lipidique (malondialdéhyde et 4-hydroxynonénal) (Dalfó et al., 2005) et des produits 
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d’oxydation protéiques (Beal, 2002), des altérations des acides nucléiques qui se traduit par 

une oxydation d’ADN et d’ARN et une augmentation du niveau du 8-hydroxydeoxyguanosine 

(Seet et al., 2010), accompagné des délétions de  l'ADN mitochondrial des neurones 

dopaminergiques au niveau de la substance noire des patients atteints de la MP (Bender et al., 

2006). Outre l’attaque des ERO, certaines données suggèrent que la nitration et la 

nitrosylation de certaines protéines pourraient conduire à l’accumulation des espèces réactives 

d'azote dans le cerveau des patients atteints de la MP (Brown and Borutaite, 2004).  

L’implication du stress oxydant a été également mise en évidence chez des patients atteints 

SEP, caractérisé par des niveaux élevés en ERO et une altération du système de défence 

antioxydant. Ce déséquilibre entre la production excessive des ERO et la baisse de l’activité 

antioxydante entraine la propagation du stress oxydant et l’évolution de la pathologie 

(Ferretti et al., 2005; Van Meeteren et al., 2005; Koch et al., 2006).  

Dans la SEP, la survenue des dommages oxydants est corroborée par une augmentation de 

l'expression de marqueurs des dommages oxydants dans le tissu cérébral. Ceci est manifesté 

par des niveaux élevés de produits de la peroxydation lipidiques tels que le (4- -HNE). Dans 

les lésions démyélinisantes actives de SEP (Van Horssen et al., 2008). Ces dommages 

oxydants sont associés à la production du peroxynitrite (suite à la réaction entre l’'oxyde 

nitrique et le superoxyde), qui est un radical libre diffusible capable d’intéagir avec les résidus 

tyrosine des protéines pour former la nitrotyrosine, qui est présent en grande quantité dans les 

macrophages et les astrocytes hypertrophiques de grande taille au niveau des lésions actives 

du SEP. Ceci suggère que les macrophages et les astrocytes sont des cibles directes des 

dommages oxydants (Van Horssen et al., 2008). Le stress oxydant est associé également à un 

taux accru en 8-hydroxy-2’-désoxyguanosine, révélant des dommages d’ADN mitochondrial, 

d’ADN nucleaire ou d'ARN (Van Horssen et al., 2008), ainsi qu’une augmentation du niveau 

des protèines carbonylés et du stress nitrosatif dans la matière blanche et grise du tissu 

cérébral des patients atteints de la SEP (Bizzozero et al., 2005). 

Outre l’attaque des biomolécules essentielles, les radicaux libres contribuent à des dommages 

cellulaires associés à de nombreux processus impliqués dans la pathogenèse de la SEP. En 

effet, au cours de la phase initiale de la formation des lésions de la SEP, les ERO produites 

induisent des modifications de la cytosquelette et des jonctions serrées dans les cellules 

endothéliales du cerveau, facilitant ainsi la migration transendothéliale des monocytes (van 

der Goes et al., 2001) et la phagocytose de la myéline (van der Goes et al., 1998). 
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 Les oligodendrocytes sont particulièrement vulnérables aux dommages oxydants vue leurs 

teneur en AGPI qui sont susceptibles d’interagir avec les ERO, induisant ainsi une 

peroxydation lipidique. Ces altérations sont souvent associées à une forte concentration 

intracellulaire de fer, et une baisse de l’activité des d'enzymes antioxydantes et de piégeurs de 

radicaux libres, favorisant ainsi l’accumulation des ERO hautement toxiques (Butts et al., 

2008). Les progéniteurs d'oligodendrocytes immatures (OPC) sont également sensibles au 

stress oxydant, en raison de leurs faibles taux d'enzymes antioxydantes et de protéines anti-

apoptotiques associés à des niveaux accru des agents pro-apoptotiques (Butts et al., 2008). 

Les radicaux pro-oxydants tels que le H2O2 inhibent d’une manière frappante l’expression des 

gènes de la myéline dans les oligodendrocytes primaires humaines via l’altération de 

l’équilibre RedOx cellulaire. Il est important de noter que le stress oxydant altère la 

différenciation des OPC par des mécanismes épigénétiques et diminue l’expression des gènes 

impliqués dans la différenciation des oligodendrocytes (French et al., 2009).  

L’ensemble de ces données indique qu’il existe un fort lien entre les dommages oxydant et 

l’initiation ainsi que la progression de la pathogenèse de la SEP. Il est donc intéressant de 

noter que les stratégies thérapeutiques visant à rétablir l’équilibre RedOx peuvent offrir une 

protection contre les altérations des oligodendrocytes et favoriser la différenciation des OPC 

en cellules matures productrices de myéline. Ils peuvent ainsi participer à la remyélinisation et 

donc à la prévention de l’évolution de la maladie. 

4. Neurodégénérésence et altération des organites cellulaires 

 4.1. Neurodégénérésence et altération du métabolisme mitochondrial 

Le dysfonctionnement mitochondrial est également un dénominateur commun de toutes les 

maladies neurodégénératives, en particulier la SEP (Wilkins et al., 2017). On sait que les 

mitochondries jouent un rôle central dans de nombreuses fonctions cellulaires, notamment la 

génération d’ATP, le Ca
2 + 

intracellulaire, la formation d'espèces réactives oxygénées (ERO) 

et l'apoptose. Les neurones sont particulièrement dépendants des mitochondries en raison de 

leurs besoins énergétiques élevés. Il semble donc raisonnable de supposer que les neurones 

sont relativement intolérants au dysfonctionnement mitochondrial.  

Les mitochondries sont des organites particulièrement importants dans le SNC. Outre leurs 

rôles dans la production des ERO principalement l’O2
• −

 et la modification de l’état d’oxydo-

réduction cellulaire, les mitochondries jouent égalment un rôle important dans l'homéostasie 

du calcium, la régulation de l’inflammation, le métabolisme des acides aminés, des lipides et 
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du glucose, la croissance cellulaire, la mort cellulaire (apoptose, l'autophagie), la 

communication cellulaire et la plasticité synaptique (Grimm et al., 2016). Par conséquent, les 

altérations mitochondriales (fonctionnelles et structurales), associées à une mutation dans le 

génome mitochondrial, une anomalie de la dynamique mitochondriale, un dysfonctionnement 

d’une ou des activités mitochondriales, qui peuvent être due à des agrégations protéiques ou à 

des facteurs environnementaux, accompagnées des altérations du métabolisme énergétique, 

entrainent ainsi des dommages cellulaires impliqués directement ou indirectement dans les 

différents processus de vieillissement, de désordre métabolique et de la neurodégénérésence 

(Wallace, 2005; Filosto et al., 2011; Zhu and Chu, 2010). 

Plusieurs études suggèrent un fort lien entre les dysfonctionnements mitochondriaux et la 

pathogenèse de la MA. Il a été avéré que la protéine amyloïde β (βA) pourrait avoir un impact 

sur l’état et le fonctionnement mitochondriale. Elle est impliquée dans la réduction de la 

dynamique mitochondriale (fusion et fission), ce qui pourrait impacter les fonctions 

bioénergétiques de la mitochondrie (DuBoff et al., 2013), en inhibant l’activité de certaines 

enzymes clées y compris le cytochrome oxydase (COX), l'α-cétoglutarate déshydrogénase et 

la pyruvate déshydrogénase ainsi que l’activité des complexes mitochondriales impliquées 

dans la chaîne respiratoire notamment le complexe I et IV (Casley et al., 2002; David et al., 

2005). D’autres études ont montré que l’hyperphosphorylation de la protéine Tau est 

également impliquée dans le dysfonctionnement mitochondrial. La présence de la protèine 

Tau l anormalement phsphorylée conduit à une altération du transport des mitochondries 

axonale vers les synapses, associée à une mort neuronale (Eckert et al., 2014). Elle est aussi 

impliquée dans le dysfonctionnement de l’activité du complexe I mitochondrial induisant une 

diminution du taux d’ATP et une augmentation de la production des ERO provoquant ainsi un 

environnement du stress oxydant (Schulz et al., 2012). L’analyse post-mortem de cerveau 

MA, a révélé une diminution du nombre de mitochondries intactes, de la fonction du 

cytochrome oxydase (COX), et une augmentation de l'autophagie mitochondriale (Swerdlow, 

2012).  En outre, des preuves de mutations, de délétions et de modifications oxydatives de 

l'ADNmt ont été révélé chez les patients atteints de la MA (Chang et al., 2000). En effet, les 

modifications de l'ADNmt entrainent des altérations au niveau de la signalisation cellulaire et 

des déficits de la voie bioénergétique (Wilkins et al., 2014).  

Le dysfonctionnement mitochondrial est également impliqué dans la pathogenèse de la MP. Il 

a été initialement observé chez les toxicomanes développant un syndrome parkinsonien aigu 

et irréversible après avoir utilisé la 1-méthyl-4-phényl-1,2,3,6-tétrahydropyridine (MPTP), 
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drogue qui s'accumule dans les neurones dopaminergiques et qui inhibe le complexe I 

mitochondrial (Nicklas et al., 1985), associée à une mort des neurones dopaminergiques au 

niveau de la substance noire (Beal, 1998). Depuis cette observation plusieurs autres études ont 

montré une diminution de l’activité du complexe I et de l’ubiquinone dans  le substrat noir des 

patients atteints de la MP associée à une dégénérescence neuronale (Keeney et al., 2006). Des 

déficits de l’activité du complexe I, qui peuvent être dûe aux dommages oxydants et/ou des 

modifications (mutations) au niveau de l'ADNm, ont été également observés au niveau  post 

mortem, du cerveau, des plaquettes et des fibroblastes, des patients atteints de la  MP (Haas et 

al., 1995; Keeney et al., 2006), ont mets l’accent sur l’implication des altérations 

mitochondriales dans la pathogenèse de la MP. En plus, les mutations et les polymorphismes 

de l'ADNmt sont associés à certaines formes héréditaires de la MP. L’ensemble de ces 

données indique que la fonction mitochondriale ainsi que l'héritage et le maintien de l'ADNmt 

sont fortement altérés dans la MP.  

L’implication du dysfonctionnement mitochondrial dans la physiopathologie de la SEP a été 

également mise en évidence (Carvalho, 2013; Mahad et al., 2015). Plusieurs études se sont 

intéressées aux défauts de la chaîne respiratoire et leurs implications dans le déséquilibre 

énergitiques des axones et dans la dégénérescence axonale et neuronale (Su et al ., 2009), 

d’autres ont étudié l’effet de la mutation de l’ADNmt sur la susceptibilité et la survenue de la 

SEP (Andalib et al., 2013). Par ailleurs, de multiples travaux se sont focalisés sur le rôle de 

l’hypoxie dans les altérations mitochondriales et les lésions axonales (Lucchinetti et al., 

2000) au niveau des axones, des oligodendrocytes et des astrocytes des patients SEP (Mahad 

et al., 2015). Ces données suggèrent que les lésions mitochondriales se diffusent dans 

plusieurs types cellulaires associées à une défaillance énergétique et ultérieurement à des 

dommages structurals et fonctionnelles cellulaires. En effet, la diminution de l'expression 

génique des sous-unités protéiques codées pour la chaîne OXPHOS (Dutta and Trapp, 

2006), est associée à une perte de l'activité du complexes I, III et IV des neurones corticaux  et 

à une augmentation du taux d'ADNmt altérés (Campbell et al., 2011). Ce défaut dans 

l’activité de différents complexes de la chaîne respiratoire mitochondriale, provoque non 

seulement un déficit énergétique, mais également un désordre dans l’homéostasie calcique ce 

qui rend les axones plus vulnérables aux lésions excitotoxiques (von Kleist-Retzow et al., 

2007). L’hypoxie joue ainsi un rôle important dans les différents processus de la 

neurodégénérescence dans la SEP. En effet, les lésions de la SEP, caractérisées par 

l’activation des microglies et macrophages activés au niveau des axones démyélinisés 
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chroniques, sont associées à des lésions mitochondriales, une génération des ERO et des 

ERN, une fuite d'électrons et une libération du fer des oligodendrocytes, entraînant ainsi un 

déficit énergétique, ce qu’on appelle « hypoxie virtuelle ». Ce phénomène pourrait inclure un 

dysfonctionnement mitochondrial, un influx du Na
+
 via des canaux Na

+
 voltage-dépendants, 

une libération du Ca
2 + 

toxique du réticulum axoplasmique, une sur-activation des récepteurs 

ionotropes et métabotropes du glutamate et une activation des canaux voltages dépendants du 

glutamate, conduisant à une stimulation excessive des voies de dégradation dépendantes du 

Ca
2+  

 ce qui favorise la perte de l’intégrité axonales et même la perte des neurones (Trapp 

and Stys, 2009). 

En outre, une analyse post mortem du cerveau des patients SEP, a montré que les défauts de 

l’activité mitochondriale jouent un rôle important au sein des lésions SEP actives. Les axones 

démyélinisés possèdent des mitochondries altérés, de grosses tailles avec une activité accrue 

des enzymes de la chaîne respiratoire (Mahad et al., 2009). Ces mitochondries affectées sont 

très actives et  très mobiles au sein des axones démyélinisés (Kiryu-Seo et al., 2010) 

associées à une altération du transport, de la fission/fusion, de la réparatition et de la 

biogenèse mitochondriale (Mahad et al., 2015). En effet, cette réponse mitochondriale au 

niveau des axones démyélinisés, à savoir (i) une présence accrue des mitochondries, (ii) une 

augmentation de l’activité de la chaîne respiratoire, et (iii) une grande vitesse de mobilité, 

apparaît donc comme un phénomène adaptatif ou compensatoire à la perturbation de la 

myéline. Cette dynamique mitochondriale stimule ultérieurement des processus cellulaires 

fondamentaux tels que le déséquilibre de l'homéostasie calcique, la redistribution des canaux 

ioniques et des pompes voltages dépendanst, et la génération d'espèces radicalaires et 

implique également  dans les processus d'apoptose et de la mitophagie (Zambonin et al., 

2011). 

Il est important de noter que le dysfonctionnement mitochondrial contribue à la 

neurodégénérescence dans la SEP selon trois mécanismes: (i) lors des lésions inflammatoires 

aigue de la SEP, les mitochondries intra-axonales endommagées, sous l’action des espèces 

radicalaires, entraînent des dysfonctionnements mitochondriales associées à des lésions 

axonale (ii) au niveau des axones démyélinisés, le déséquilibre entre la demande accru 

d’énergie et l’incapacité à satisfaire cette demande, en raison de l'accumulation des 

mitochondries altérées, déclenchent une cascade d'événements délétères conduisant à une 

dégénérescence et une perte axonale (iii) les taux élevés de mutation de l’ADNmt et 

l’augmentation de la production des radicaux libres induisent de manière synergique un 
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dysfonctionnement mitochondrial neurochimique, impliquant dans le processus 

neurodégénératif au niveau du cortex cérébrale de SEP. Bien que certaines données 

confirment l’implication des dysfonctionnements mitochondriaux à différents stades de la 

SEP, des études in vivo sur des modèles EAE suggèrent que ces altérations mitochondriales 

précèdent même les lésions axonales et l'afflux de leucocytes vers les lésions SEP (Qi et al., 

2006). 

Dans l’ensemble, ces données montrent que les lésions mitochondriales dans la SEP 

entraînent des évènements à effet domino (un déficit énergétique, un dysfonctionnement de la 

chaîne respiratoire, une lésion oxydative et une altération de l'homéostasie calcique et des 

canaux Na
+ 

voltage dépendant), menant à une destruction axonale et une dégénérescence 

neuronale (Mahad et al., 2015). Ces multiples fonctions de la mitochondrie, fait de cet 

organite un acteur essentiel dans le SNC. De ce fait, le maintien d’un bon fonctionnement 

mitochondrial peut se considérer comme une alternative thérapeutique dans la SEP. 

4.2. Neurodégénérésence et altération du métabolisme peroxysomal 

Les peroxysomes sont des organites très dynamiques (Grabenbauer et al., 2000) assurant de 

nombreuses fonctions dans la cellule. Outre leur rôle dans la détoxification cellulaire via 

dégradation des du H2O2 et le maintien de l’équilibre RedOx (Nordgren and Fransen, 2014), 

les peroxysomes interviennent dans multiple voies métaboliques. On peut citer la biosynthèse 

des phospholipides (plasmalogènes), d’acide docosahexaénoïque (DHA), des acides biliaires 

et du cholestérol, la β-oxydation de certains acides gras à longues chaînes et les acides gras à 

très longues chaînes (AGLC, AGTLC (C ≥ 22: 0)) (Fourcade et al., 2015), et l’alpha-

oxydation de l’acide phytanique ainsi que le catabolisme du méthanol, des purines, des acides 

aminés, des leucotriènes et des polyamines peuvent avoir lieu au niveau des peroxysomes 

(Valko et al., 2007; Baarine et al., 2009; Fourcade et al., 2015). 

Plusieurs études ont montré que la taille et le nombre de peroxysomes peuvent augmenter 

d’une manière conditionnelle, souvent en coordination avec les modifications morphologiques 

d'autres compartiments subcellulaires, notamment les mitochondries (Hoivik et al., 2004), les 

gouttelettes lipidiques (Ishizuka et al., 2004) et  la membrane plasmique (Jung et al., 2013). 

Une telle «prolifération péroxysomale» s'accompagne souvent d’une augmentation de la 

synthèse des enzymes péroxysomales entraînant un désordre de multiple fonctions cellulaires 

(Smith and Aitchison, 2013).  
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L’altération d’une ou des fonctions peroxysomales impacte la structure et la fonction 

mitochondriale, ce qui peut entrainer des dommages cellulaires liée à la neurodégénérésence. 

(Ivashchenko et al., 2011). En outre, une biogenèse peroxysomale anormale ou une β-

oxydation défectueuse favorise l'accumulation des AGTLC au niveau du cytoplasme, 

contribuant ainsi à la démyélinisation (Trompier et al., 2014). Bien que les AGTLC 

confèrent à la myéline ses propriétés d'isolation, leur présence en excès peut la déstabiliser et 

même avoir des effets toxiques au niveau des cellules nerveuses responsables de sa synthèse 

(les oligodendrocytes). 

Des études récentes suggèrent que la fonction peroxysomale décline également avec l’âge et 

pourrait entrainer des troubles neurologiques liés à l’âge, tels que la MA.  

Chez les patients MA, les dysfonctionnements peroxysomaux sont associés à une diminution 

de l’activé catalase, une altération de la synthèse des lipides peroxysomales et une oxydation 

des AGTLC, ainsi qu’une augmentation de la sensibilité cellulaire et une mort cellulaire 

notamment par nécrose (López-Erauskin et al., 2013). L’analyse post-mortem des cerveaux 

MA, a révélé des niveaux réduits en plasmalogène et une accumulation des AGTLC 

accompagné d’une augmentation de la densité peroxysomale dans les cellules neuronales 

(Schönenberger and Kovacs, 2015). Plusieurs données neurolipidomiques, ont révélé d’une 

manière constante une augmentation de l'hydrolyse des plasmalogènes membranaires 

contenant de l'éthanolamine et une diminution des taux d'autres phospholipides structurels liés 

à l'éther, contribuant potentiellement à la déplétion vésiculaire (Bennett et al., 2013). 

Conformément à ces données, une étude in vivo sur des modèles de rats Alzheimer dépourvu 

de l’activité β-oxydation a révélé une accumulation de la β-amyloïde dans le cerveau MA 

associée à une production accru des ERO (Shi et al., 2016). En outre, les dysfonctionnements 

peroxysomaux sont associés à une altération de la libération des neurotransmetteurs dans la 

fente présynaptique et à une perte de vésicules synaptiques (caractéristique de la MA), ainsi 

qu’une diminution de la synthèse des enzymes peroxysomales tels que le dihydroxacétone 

phosphate acyle transférase (DHAPAT) qui catalyse la première étape de la synthèse de 

plasmalogène (Brodde et al., 2012) 

 L’ensemble de ces données suggèrent que le dysfonctionnement peroxisomal joue un rôle 

important dans la pathogenèse et dans la progressive de la MA. 

Les dysfonctionnements peroxysomaux ont été également associés à d’autres troubles 

neurodégénératifs, en particulier la MP. Plusieurs études ont montré que le dysfonctionnement 

peroxisomal contribue à l'accumulation de la protéine α-synucléine (αS) dans le cerveau MP. 
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En effet, des faibles taux de plasmalogènes ont été révélés dans les radeaux lipidiques du 

cortex frontal post mortem des patients atteints de la MP (Fabelo et al., 2011).  

Par ailleurs, plusieurs données suggèrent l’implication du peroxysome dans la pathogenèse de 

la SEP. Chez les patients SEP, l’altération d’une ou des fonctions peroxysomales est associée 

à une réduction de la proportion des neurones présentant une immunoréactivité pour la 

protéine clé de la membrane peroxisomale (PMP70), caractérisée par une diminution de 

l'expression du gène codant pour la PMP70 (ABCD3) et de l'expression des protéines 

peroxysomales  au niveau des sites lésionnels et non lésionnels de la matière grise du cerveau 

SEP, favorisant ainsi la progression et l’aggravation de cette maladie (Gray et al., 2014). La 

présence des neurones possédant un faible taux de PMP70 au niveau des sites non lésionnels 

dans le cortex du cerveau SEP montre que l’inflammation et/ou la démyélinisation elles seules 

ne conduisent pas à la dégénérescence et que les altérations peroysomales pourraient 

participer activement dans le processus neurodégénératif dans la SEP. 

Des études in vivo sur le modèle expérimental (EAE) ont montré une diminution de la 

transcription et de l'activité des enzymes peroxysomales clés (DHAPAT et catalase) dans le 

cerveau et la moelle épinière associée à une réduction du niveau de plasmalogènes 

(composants clés de la membrane de la myéline), une inhibition de la dégradation des 

AGTLC entrainant ainsi leurs accumulations (Singh et al., 2004), ce qui suggérèrent un 

défaut dans la β-oxydation peroxysomale (Senanayake et al., 2015). L’ensemble de ces 

données, renforce l’hypothèse de l’implication du dysfonctionnement peroxysomal dans la 

survenue et la potentialisation de la SEP 

En effet, la réduction de l’expression des gènes et des protéines peroxysomales dans la  

matière grise du cerveau SEP est susceptible de contribuer aux processus pathologiques 

selons ces deux arguments i) les modèls animaux conçus pour exprimer des niveaux réduits 

de la fonction peroxisomale dans le SNC montrent des signes d’inflammation, de 

démyélinisation et de dégénérescence axonale; ii) les réductions de la fonction peroxysomale 

dans certaines pathologies tels que l'adrénoleucodystrophie liée à l’X (X-ALD) et sa variante 

phénotypique, l'adrénomyéloneuropathie (AMN) (qui sont causées par des mutations du gène 

peroxisomal ABCD1) sont associées à des dommages au niveau de la myéline et de l'axone 

(Mar and Noetzel, 2010).  
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4.3. Neurodégénéréscence et altération lysosomale 

Les lysosomes sont des organites cellulaires, sphériques de quelques centaines de nanomètres 

de diamètre, contenant environ 50 enzymes hydrolytiques impliquées dans la dégradation de 

macromolécules telles que les protéines, les lipides, les sucres et les acides nucléiques. Les 

lysosomes sont dérivés de l’espace extracellulaire par endocytose ou phagocytose ou du 

cytoplasme par autophagie. Le pH de la lumière des lysosomes est régulé par une pompe à 

proton (V-ATPase) qui permet l’établissement d’un pH acide (entre 4-5), ce qui est nécessaire 

pour un bon fonctionnement des enzymes lysosomales (Mindell, 2012). Les lysosomes sont 

impliqués dans trois types de fonction : la dégradation, la sécrétion et la signalisation 

(Settembre et al., 2013). Ils sont aussi impliqués dans la dégradation du matériel 

extracellulaire (par endocytose) et du matériel intracellulaire (agents pathogènes), ou de 

molécules nécessaires pour leur survie (autophagie) (Mizushima, 2007). 

Les lysosomes participent ainsi à la régulation de nombreuses voies de signalisation afin de 

favoriser la disponibilité cellulaire en nutriments (Settembre et al., 2012). 

De plus, les lysosomes subissent une exocytose régulée par le Ca
2 + 

 dans le but de produire 

leur contenu dans l'espace extracellulaire et de réparer les membranes plasmiques 

endommagées (Andrews et al., 2014), ce qui pourrait moduler directement la clairance 

cellulaire (Medina et al., 2011). Etant donné le rôle joué par ces organites, une altération de 

leurs fonctions pourrait entrainer des dommages cellulaires liées au processus de 

vieillissement et au dévéloppement de maladies liées à l’âge notamment les maladies 

neurodégénératives ; tels que la MA, la MP et la SEP (Cuervo and Dice, 2000; Nixon et al., 

2008). 

Des données in vitro sur des cultures de l'hippocampe ont révélé que la perturbation de la 

fonction lysosomale entraine une réduction des protéines synaptiques et des réponses 

excitatrices évoquées, caractéristique du cerveau MA (Bendiske et al., 2002), associée à une 

perte synaptique contribuant ainsi à la réduction de l’activité cérébrale et  de la  déficience 

cognitive. Ceci a été confirmé chez les patients MA ou un fort lien entre le dysfonctionnement 

lysosomal et la pathologie synaptique a été reporté (Masliah et al., 1996). En effet, la 

diminution de l'expression des gènes synaptique tels que la synaptophysine est associée à une 

accumulation de la protéine tau dans les neurones (Bendiske et al., 2002)  caractéristiques de 

la MA. 



Revue Bibliographique 

52 

Par ailleurs, les dysfonctionnements lysosmaux sont également impliqués dans la pathogenèse 

de la MP. Des études génétiques ont montré que les patients MP sont hétérozygotes pour les 

mutations du gène codant pour l’enzyme lysosomale β-glucocérébrosidase (GBA) (hydorolase 

catalysant le clivage entre l’unité céramide et le résidu glucose d’un glucocérébroside). En 

effet les faibles taux de GBA entraînaient une accumulation accrue de glucosylcéramide dans 

le lysosome, associé à une accélération de la synthèse d’oligomères de l’α-synucléine 

(Sidransky et al., 2009), et par conséquent un blocage du trafic de GBA nouvellement 

synthétisé, d’où l'accumulation de glucosylcéramide (Mazzulli et al., 2011). En outre, des 

mutations de l'ATPase de type 13A2 (ATP13A2), composant du mécanisme d'acidification 

lysosomale, observées chez les patients MP, sont liées à une accumulation de l’α-synucléine 

(Ramirez et al., 2006).  

Les troubles lysosomaux ont été également observés chez les patients atteints de la SEP. Le 

lien entre les lysosomes et la pathogenèse de la SEP a été initialement établie, par des études 

histologiques, biochimiques et histochimiques combinées décrivant une sur-expression de 

l'enzyme β-glucosaminidase lysosomale dans la substance blanche du cerveau SEP, associée à 

une instabilité inhérente des lysosomes cérébraux (Allen and McKeown, 1979). En effet, les 

lysosomes interviennent dans la dégradation de la myéline et son phagocytose dans des 

vacuoles autophagiques (Raine and Scheinberg, 1988). 

Plusieurs études montrent que les patients ayant une maladie de stockage lysosomal sont 

initialement diagnostiqués pour une «SEP soupçonné» ou une SEP cliniquement définie 

(Kazibutowska et al., 2002; Weisfeld-Adams et al., 2013). Des données plus récentes ont 

montré qu’une déficience lysosomale associée à un manque de LAMP2 (lysosomal associated 

membrane protein 2) et un défaut du GAA (lysosomale acido glucosidase) est fortement liée à 

la maladie de la SEP, qui par conséquent impacte le processus d’autophagie dans la SEP (Igci 

et al., 2016). 

L’ensemble de ces données sont en faveur de l’implication du dysfonctionnement lysosomal 

dans la pathogenèse de la SEP. 

5. Neurodegénérésence et dysfonctions du métabolisme lipidique 

Les lipides sont des corps gras qui constituent une famille de molécules hétérogènes ayant 

pour point commun leur insolubilité dans l’eau (Vance and Vance, 2008). La classification 

des lipides est encore un sujet complexe qui se heurte à la difficulté de définir des critères 

objectifs permettant de les distinguer des autres classes de molécules organiques. La 



Revue Bibliographique 

53 

classification la plus acceptée sépare les acides gras, des glycérolipides, des 

glycérophospholipides, des sphingolipides et des stérols incluant le cholestérol et ses dérivés. 

Les lipides sont des constituants essentiels des cellules et des tissus en particulier du cerveau, 

assurant de nombreuses fonctions telles que la maintenance de la structure cellulaire, la 

production de l'énergie et la signalisation cellulaire. Le métabolisme lipidique (anabolisme et 

catabolisme) génère une variété d'intermédiaires biologiques, appelées molécules lipidiques 

bioactives ou molécules de signalisation ou seconds messagers qui participent également dans 

la régulation de multiples voies de signalisation associées à la croissance, la prolifération, la 

différenciation, la survie, l'apoptose, l'inflammation, la motilité et l'homéostasie membranaire 

des cellules (Mattes, 2005; Hannun and Obeid, 2008; Zechner et al., 2012). 

Plus de 60% du cerveau est constitué de lipides (Luchtman and Song, 2013), dont 70% est 

localisé dans la myéline (Björkhem et al., 2004). On distingue le cholestérol, les 

gylcérophospholipides et les sphingolipides qui sont sous un flux dynamique afin de 

maintenir l'équilibre homéostatique dans le plasmalemme (Eggeling et al., 2009). Ceci est 

essentiel non seulement pour le maintien de la structure membranaire et le bon développement 

neurologique, mais également pour assurer de multiples fonctions exécutées par le cerveau, 

telles que le trafic membranaire, la transmission du signal, la synaptogenèse et la neurogenèse 

(Piomelli et al., 2007). Les lysophospholipides, les endocannabinoïdes et les sphingolipides 

sont également impliqués dans la signalisation cellulaire, y compris la régulation de 

nombreuses pompes, canaux et transporteurs d’ions (Hardie and Muallem, 2009). 

Une meilleure connaissance du métabolisme des lipides, en particulier de cholestérol, des 

acides gras et des phospholipides au niveau du SNC est donc une nécessité pour mieux 

comprendre la physiopathologie des maladies neurodégénératives, en particulier la SEP, 

identifier de biomarqueurs ainsi que de nouvelles cibles pharmacologiques pour permettre 

sinon de guérir, mais tout au moins de traiter et de retarder le plus possible l’évolution de ces 

maladies neurodégénératives. 

Malgré la présence de nombreuses preuves de l’implication des lipides dans le développement 

et la progression de différentes maladies neurodégénératives, en particulier la SEP, leurs rôles 

dans l’activité normale et pathologique au niveau SNC sont malheureusement encore peu 

explorés. 

Maintenant, il est bien établie que les anomalies lipidiques sont associées au processus de la  

neurodégénérésence (Adibhatla and Hatcher, 2008). En outre, de nombreuses études ont 
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révélé des altérations du métabolisme des lipides (acides gras, cholestérol, phospholipides) 

chez les malades atteints de différrentes maladies neurodégénératives  démyélinisantes ou non 

démyélinisantes (Grimm et al., 2013). En effet, des modifications quantitatives et qualitatives 

de certains lipides à savoir les acides gras, le cholestérol et les stérols, ont été mises en 

évidence chez les patients atteints de différrentes maladies neurodégénératives y compris la 

SEP, la MA (Leoni et al., 2005; Zarrouk et al., 2015; Zarrouk et al., 2018). Sur cette base, 

on pourrait concidérer que les lipides sont des bons candidats dans la pathogenèse des 

maladies neurodégénératives.  

L’ensemble de ces observations suggère que les lipides pourraient être concidérés comme des 

bons marqueurs de diagnostiques, de pronostiques et d’efficacité thérapeutique pour les 

maladies neurodégénératives. Nous détaillons ainsi, dans ce qui suit l’implication des acides 

gras, de cholestérol et des oxystérols dans le processus de la neurodégénérésence et la 

pathogenèse de certaines maladies neurodégénératives, en particulier la SEP. 

5.1. Anomalies des acides gras 

5.1.1. Définition et classification des acides gras 

Les acides gras sont des acides carboxyliques à chaînes aliphatiques. Ils possèdent une chaîne 

carbonée (de 4 à 36 atomes de carbones) composée d’une tête hydrophile à l’extrémité de la 

chaîne portant une fonction carboxyle et d’une longue chaîne hydrophobe de groupement CH2 

se terminant par un groupement méthyl.  

 

Figure 8 : Nomenclature de certains acides gras non ramifiés avec une extrémité méthyle 

et une extrémité carboxyle. 



Revue Bibliographique 

55 

Il existe plusieurs nomenclatures pour désigner les acides gras à partir de la position de leur 

première double liaison par rapport au groupement carboxyle (indiqué par le symbole 

delta(Δ)),  leur nombre d’atomes de carbone et leur nombre double liaison ainsi que la 

position de la première double liaison (désigné par le symbole ω (à partir de l’extrémité 

méthyle)) et la nature de la fonction acide (Nomenclature, 1977) (Figure 8-9). 

 

 

 

Figure 9: Structure et nomenclature des différentes familles des acides gras. 

Exemple de l’acide gras saturé : acide stéarique (C18 :0), exemple de l’acide gras mono-

insaturé : acide oléique (C18 :1), exemple de l’acide gras polyinsaturé : acide linoléique 

(C18 :2 n-6) et acide α-linolènique (C18 :3 n-3). 

 Les AG sont des constituants majeurs de la bicouche lipidique des membranes cellulaires. Ils 

s’interviennent à la formation des esters de cholestérol (Johnson and Schaefer, 2006). Ils 

sont également des substrats énergétiques importants, stockés sous forme de triglycérides, 

représentant environ 30 % de l’apport énergétique totale chez l’homme.  
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Certains acides gras sont dits « essentiels » et doivent être apportés par l’alimentation tels que 

l’acide linoléique et l’acide α-linolénique. D’autres sont néfastes s’ils sont consommés en 

grande quantité. 

Les acides gras peuvent être classés en deux grands groupes selon leurs structures, les acides 

gras saturés et les acides gras insaturés dont ce dernier peut être subdivisé en deux sous-

groupes; les acides gras monoinsaturés et les acides gras polyinsaturés (Tvrzicka et al., 

2011). 

 Les acides gras saturés (ACS) 

Les acides gras saturés sont constitués par une chaîne hydrocarbonée plus ou moins longue et 

ne possèdent aucune double liaison. Ces AGS ont été reportés associés à de nombreuses 

pathologies tels que le diabète, l’obésité et les maladies coronariennes (Tremblay et al., 

2014). 

 Les acides gras insaturés (AGI) 

Ce sont des chaînes hydrocarbonées possèdent une ou plusieurs doubles liaisons, ce qui leurs 

confèrent des propriétés physico-chimiques particulières. Ils ont des propriétés 

neuroprotectrices, antioxydantes et anti-inflammatoires (De Lau et al., 2005). Ces acides gras 

sont ainsi subdivisés en 2 sous-groupes, les acides gras mono-insaturés (AGMI) et les acides 

gras poly- insaturés (AGPI). 

 Les acides gras mono-insaturés 

Les acides gras mono-insaturés (AGMI) possèdent une seule double liaison qui peut 

s’effectuer à diverses positions de la chaîne carbonée. Ils sont impliqués dans la réduction de 

risque des troubles métaboliques tels que le diabète et les maladies cardiovasculaires 

(Guasch-Ferré et al., 2015). Les AGMI peuvent être subdivisés en deux sous-groupes les 

acides gras mono-insaturé cis et les acides gras mono-insaturés trans,  

 Les acides gras mono-insaturés Cis  

Les acides gras possèdent la configuration cis lorsque les deux atomes d’hydrogène se 

trouvent du même côté au plan de la double liaison. Parmi les principaux AGMI cis figurent 

l’acide olèique (C18 :1n-9), l’acide vaccénique (C18 :1n-7) et l’acide palmitolèique (C16 : 

1n-7).  
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 Les acides gras mono-insaturés Trans 

La configuration trans se produit lorsque les deux atomes d’hydrogène se présentent de la part 

de d’autre du plan de la molécule leurs confèrent une structure plane semblable à celle des 

acides gras saturés. Parmis les principaux acides gras trans, on peut citer l’acide élaidique 

(C18 :1n-9) et l’acide vaccénique (C18 :1n-7) 

Les acides gras poly-insaturés 

Les acides gras polyinsaturés (AGPI) possèdent deux ou plusieurs doubles liaisons dans leurs 

chaînes carbonées. On distingue trois familles des AGPI selon la position de la première 

double liaison à partir du groupement méthyl (indiqué par ω): les AGPI oméga-3 (n-3), les 

AGPI oméga -6 (n-6) et les AGPI oméga -9 (n-9). 

5.1.2. Métabolisme et fonction biologique des acides gras polyinsaturés 

Chez les mammifères, la totalité des AGPI à longues chaînes dérivent de l’acide linoléique 

(LA, C18:2 n-6) et l’acide alpha linolénique (ALA, C18:3 n-3), ces deux précurseurs, «acides 

gras essentiels », ne peuvent pas être synthétisés par les mammifères (ne possèdent pas les 

enzymes nécessaires à leurs synthèse (Δ12 et Δ15 dénaturase)), et doivent donc être apportés 

par l’alimentation (Legrand, 2007; Michalak et al., 2016). 

L’ALA et le LA peuvent ensuite être métabolisés dans l’organisme en dérivés d’AGPI à 

longues chaînes (AGPI-LC) (C≥20), suite à une succession de désaturations et d’élongation, 

qualifiés d’« acides gras conditionnellement indispensables » puisque ils sont synthétisables 

mais strictement obligatoires. Parmi les métabolites les plus importants figurent l’acide 

arachidonique (AA ; C20:4 n-6), produits à partir de LA, l’acide eicosapentaénoïque (EPA ; 

C20:5 n-3), l’acide docosapentaénoique (DPA ; C22:5 n-3) et l’acide docosahexaénoïque 

(DHA ; C22:6 n-3) qui sont métabolisés à partir de l’ALA (Guillou et al., 2010) (figure 10). 
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Figure 10 : Biosynthèse des AGPI à longue chaîne (Innis, 2008) 

Les AGPI sont principalement intégrés dans les phospholipides membranaires. Une fois 

libérées par la phospholipase A2 (PLA2), elles sont transformées en plusieurs molécules de 

signalisation biologiquement actives (Capra et al., 2015). 

On distingue ci-dessous trois majeurs voies du métabolisme des AGPI : 

*La voie des cyclooxygénases (COX) qui fait intervenir deux types d’enzymes : la 

cyclooxygénase 1 (COX1) et la cyclooxygénase 2 (COX2). Ces dernières agissent sur les 

AGPI n-3 et n-6, conduisant à la synthèse des prostaglandines (PG), des prostacyclines et des 

thromboxanes (TX) qui sont des molécules pro-inflammatoires. 

 *La voie des lipooxygénases (LOX), convertissent l'AA en lipoxines (LX) et en leucotriènes 

(LT). 

Les voies de COX et de LOX produisent également des protectines, des marensines et des 

résolvines (Rv) à partir d’AGPI n-3. 
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*La voie des cytochromes P450 (Cyp 450) catalysent la conversion des AGPI n-3 et n-6 en 

acides époxyéicosatriénoïques (EET) et l’acides hydroxyeicosatétraénoïques (HETE) qui sont 

biologiquement actifs. 

Les AGPI peuvent également être produits par oxydation non enzymatique, créant ainsi des 

isoprostanes et des isofuranes (Roy et al., 2016). Globalement, il existe une grande variété de 

métabolites d'AGPI, qui possèdent des propriétés pro-et anti-apoptotiques, qui jouent un rôle 

important dans l'inflammation et la modulation des réponses immunitaires et qui affectent 

probablement de nombreux processus qui restent encore inconnu (Masoodi et al., 2015). 

Les AGPI assurent de nombreuses fonctions dans la cellule. Ils ont un rôle structural en raison 

de leur incorporation dans les membranes phospholipidiques, induisant ainsi des 

modifications des propriétés physico-chimiques de la membrane cellulaire, permettant la 

modulation de l’activité des enzymes, des transporteurs canaux ioniques et des récepteurs 

membranaires impliqués dans la signalisation inter- et intracellulaire. Les AGPI sont aussi des 

précurseurs de médiateurs bioactifs ayant des propriétés anti-inflammatoires (Calder, 2011) 

et neuroprotectrices (Layé, 2010; Bazan et al., 2011). Ils sont également impliqués dans un 

bon fonctionnement du système nerveux en modulant les processus de stockage et de 

libération présynaptique des neurotransmetteurs, contribuant ainsi à une bonne efficacité de 

l’influx nerveux (Kodas et al., 2004; Fedorova and Salem Jr, 2006). 

Dans le cerveau, les AGPI sont présents majoritairement, sous forme estérifiée, dans les 

phospholipides (PL) qui représentent 50% des lipides totaux cérébraux. Ils sont incorporés 

dans les phosphatidyl cholines (PC), les phosphatidyléthanolamines (PE), les 

phosphatidylsérines (PS), les phosphatidyl inositols (PI) ou encore les phosphatidylglycérols 

(PG). Prenant l’exemple d’acide arachidonique (AA) qui est majoritairement présent dans les 

PC et les PI tandis que l’acide docosahexaénoïque (DHA) est porté par les PE et les PS 

(Bascoul-Colombo et al., 2016). 

Par ailleurs, sur la base de multiples travaux, il est bien établi que les AGPI  sont importants 

dans le maintien des fonctions cognitives chez l’adulte associées à une meilleur capacité de 

mémorisation (Eskelinen et al., 2008) et sont capables de lutter contre les processus de 

vieillissement cérébral (Janssen and Kiliaan, 2014). 

5.1.3. Rôle des acides gras dans le processus neurodégénératif 

De nombreuses études justifient l’implication des lipides en particulier les AG dans le 

processus de neurodégénérésence ainsi que dans la pathogenèse de différentes maladies 
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neurodégénératives. Les AG, en particulier les AGPI jouent un rôle primordial dans le 

cerveau. Ils sont impliqués dans de nombreux processus biologiques tels que la survie 

cellulaire, la transmission nerveuse, la neuroinflammation et le développement neuronal. Par 

conséquent, une altération de synthèse et/ou du métabolisme de ces acides gras pourrait 

contribuer à des dommages cellulaires impliqués dans les processus de neurodégénérésence et 

associés au développement des maladies neuropsychiatriques et neurodégénératives. Dans 

certaines troubles neuropsychiatriques, tels que la dépression et la schizophrénie, des 

anomalies quantitatives et qualitatives d’AG ont été rapportées (Hamazaki et al., 2012).  

Plusieurs études ont montré des altérations qualitatives et quantitatives au niveau des AG chez 

les patients atteints de la MA. Une analyse post-mortem a révélé une diminution du taux  des 

AGPI n-3, notamment le taux de DHA et de l’acide oléique, dans l’hippocampe et le lobe 

frontale des patients atteints de MA (Yehuda, 2002) . Ces données ont été appuyées par des 

études in vivo sur des modèles de souris Alzheimer soumis à un régime déficient en DHA. 

Ceci a révélé une perte massive de marqueurs post-synaptiques associée à une activation des 

caspases. L’ensemble de ces résultats suggèrent que la déficience en AGPI n-3 augmente la 

susceptibilité à la MA (Calon and Cole, 2007). Toutefois, un régime enrichi en DHA est 

capable de diminuer l’inflammation en inhibant l’activation des microglies (marqueur de 

l’inflammation) associé à une diminution de l‘accumulation de l’Aβ intraneuronal et de la 

protéine Tau dans l’hippocampe (Lim et al., 2005; Green et al., 2007). 

Une nette diminution du taux de DHA et d’AA a été aussi observée au niveau du cortex 

frontale des patients atteints de MP (Fabelo et al., 2011). 

Les altérations des AG ont été également rapportées dans la SEP. Une augmentations des taux 

des AGS et des AGMI a été révélée dans le LCR des patients SEP (Neu, 1983). 

 D’autres traveaux, ont montré une diminution des taux des AGPI n-6, en particulier le LA 

(C18:2 n-6), l’AA (C20:4 n-6), et l’acide dihomo-g-linolénique DGLA (C20:3 n-6) dans le 

plasma, les plaquettes, les érythrocytes, les leucocytes et le LCR, associée à une perturbation 

des taux des AGI dans la substance blanche des patients atteints de SEP, ce qui suggère un 

désordre dans l’activité des désaturases en Δ6 et Δ5 (Holman et al., 1989). Néanmois, la 

diminution de LA n’a pas été montrée spécifique pour les patients SEP (Love et al., 1974; 

Harbige and Sharief, 2007). Les anomalies métaboliques des AGPI n-6 membranaires à 

longue chaîne voire le DGLA et l’AA, affectent l'intégrité physiologique des cellules 

immunitaires associée à une diminution de la production des cytokines régulatrices anti-

inflammatoires (TGF-β) et une surproduction des cytokines pro-inflammatoires, tels que  le 
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TNF-a, IL-1b, IFN-g, qui pourraient favoriser la destruction des oligodendrocytes et la 

démyélinisation ainsi que la progression de la maladie de SEP (Harbige and Sharief, 2007).  

Une augmentation des AA a été également soupçonnée chez les patients SEP-RR, en raison 

de l’augmentation des taux cérébraux de prostaglandines pro-inflammatoires bioactives (PG), 

incluant la PGI2, PGF2α, PGD2 et PGE2, issus du métabolisme d’AA via l’activité de la 

cyclooxygénase (COX)-1 et -2 (Greco et al., 1999; Carlson et al., 2006). 

L’ensemble de ces données conforte l’hypothèse d’une implication des altérations du 

métabolisme des AG dans la pathogenèse de la SEP. En effet, l’identification d’éventuelles 

altérations des AG chez les patients attients de maladie neurodégénératives en particulier la 

SEP a pour but de mettre en évidence des biomarqueurs lipidiques pour mieux comprendre la 

physiopathologie de la maladie dans le but d’identifier des nouvelles cibles thérapeutiques. 

5.2. Anomalie du cholestérol 

5.2.1. Généralité sur le cholestérol : Définition, fonction et métabolisme 

Le cholestérol est un lipide de la famille des stérols amphipatiques, qui est un composant 

essentiel des membranes cellulaires. Il est formé de quatre cycles (A, B, C, D), constituant le 

squelette cholestane, d’une chaîne aliphatique branchée, d’une insaturation entre C5 et C3 et 

d’un groupement hydroxyle (OH) en position 3. Sa structure plane et rigide lui permet de 

jouer un rôle structural et la fonctionel au niveau des membranaires cellulaires. Il est impliqué 

dans   la régulation de  la fluidité et de la perméabilité membranaire, ainsi que dans 

l'organisation, la dynamique et le fonctionnement des membranes cellulaires (Maxfield and 

Tabas, 2005; Segatto et al., 2014). Grâce à sa structure très hydrophobe, le cholestérol peut 

réagir avec les AG pour former les esters de cholestérol. Le choléstérol est également un 

précurseur des acides biliaires, des hormones stéroïdiennes et de la vitamine D, qui à leurs 

tours participent dans de nombreuses fonctions biologiques (van der Kant et al., 2013). En 

outre, le cholestérol participe à la modulation de la fonction des protéines membranaires ainsi 

que de nombreux processus de signalisation transmembranaire (Egawa et al., 2016). 

Dans le cerveau, le cholestérol est nécessaire pour différents processus cellulaires notamment 

la prolifération des cellules gliales, la croissance des neurites, la stabilité des microtubules, la 

synaptogenèse et la myélinisation (Goritz et al., 2005). Plusieurs études suggèrent que la 

disponibilité du cholestérol dans les oligodendrocytes joue un rôle limitant dans la maturation 

du cerveau, la myélinisation et la neurotransmission (Liu et al., 2010). Bien que le cerveau ne 

représente que 2,1% du poids corporel, il contient 23% du cholestérol total de l’organisme. 
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Ainsi le cerveau est l’organe le plus riche en cholestérol et présente  une concentration 10 fois 

supérieure à celle des autres tissus (Vance, 2012), la BHE est imperméable aux lipoprotéines 

plasmatiques (transporteur du cholestérol) et donc au cholestérol sanguin. Le cerveau doit 

donc synthétiser leurs propres cholestérol grâce à une synthèse de novo qui est essentiellement 

assurée par les astrocytes (Zhang and Liu, 2015). En effet, cette synthèse de novo n'est pas 

homogène entre les différents types cellulaires : par exemple, les oligodendrocytes ont une 

capacité plus élevée de biosynthèse du cholestérol que les astrocytes, qui ont une capacité de 

deux à trois fois supérieure à celle des neurones (van der Kant et al., 2013). 

La plupart (au moins 99%) du cholestérol cérébral est présent sous forme non estérifiée, 

distribuée dans deux principaux groupes: (i) 70% sont présents dans les gaines de myéline 

(substance blanche) et (ii) 30% sont présents dans les membranes plasmalemmes et 

subcellulaires des astrocytes et des neurones (substance grise). Chez l’homme, le cholestérol 

est synthétisé activement dans le SNC pendant les premières semaines suivant la naissance. A 

ce stade natale, toute interruption dans sa synthèse peut entraîner des troubles 

neurodégénératifs (Cunningham et al., 2015). Toutefois, cette synthèse diminue avec l’âge 

avec une perte minimal (demi-vie allant jusqu'à 5 ans) (Martins et al., 2009). 

Dans le SNC, le transport du cholestérol est assuré par des lipoprotéines spéciales, telles que 

les apolipoprotéines E (Apo-E), sécrétées par des astrocytes (Kıray et al., 2016). Le 

complexe cholestérol-Apo-E fusionne avec des lysosomes permettant ainsi la libération du 

cholestérol dans la cellule qui va être soit i) stocké sous forme de gouttelettes lipidiques, après 

une estérification par une Acyl-CoA cholestérol acyl transférase (ACAT), impliquant ainsi 

dans la formation et le remodelage des membranes synaptiques et dendritiques, ii) dirigé, sous 

sa forme libre, vers les membranes cellulaires, assurant ainsi un rétrocontrôle négatif en 

régulant l’homéostasie du cholestérol au niveau transcriptionnel et post-transcriptionnel 

(Arenas et al., 2017). 

Par ailleurs, la dégradation et l’excrétion du cholestérol cérébral est principalement assurée 

par des enzymes de la famille des cytochromes P450 oxydases, notamment le cholestérol 24-

hydroxylase (CYP46A1) et le 27S-hydroxylase (CYP27A1). En effet, la voie de CYP46A1 

constitue la voie majoritaire d‘élimination du cholestérol au niveau cérébrale. Cette enzyme  

converti l’excès du cholestérol en 24S-hydroxycholestérol (24-OHC) (Xue-Shan et al., 2016) 

pour maintenir l'homéostasie du cholestérol. Le CYP27A1 hydrolyse le cholestérol en 27S-

hydroxycholesterol, (27OHC) (Repa et al., 2000). 
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5.2.2. Rôle du cholestérol dans le processus neurodégénératif 

Il maintenant bien établi que les altérations de l'homéostasie du cholestérol cérébral sont à 

l’origine de nombreuses maladies neurodégénératives déméyélinisantes et non 

déméyélinisantes. Bien que, plusieurs études ont montré une association entre l’augmentation 

des taux de choléstérol totaux et la neurodégénérescence, d’autres ont révélé une association 

plutôt avec les faibles taux de choléstérol.  

Plusieurs travaux ont suggéré que la perturbation du métabolisme du cholestérol est un facteur 

de risque pour la MA. En effet, les taux élevés en cholestérol membranaire conduisent à une 

accumulation des Aβ associée à une augmentation des taux de calcium cytosolique ce qui 

pourrait contribuer à la mort des cellules neuronales (Kodis et al., 2018). D’autres études in 

vivo ont montré qu'un régime alimentaire riche en cholestérol provoque une accumulation des 

peptides Aβ (Vázquez et al., 1998). Des études cliniques ont révélé une augmentation des 

taux sériques de cholestérol chez les patients atteints de la MA (Wood et al., 2014). Il est 

important de noter que l’agrégation du cholestérol dans le système endosomal-lysosomal 

conduit à la transformation de l'APP (précurseur de protéine amyloïde) en Aβ dans le cerveau 

des patients MA. D’autre part, l'augmentation de la concentration du LDL et la diminution de 

la concentration du HDL sont associées à la formation et à l’accumulation des Aβ et le 

développement de la MA (Chung et al., 2018). Par ailleurs, des études génomiques ont 

montré qu’un individu portant l'allèle ε4, qui est un isoforme de l’Apo-E (principal 

transporteur du cholestérol), présente un risque élevé pour développer une MA. Cette 

lipoprotéine se lie à des nombreux récepteurs membranaires participant ainsi à la formation 

des Aβ associée à de nombreux processus impliqués dans la neurodégénérescence et le 

dysfonctionnement synaptique dans la MA (Oveisgharan et al., 2018). En plus, elle altére le 

métabolisme du cholestérol et conduit à la formation des produits d’oxydation du cholestérol, 

appellés oxystérols (Gamba et al., 2012). 

L’altération du métabolisme du cholestérol a été également observée dans la MP. Des taux 

élevés en cholestérol et en leurs dérivés oxydés (oxystérols) ont été identifiés chez les patients 

atteints de MP, associés à une agrégation de l'α-synucléine, une inflammation et un stress 

oxydant ce qui pourrait entrainer une mort des neurones dopaminergiques. Ces données 

justifient que les taux anormaux en cholestérol et/ou en d’oxystérols pourraient contribuer  au 

développement et à la progression de la  MP (Hu, 2010; Doria et al., 2016).  

De plus, plusieurs études suggèrent que l’altération de l’homéostasie du cholestérol pourrait 

également jouer un rôle important dans la pathogenèse de la SEP. Poynder and Russell ont 
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identifié, pour la première fois en 1926, des taux accrus en cholestérol dans le LCR des 

patients atteints de SEP. Ces données sont à la bases de l’hypothèse d’un «gaspillage des 

structures nerveuses» et d’une association entre la perturbation du métabolisme de choléstérol 

et la pathogenèse de la SEP (Poynder and Russell, 1926). Des analyses post mortem ont 

rapporté que l’estérification du cholestérol libre est une caractéristique de démyélinisation au 

niveau de la substance blanche et la moelle épinière d’un cerveau SEP (Yu et al., 1982). 

D’autres études ont montré une association positive entre le taux cérébral en cholestérol 

estérifié et l’aggravation des signes cliniques ainsi que l’apparition de l’handicap chez les 

patients SEP (Pedersen, 1974). Plus récemment, la découverte de nouvelles formes de 

cholestérol et de marqueurs de cholestérol a ouvert de nouvelles pistes de recherche.  En effet, 

plusieurs travaux associent l’augmentation des taux cérébraux en précurseurs du cholestérol 

(lanostérol), en oxystérols (24-OHC et 27-OHC) et en apolipoprotéine (Apo) E à l’évolution 

de la SEP (Van de Kraats et al., 2014; Vuletic et al., 2014). Il existe également un fort lien 

entre le taux de cholestérol circulant lié aux lipoprotéines et la survenue de la SEP ainsi que 

les facteurs de risque associés à la progression de cette pathologie tels que la carence en 

vitamine D et les réponses humorales au virus (EBV) (Palavra et al., 2013). 

Ces observations ont été confirmées par d’autres études cliniques qui ont montré qu’une dose 

élevée en « imvastatine », médicament qui abaisse le taux de choléstérol, atténuait l’atrophie 

du cerveau et la progression de la maladie chez 140 patients atteints de SEPP sur un intervalle 

de  2 ans (Chataway et al., 2014). 

L’ensemble de ces données suggèrent que le cholestérol ainsi que son tranporteur, ses 

précureuses et ses dérivés oxydés (oxystérols) pourraient être utilisés, cliniquement ,comme 

des biomarqueurs de surveillance de la progression de la SEP et pourraient ainsi constituer 

une nouvelle piste intéressante dans l‘évaluation de nouvelles stratégies thérapeutiques 

(Zhornitsky et al., 2016). 

5.3. Implication des oxystèrols dans la neurodégénérésence 

Les oxystérols sont des dérivés oxydés du cholestérol, qui peuvent être accumulés au niveau 

des membranes plasmiques et/ou à l’intérieur des cellules (Mutemberezi et al., 2016). Bien 

que les oxystèrols soient présents sous forme de trace, ils sont impliqués dans divers 

processus biologiques. Cependant ; à des fortes concentrations, les oxystérols deviennent 

toxiques peuvent ainsi être impliqués dans la pathogenèse de nombreuses maladies telles que 

les maladies neurodégénératives (Vejux and Lizard, 2009).  



Revue Bibliographique 

65 

Les oxystérols peuvent provenir de l’alimentation ou former par voie endogène; soit par voie 

enzymatique grâce à diverses enzymes dont majoritairement appartiennent à la famille des 

cytochromes P450 soit par auto-oxydation non enzymatique impliquant des agents chimiques 

et/ou physiques (Iuliano, 2011; Olkkonen et al., 2012). Ils sont composés d’un noyau stérol 

et de 27 atomes de carbones. Tous les oxystérols possèdent une structure chimique similaire; 

un cyclopentaphénanthrène tétracyclique avec une chaîne latérale en C17 et un groupe 

hydroxyle en C3. La différence entre eux se réside dans l’addition d'un groupement 

hydroxyle, cétone ou époxyde à différentes positions, particulièrement sur le cycle carboné B 

du cholestérol au niveau de carbone 4, 5, 6 et 7, ou sur la chaîne latérale aux positions 22, 24, 

25 et 27(Olkkonen et al., 2012).  

Ainsi; nous avons centré notre étude sur les effets cytotoxiques d’un oxystérol formé par 

oxydation au niveau de la position C7 du cholestérol c’est le « 7 β-hydroxycholesterol » (7 β-

OHC) qui sera détaillé dans la suite de ce chapitre. 

5.3.1. Origine des oxysrérols 

 5.3.1.1. Source endogène 

Généralement, il existe deux catégories principales d'oxystérols, ceux qui ont subi une 

oxydation au niveau cycle B du choléstérol (principalement en position C7), tels que le 7-

cétocholestrol (7-KC) et le 7β-hydroxycholestérol (7β-OHC); et ceux qui ont subi une 

oxydation au niveau de la chaîne latérale, tels que le 25-hydroxycholestérol (25-HC) et le 27-

hydroxycholestérol (27-HC). La plupart des oxystérols oxydés au niveau du cycle B du 

cholestérol sont formés par la voie non enzymatique alors que ceux qui sont oxydés sur les 

chaînes latérales sont les produits de la réaction enzymatique. Cependant, il ya une exception 

à cette règle puisque on trouve des oxystérols qui peuvent être formés à la fois par des 

réactions enzymatiques et non enzymatiques, c’est le cas du 7α-OHC 25-OHC, 7-KC et du 

7β-OHC.  

 Sources enzymatiques : La synthèse enzymatique des oxystérols fait intervenir 

différentes enzymes. Ces dernières sont classées en trois groupes: les oxydoréductases (les 

cytochromes P450, les cholestérol hydroxylases, les hydroxystéroïdes déshydrogénases et la 

squalèneépoxydase, les hydrolases (cholestérol époxyde hydrolase, cholestérol estérase) et 

les transférases (hydroxystéroïde, sulfotransférase, acyl-CoA cholestérol transférase, 

lécithine-cholestérol acyltransférase) (Mutemberezi et al., 2016). 
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Parmi les enzymes oxydoréductases, figure le corticostéroïde 11-béta- hydroxystéroïde 

déshydrogénase (11β-HSD), qui appartient à la famille des hydroxystéroïdes 

déshydrogénases, dont le rôle principal est d’amplifier l'action de glucocorticoïde 

intracellulaire en convertissant la cortisone inerte en cortisol actif. Cette enzyme est présente 

sous deux isoformes le 11β-HSD1 et le 11β-HSD2. En effet le 11β-HSD1, exprimé dans 

différents régions du cerveau, est responsable de l'inter-conversion réversible du 7-

cétocholestérol (7-KC) en 7β-OHC et vice versa (Holmes and Seckl, 2006; Mitić et al., 

2013). Ces derniers sont trouvés associés à de nombreuses maladies neurodégénératives tels 

que la MA, la MP et la SEP (Zarrouk et al., 2014). 

Le CYP7A1 appelé aussi 7α-hydroxylase appartient à la famille des cytochromes P450. 

Cette enzyme catalyse la formation du 7α-hydroxycholestérol (7α-OHC) ainsi que la 

formation du 7KC à partir du 7-déshydrocholestérol (précurseur du cholestérol) et de la 

vitamine D3. Elle est également responsable de la synthèse des acides biliaires. L’oxydation 

de la chaîne latérale du cholestérol (la région hydrophobe des lipoprotéines) est 

principalement produite par voie enzymatique fait intervenir différentes enzymes. Parmi ces 

les quelles figure la 27-hydroxylase appelée aussi CYP27A1 qui est une enzyme 

mitochondriale exprimée essentiellement dans le foie et les macrophages (Pikuleva, 2006). 

Cette enzyme catalyse la formation du 27-hydroxycholestérol et joue également le rôle d’un 

intermédiaire dans l’anabolisme des acides biliaires. La 24S-hydroxylase ou CYP46A1, 

localisée dans le réticulum endoplasmique et hautement exprimée dans les cellules neurales 

du cerveau (Björkhem et al., 1998), permet l'hydroxylation en position 24S du cholestérol et 

la formation du 24S-hydroxycholestérol (24S-OHC). La 25-hydroxylase n’est pas une 

enzyme à P450. Elle appartient à la famille des désaturases et des hydroxylases à motif 

tripartite au niveau du site actif. Cette enzyme catalyse la synthèse  du 25 hydroxycholestérol 

(25-OHC) par addition d‘un groupement hydroxyl en position 25 du cholestérol (Lund et al., 

1998). 

 Sources non enzymatiques : L'oxydation non enzymatique du cholestérol, appelée  

également auto-oxydation, peut être déclenchée par des traces de métaux (par exemple, Cu
2+

), 

de l’ultraviolet light, et /ou des ERO qui comprennent les peroxydes, les superoxydes, les 

radicaux hydroxyles ainsi que des espèces non radicalaires tels que l'oxygène singulet (1 O2) 

et l’azone (O3), menant à former de nombreux intermédiaires et produits finaux stables ou 

instables.  
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Cette auto-oxydation peut se produire dans les membranes cellulaires ou dans les 

lipoprotéines (LDL) qui transportent le cholestérol (Iuliano, 2011). Elle s’effectue 

préférentiellement au niveau du cycle B du cholestérol souvent localisée sur le carbone 7 

(Figure 11) puisque la liaison carbone (C)-hydrogène (H) est relativement faible au niveau de 

cette position. Cette oxydation forme principalement le 7-hydroxypéroxycholésterol (7-

OOHC) qui va former à son tour le 7α- OHC, le 7β-OHC et le 7-KC (Girotti et al., 2002). 

En effet, différentents oxystérols peuvent se former selon le type des espèces radicalaires ou 

non radicalaires qui affecte le cholestérol et la position sur laquelle ces espèces vont interagir. 

Les radicaux peroxyles formés en contact avec l’oxygène de l’air, s’interviennent dans 

l’oxydation du cholestérol au niveau cycle B du cholestérol formant principalement le 7α-

OHC et 7β-OHC et le 7-KC  (Murphy and Johnson, 2008).  

 

Figure 11: Schéma représentant la synthèse des différents oxystérols par voie 

enzymatiques et non enzymatiques 

L'oxydation du cholestérol se fait généralement selon deux étapes: une étape d’initiation et 

une étape de propagation. L'initiation est la première étape de la réaction de peroxydation 

lipidique qui se produit au niveau d’un carbone contenant un hydrogène labile, générant ainsi 
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la formation des espèces réactives qui vont ensuite recruter d'autres lipides non oxydés pour 

démarrer une réaction en chaîne appelée « phase de propagation ». En effet, la génération 

des radicaux hydroxyles (HO
·
) peut mener, par différents mécanismes (réaction de Fenton, 

action dupéroxynitrite ou radiation ionisante), à la formation d’un radical lipidique en C7 

(départ du proton aliphatique) qui va par la suite interagir avec une molécule de dioxygène à 

l’état triplet (3O2) pour produire un radical hydroperoxyde qui est hautement réactif. Ce 

dernier est capable de propager la réaction en captant un hydrogène d’une autre molécule pour 

donner naissance aux 7α-OHC et 7β-OHC. Par ailleurs, ces hydroperoxydes peuvent être 

réduire en radicaux alkyloxydes qui vont former à leurs tours différents le 7α- et le 7β-OHC 

(en arrachant un H
.
) ou le 7-KC (réaction avec un radical hydropéroxyde lipidique) (Iuliano, 

2011). 

L’oxydation du cholestérol peut s’effectuer sur d’autres carbones, comme le carbone 5 et 6 

pour former le 5,6-époxycholestérols. Elle peut également se produire au niveau de la chaîne 

latérale à différentes positions, au niveau du carbone 24, 25 ou 27 pour former le 24 (S)-

hydroxycholesterol (24 (s)), le 25-OHC et le 27-OHC respectivement (Figure 11). 

Comme cité précédemment, les oxystérols peuvent aussi être formés par des espèces non 

radicalaires, parmi lesquels figurent l’oxygène singulet (1’O2), qui induit la formation de 6-

hydropéroxydes et de 7-Hydropéroxydes, et l’ozone (O3) qui est impliqué dans la formation 

de 5,6β-EC et de 5,6-secostérol (Pulfer and Murphy, 2004). 

Il est important de souligner qu’il existe des oxystèrols formés à la fois par voie enzymatique 

et voie non enzymatiques (auto-oxydation) c’est le cas du 25-OHC, 7α-OHC, 7KC et l 7β-

OHC (Figure11). 

5.3.1.2. Sources exogènes liées à l’alimentation 

Les oxystérols peuvent aussi provenir de l’alimentation, notamment les aliments riches en 

cholestérol tels que le beurre, le lait, les œufs et la charcuterie. Ces derniers sont susceptibles 

d’être oxydés en raison de la haute température et/ou de la présence d’oxygène lors de leurs 

cuisson, ou leurs conservations (Schroepfer, 2000; Brzeska et al., 2016). Parmi ces 

oxystérols issus de l’alimentation, on distingue le 7-KC, le 7α-OHC et le 7β-OHC (Vejux 

and Lizard, 2009). Ces oxystérols sont principalement absorbés dans l’intestin, qui sont 

rapidement transportés dans le plasma pour être distribués vers les tissus grâce aux LDL 

(Vejux et al., 2008).  
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5.3.2. Rôle des oxystèrols 

Les oxystéroles sont des lipides bioactifs, qui participent principalement à la constitution des 

membranes (oxystérols estérifiés). Etant donnés que les oxystérols sont plus hydrophiles que 

les cholestérol, ils peuvent donc circuler plus rapidement et plus facilement à travers les 

membranes lipophiles, ce qui leur permet de jouer un rôle primordial dans la régulation de 

l’homéostasie du cholestérol, participent ainsi dans le retrocontrôle de la synthèse du 

cholestérol afin de limiter son accumulation et d’éliminer son excès (Meaney et al., 2002). En 

outre, ils peuvent interagir avec des récepteurs nucléaires assurant  ainsi le contrôle des gènes 

impliqués dans la régulation et l’homéostasie du cholestérol (Javitt, 2008). Les oxystérols 

sont aussi impliqués dans différents processus biologiques tels que la biosynthèse des 

hormones stéroïdiennes et la synthèse des acides biliaires (Russell, 2003; Griffiths et al., 

2017). En raison de leurs capacités à traverser facilement la BHE, il a été soupçoné que les 

oxystérols pourraient jouer un rôle important dans le cerveau  (Lütjohann et al., 1996) 

Plusieurs études ont souligné les effets toxiques des oxystérols et leurs implications dans  de 

nombreuses maladies liées à l’âge en particulier les maladies neurodégénératives tels que la 

MA, la MP et la SEP (Zarrouk et al., 2014). En effet, la toxicité des oxystérols est variable. 

Elle est principalement puissante avec le 7-KC le 7β-OHC (Vejux and Lizard, 2009). Grâce 

à leurs propriétés hydrophiles, les oxystérols peuvent s’accumuler au niveau des membranes 

lipidiques modifiant ainsi la fluidité membranaire, la perméabilité membranaire, l’activité des 

protéines transmembranaires, ou même interagir avec les rafts lipidiques ce qui induit des 

changements biophysiques et biochimiques néfastes (Olkkonen and Hynynen, 2009).  

Il est maintement bien établi que le stress oxydant, l’inflammation, les dommages 

mitochondriaux et la mort cellulaire sont les principaux acteurs de développement des 

maladies neurodégénératives. 

De nombreuses études in vitro, ont montré que les oxystérols notamment le 7KC et le 7β-

OHC possédent des effets pro-apoptotiques, pro-oxydants et/ou pro-inflammatoires et 

pourraient contribuer à la neurodégénéresence (Nury et al., 2015; Zarrouk et al.,2018; 

Sghaier et al., 2019a). En effet, le 7β-OHC est responsable de l’induction de la mort 

cellulaire par apoptose, sur différentes types cellulaires en particulier les cellules 

monocytaires humaines U937 (Vejux et al., 2008), les cellules du gliome du rat C6 (Clarion 

et al., 2012), les cellules épithéliales de pigment rétinal (Malvitte et al., 2008), et les 158N 

cellules (modèle cellulaire de SEP) (Nury et al., 2015). Il est également responsable de 

l’induction de l’inflammation sur les cellules endothéliales, en stimulant l’activation des 
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molécules d'adhésion VCAM1, ICAM1, l'IL1ß et E sélectine (Lemaire et al., 1998), et sur les 

macrophage et les monocytes en augmentant la sécrétion des interleukines notamment l'IL8, 

qui intervient dans l'attraction et le recrutement des leucocytes dans les zones inflammatoires. 

Ces données soulignent le rôle majeur du 7β-OHC dans l’inflammation qui est un 

dénominateur commun de toutes les maladies neurodégénératives (Liu et al., 1997). 

Par ailleurs, il a été démontré que le 7β-OHC, induit une mort cellulaire complexe connue 

sous le nom d’oxiapopotophagie, sur des cellules d’oligodendrocytes murins, impliquant 

simultanément l'oxydation, l'apoptose et l'autophagie (Ragot et al., 2013; Nury et al., 2015). 

Ceci suppose que le 7β-OHC pourrait être impliqué dans la mort des oligodendrocytes ainsi 

que dans la démyélinisation.  

L’ensemble de ces données suggère que le 7β-OHC, comme le 7KC, pourrait jouer un rôle 

potentiel dans l’initiation et/ou l’évolution des maladies neurodégénératives en particulier les 

maladies démyélinisantes comme la SEP (Vejux and Lizard, 2009; Zarrouk et al., 2014).  

Plusieurs travaux ont souligné l’implication de ces oxystérols (7β-OHC, 7KC) dans la 

pathogenèse de la MA. Des augmentations des taux plasmatiques et cérébraux du 7KC et du 

7β-OHC ont été rapportés chez les patients atteints de MA (Vaya and Schipper, 2007). En 

effet, le peptide β–amyloid et son précurseur APP catalysent l’oxydation du cholestérol en 7β-

OHC, considéré comme un agent très toxique, contribuant à son tour à l’évolution de cette 

pathologie (Nelson and Alkon, 2005). 

Les oxystérols sont également impliqués dans la pathogenèse de la MP. Une analyse 

lipidomique chez patients atteints de MP a révélé des taux accrus en oxystérols, notamment le 

7KC et le 7β-OHC,  dans les plasmas et au niveau des cortex visuels (Seet et al., 2010; 

Cheng et al., 2011).  

Par ailleurs, les oxystérols sembleraient largement contribuer au développement de la SEP. 

Etant donné que que le cholestérol est le majeur composant de la myéline. Dans les conditions 

du stress oxydant, le cholestérol est susceptible d’être transformé en oxystérols, induisant 

ainsi des effets toxiques au niveau de la myéline, des axones et des neurones favorisant la 

démyélinisation et le développement des maladies démyélinisation telles que la SEP. En effet,  

des taux élevés en 7KC ont été détectés dans le plasma et le LCR des patients atteints de SEP, 

associés à des dommages neuronaux suite à l’activation et à la migration des cellules 

microgliales dans le cerveau (Diestel et al., 2003). Une autre étude a montré une légère 

augmentation du taux du 7β-OHC cérébral chez les patients SEP (Leoni et al., 2005). 
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Il est important de signaler que le 7β-OHC pourrait se convertir en 7-kétocholéstérol (7KC) et 

vice versa via l’activité de l’enzyme 11β-HSD1 (Holmes and Seckl, 2006). De ce fait; le 7β-

OHC est souvent associé aux maladies dont le 7KC est impliqué.(Nury et al., 2015). 

L’accumulation de ces oxystérols dans le cerveau leurs rendent extrêmement toxiques. Ces 

données nous mènent à supposer que le 7KC et le 7β-OHC pourraient contribuer au 

développement et à la potentialisation de la SEP. En effet, l’augmentations des taux des 

oxystérols, en particulier le 7KC et le 7β-OHC, pourrait être associée aux multiples désordres 

tels que l’augmentation du stress oxydant, les altérations de métabolisme du choléstérol, les 

altérations du métabolisme lipidique, les dysfonctions mitochondriaux et la mort cellulaire 

(Nury et al., 2015; Zarrouk et al., 2018a). 

Il est donc important de développer des stratégies visant à améliorer l’élimination et/ou la 

dégradation de ces oxystérols en particulier le 7β-OHC, ce qui pourrait constituer une cible 

thérapeutique prometteuse. 

Dans ce contexte, différentes stratégies pourraient être proposées afin d’opposer aux effets 

délétères du 7β-OHC, ces stratégies sont les mêmes que celles décrites pour contrecarrer les 

effets du 7KC qui consistent à i) dégrader le 7β-OHC et / ou ii) l'inactiver via une sulfonation 

ou à une estérification avec des enzymes spécifiques et / ou iii) inhiber ses voies de 

signalisations conduisant à des effets toxiques, avec des facteurs naturels et ou des molécules 

synthétiques. La dernière approche pharmacologique consiste à connaitre les cibles cellulaires 

et les voies de signalisation activées par le 7β-OHC ainsi que les altérations métaboliques 

associées, dans le but d’identifier des cibles thérapeutiques et de nouvelles molécules 

naturelles et ou synthétiques capables de contrecarrer les effets toxiques du 7β-OHC. Dans ce 

contexte le DMF et la biotine, qui sont molécules utilisées dans le traitement de SEP-RR et 

SEP-P respectivement, sont supposées comme molécules capables de ralentir l’évolution et 

l’aggravation de la SEP. 

L’étude du mécanisme d’action du DMF et de son métabolite majeur MMF, a montré que ces 

molécules agissent en contrôlant l’état RedOx par l’activation des enzymes impliquant dans 

les réponses cytoprotectrices et antioxydantes (Havrdova et al., 2013), le fonctionnement 

mitochondrial et le métabolisme lipidique (Huang et al., 2015),  qui sont les principaux 

paramètres qui pourraient participer à la démyélinisation et au dévéloppement de la  SEP. 

De même la biotine est considérée comme molécule potentiellement promotrice via ses 

activités biologiques et cliniques, en agissant en tant qu’un cofacteur pour différentes 

carboxylases impliquées dans le cycle de krebs, contrôlant ainsi l’activité mitochondriale, et 
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le métabolisme lipidique. La biotine pourrait  ainsi stimuler la formation et la régénération de 

la myéline au niveau des oligodendrocytes, ce qui est considéré comme un mécanisme 

puissant dans le traitement de la SEP.(Sedel et al., 2016).  

L’ensemble de ces données met en faveur que le DMF, MMF et la biotine, auxquels nous 

nous sommes plus particulièrement intéressés dans cette thèse, pourraient contribuer à limiter 

les effets causals des oxystérols particulièrement du 7β-OHC, selon différents mécanismes : i)  

le contrôle de l’homéostasie RedOx, ii) le maintien d’un bon fonctionnement mitochondrial, 

iii) la régulation du métabolisme lipidique ainsi que iiii) la prévention de la mort cellulaire 

(des oligodendrocytes). 

Nous pouvons aussi supposer que la quantification de ces oxystérols en particulier le 7β-OHC 

et le 7KC (considéré comme un métabolite du 7β-OHC) dans le plasma et/ou 

préférentiellement dans le LCR pourrait se concidérer comme une alternative prometteuse 

pour la détection de la SEP et une cible thérapeutique interressante, pour guérir mais tout au 

moins retarder le plus possible l’évolution de la cette maladie. 

6. Neurodégénéréscence et mort cellulaire 

Maintenant, il est bien établi que l’amplification du stress oxydant, le dysfonctionnement des 

organites cellulaires en particulier les mitochondries et les lysosomes ainsi que les altérations 

du métabolisme lipidique (AG, cholestérol, oxystérols) contribuent au déclenchement de 

différentes formes de mort cellulaire (Boya and Kroemer, 2008; Kroemer et al., 2009). 

En effet; la mort cellulaire est un processus physiologique fondamental qui joue un rôle 

important dans l'ontogenèse et dans l'homéostasie cellulaire, nécessaire à la survie des 

organismes pluricellulaires. Cependant, sa dérégulation pourrait contribuer à l'apparition de 

nombreuses maladies en particulier les maladies neurodégénératives. Il existe trois types de 

mort cellulaire : une mort par apoptose (mort de type I), par nécrose (mort de type II) et par 

autophagie (mort de type III). 

L'apoptose (ou mort cellulaire programmée de type I) est induite par différents agents 

biologiques, chimiques et physiques. Elle est impliquée dans le maintien de l’homéostasie 

cellulaire et tissulaire, ainsi que dans le développement et la différenciation cellulaire 

(embryogenèse). Elle est également impliquée dans de nombreux processus pathologiques. 

L’apoptose est définie, morphologiquement, par une perte d’adhésion, une diminution du 

volume cellulaire accompagnée par une condensation du noyau et une fragmentation du 
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réseau mitochondrial. Ces changements sont associés à une fragmentation de l’ADN et à la 

formation du corps apoptotiques suite au bourgeonnement de la membrane plasmique. 

Il existe deux principales voies à l’origine du déclenchement de la mort cellulaire par 

apoptose :  

* Une voie extrinsèque (voie des récepteurs de mort) qui est initiée par l’activation de 

récepteurs de mort appartenant à la superfamille des TNF, conduisant ainsi à l’activation 

directe des caspases, qui sont des protéines à cystéine (Salvesen and Dixit, 1997). 

* Une voie intrinsèque appelée aussi voie de signalisation mitochondriale (voie 

mitochondriale) qui est activée par différents signaux intracellulaires, tels que le stress 

oxydant, qui peuvent modifier l’expression de certains facteurs membranaires. Ceci conduit à 

une dépolarisation mitochondriale (ΔѰm) associée à une activation d'une cascade de caspases 

contribuant à de nombreuses modifications morphologiques et biochimiques, y compris la 

fragmentation internucléosomale de l'ADN (Kerr, 2002). 

Cependant dans certaines conditions, la perte de ΔѰm peut favoriser la libération du facteur 

inducteur de l'apoptose (AIF) (Joza et al., 2009) et de l’endonucléase G (EndoG) qui 

pourraient déclencher une mort cellulaire indépendante des caspases (Widlak and 

Garrard, 2006). 

L’apoptose peut conduire à une nécrose secondaire qui est caractérisée par un gonflement 

des cellules et des organites cellaires et une augmentation de la perméabilité cellulaire  

associée à une rupture de la membrane plasmique (Fink and Cookson, 2005; Tobinick, 

2009). Les cellules nécrotiques sont caractérisées par une externalisation 

dephosphatidylsérine et par une augmentation de la perméabilité à l'iodure de propidium ou à 

l'aminoactinomycine D (Lecoeur et al., 2002). Dans ces conditions, la dépolarisation 

mitochondriale est souvent associée au gonflement mitochondrial résultant d'une rupture de 

l'osmolarité, ce qui entraîne une oncose qui précède la nécrose (Fink and Cookson, 2005). 

Outre les changements morphologiques, les cellules nécrotiques se déférent de cellules 

apoptotiques par l’absence de l’activation de la caspase.  

L’autophagie (mort cellulaire de type III) a fait l'objet de nombreuses études (Ogier-Denis 

and Codogno, 2003). Ce type de mort cellulaire est largement impliqué dans le 

renouvellement des protéines, des ARN et d’autres macromolécules cytoplasmiques. 

L'autophagie est stimulée par différents facteurs tels que la privation d'acides aminés le 

traitement par la rapamycine, les hormones stéroïdiennes et les oxystérols (Vejux et al., 2008; 

Nury et al., 2015). Elle est impliquée dans les mécanismes de survie cellulaire et de recyclage 



Revue Bibliographique 

74 

des molécules ou des structures cellulaires altérées (Hasima and Ozpolat, 2014) et est 

indépendante des caspases (Hayat, 2016) et pourrait également contribuer à la mort cellulaire. 

En effet, les cellules qui ont subi une autophagie ayant une morphologie spécifique associée à 

une dégradation des composants cytoplasmiques formant ainsi de de nombreuses vacuoles 

(Badadani, 2012).  

Il existe maintenant des arguments en faveur de l’implication de ces différents modes de mort 

cellulaire dans les processus neurodégénératifs associés au développement de différentes 

maladies neurodégénératives. 

L’apoptose semble impliquée dans la MA. Des des taux élevés de TNFα cérébraux ont été 

identifiés chez les malades MA (Blasko et al., 2001). Ces derniers sont impliqués dans la 

production de peptide Aβ et dans la potentialisation de sa neurotoxicité. 

En outre, une augmentation de l’immunoréactivité du récepteur Fas et de son ligand Fas L a 

été révélée au niveau des plaques séniles et des neurites des patients de MA, associée à une 

activation de la caspase-8 (Su et al., 2003).  En faveur de ces données, une autre étude a 

montré une augmentation du niveau de Fas et FasL associée à une activation de la voie JNK 

(Morishima et al., 2001). Dans la MA, l’apoptose peut se déclencher aussi par la voie 

mitochondriale. En effet, l’analyse post-mortem de cortex d’un cerveau MA a révélé une 

augmentation de l’expression des homologues pro-apoptotiques de Bcl-2 (Zhao et al., 2016). 

En outre, une augmentation des taux d’autres protéines pro apoptotiques (PAR-4 (prostate 

apoptosis response-4)) associée à une dégénérescence neuronale, via l’activation de la voie  

mitochondriale de l’apoptose, a été reportée chez les patients atteints de MA (Passananti and 

Fanciulli, 2007). Par ailleurs, plusieurs études ont mis en évidence l’activation de différentes 

caspases dans la MA notamment les caspases-3, -6, -8 et -9, qui sont impliquées dans le 

clivage de la protéine Tau dans le cerveau des patients atteints de MA (Lee and Shea, 2012). 

L’autophagie joue également un rôle important dans la physiopathologie de la MA. Elle 

impliquée dans la production de peptide-amyloïde et l’augmentation de l’activité γ-sécrétasse, 

d’où l’évolution de la MA (Wolfe et al., 2013; Liang and Jia, 2014).  

Plusieurs études ont décrit également l’implication de l’apoptose dans la MP. En effet, un 

profil de dégradation d’ADN spécifique à l’apoptose et des noyaux apoptotiques ont été 

observés chez patients atteints de MP (Anglade et al., 1997). En outre, une forte expression 

de formes actives de caspases -1, -3, -8, -9 a été révélée dans les neurones dopaminergiques 

de la substance noire chez les patients MP. (Tatton, 2000). D’autre études ont suggéré 

l’implication des récepteurs de mort cellulaire (FAS et FADD) dans la MP (Hartmann, 
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2004). La voie d’autophagie semble aussi être impliquée dans la MP. Une dysrégulation de la 

voie d’autophagie a été révélée dans le cerveau MP, associée à une accumulation de α-

synuclein et la formation des inclusions cytosoliques conduisant à la neurodégénérésence dans 

la MP (Engelender, 2008). 

Passant maintenant à la SEP, ou le processus d’apoptose est fortement présent et est impliqué 

dans le maintien de l’homéostasie cellulaire et le contrôle des réponses immunitaires dans 

SEP. Néanmoins il peut se trouver exacerbé dans cette pathologie (M Reichardt and 

Luhder, 2012). 

L’une des causes importantes de la pathogenèse de la SEP est la capacité des cellules T à 

s’échapper l'apoptose (Pender, 1998). Par conséquent, l'incapacité du système immunitaire à 

éliminer les lymphocytes autoréactifs est due certainement à un défaut dans la machinerie de 

la mort cellulaire. Dans ce contexte, Satoh et ses collaborateurs (2005) ont révélé par la 

technique de puce à ADN, une dysrégulation de la plus part des gènes codant pour les 

protéines (pro-apoptotiques et/ ou anti-apoptotiques) associées à l’activation des voies de 

signalisation conduisant à l’apoptose, ainsi qu’une diminution de l’expression des gènes 

impliqués dans la réplication et le remodelage de l’ADN chez les patients atteints de SEP RR, 

ce qui suggère des dommages d’ADN liées à l’apoptose (Satoh et al., 2005). 

L’amplification de l’action apoptotique a été aussi prouvée par une autre étude, qui a montré 

une élévation des taux d’ARNm de Fas (récepteur de mort), de son ligand  Fas L et de ligand 

liée au TNF (TRAIL) dans les cellules mononuclées du sang périphérique des patients atteints 

de SEP RR, tandis que les lignées cellulaires des lymphocytes T présentent un défaut 

fonctionnel dans la voie de signalisation Fas (Comi et al., 2000). D’autre part, des études 

histopathologiques ont montré une augmentation de l'expression de la Bcl-2 dans les 

lymphocytes au niveau des lésions SEP (Zettl et al., 1998). La surexpression de la Bcl-2 pro-

apoptotique est anticipée pour induire l'accumulation des cellules T auto-réactives impliquées 

dans la pathogenèse de la SEP et l’évolution de la cette maladie (Dastmalchi et al., 2018).  

Par ailleurs, étant donné que la casp-8 est vitale pour la suppression de la voie nécroptotique, 

une activation défectueuse de cette caspase favorise l’inflammation ce qui pourrait conduire 

au développement de la SEP (Dastmalchi et al., 2018). 

Il est aussi important de noter que les oligodendrocytes sont de loin les cellules les plus 

sensibles au processus de mort cellulaire au niveau SNC. Ceci est lié au fait que la céramide, 

composant de sphingolipides de la myéline, peut activer la signalisation pro-apoptotique (voie 

sphingomyélinase / céramide) en réponse à une lésion oxydative (Schenck et al., 2007). Ces 
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données confirment l’implication des voies intrinsèques, extrinsèques (Initiation de 

l’apoptose) et nécroapaptotiques dans le développement de la SEP. 

Il paraît également que l’autophagie est impliquée dans la pathogenèse de la SEP. En effet, 

dans les lésions SEP, une baisse de l'expression de Lamp2 (Lysosomal-associated membrane 

protein) a été identifiée, ce qui prouve une altération du mécanisme de l'autophagie 

(Lindberg et al., 2004). De plus, dans le modèle EAE aiguë et chronique, l'agrégation des 

protéines dans la moelle épinière et la diminution du ratio LC3-II / LC3-I suggèrent une 

altération du mécanisme d’autophagie (Dasgupta et al., 2013). Cependant, des données in 

vivo sur des patients atteints de SEP RR ont révélé une augmentation de l’expression d’un 

géne lié à l'autophagie (ATG 5) dans les lymphocytes T cérébrales chez les patients atteints de 

SEP RR de l'EAE et (Alirezaei et al., 2009). De plus, l’inhibition de l’autophagie suite à 

l’activation de la voie de signalisation mTOR, rétablit la régénération des axones dans le 

SNC, phénomène important pour la remyélinisation dans la SEP (Park et al., 2008). Une 

étude plus récentes a montré une altération de l'expression de plusieurs gènes liés à 

l'autophagie (tels que ATG9A, GAA (lysosomal acide glucosidase)) chez des patients SEP 

(Igci et al., 2016). 

L’ensemble de ces données indiquent que le mécanisme d’autophagie dans la pathogenèse de 

la SEP reste encore confus et mal connu. L’implication de l’autophagie à différents stades de 

la maladie et au niveau des différents types cellulaires nécessite des recherches plus poussées 

pour déterminer le lien de causalité entre l'autophagie et la SEP. 

Par ailleurs, de nombreuses études in vitro ont montré que les oxystérols, notamment le 7β-

OHC, sont des puissants inducteurs d’apoptose, et peuvent également induire la nécrose et 

l’autophagie sur différents types cellulaires en particulier sur les  158N (modèle d’étude de 

SEP in vitro) (Malvitte et al., 2008; Vejux and Lizard, 2009; Clarion et al., 2012; Nury et 

al., 2015). Sur ces cellules, le 7β-OHC induit un mode complexe de mort cellulaire 

« oxyapoptophagie» impliquant un stress oxydant, une apoptose associée à des 

dysfonctionnements mitochondriaux et possédant des caractéristiques d’autophagie 

(augmentation du ratio LC3-II/LC3-I)  (Vejux and Lizard, 2009; Ragot et al., 2013; Nury 

et al., 2015). 
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III. Modèles d’étude de la sclérose en plaques 

1.  Modèles in vitro 

Le modèle cellulaire in vitro constitue une étape fondamentale pour mieux comprendre la 

physiopathogenèse de la maladie ainsi que ses mécanismes pathologiques associés. Cette 

approche (in vitro) permet d’étudier les mécanismes de certaines molécules et d’identifier des 

nouvelles cibles pharmacologiques. 

Les oligodendrocytes murines: en cultures primaires, présents dans des cultures 

organotypiques, ou des lignées d’oligodendrocytes murins (158N), sont concidérés comme 

des bons modèles pour l’étude de la SEP.  

La lignée cellulaire 158N expriment les protéines de myéline telles que leMOG, MBP, PLP et 

possèdent des peroxysomes fonctionnels (Feutz et al., 2001; Simons and Trajkovic, 2006; 

Baarine M et al, 2009). L‘expression de ces protéines indique que cette lignée 

oligodendrocytaire 158N constitue un outil intéressant pour évaluer les effets de molécules 

sur des cellules présentant des caractéristques d‘oligodendrocytes différenciés matures. 

Une autre lignée cellulaire a été également mise en évidence pour aborder la SEP, elle s’agit 

d’une lignée d’oligodendrocyte humain MO3.13 qui constitue également un modèle 

interréssant pour l'étude du développement de la SEP in vitro (Huang and Freter, 2015). 

Dans la SEP, l’altération de la perméabilité de la BHE est suspectée comme étant l’une des 

premières étapes de la physiopathologie de cette maladie. Dans ce contexte, l’équipe de 

Wong (2007) a développé un modèle de BHE in vitro pour évoquer le contexte inflammatoire 

de la maladie (Wong et al., 2007).  Par ailleurs, des méthodes microfluidiques en particulier 

des méthodes de « Body on Ships » faisant appel à des iPSCs (inducible pluripotent stem 

cells) ont été récemment mises en place pour l’étude de la SEP. Il s’agit d’une 

reprogrammation des érythroblastes en cellules souches pluripotentes induites et à partir de 

celles-ci obtenir des astrocytes, cellules clés dans la neuroinflammation. Une grande 

similitude a été observée entre ces astrocytes dérivés de cellules souches et des astrocytes 

isolés de cerveau humain, et décrire le profil réactif de ces astrocytes au contact de cytokines 

inflammatoires caractéristiques de la SEP. Ce modèle permet d’évaluer le profil 

inflammatoire et immunitaire de la maladie ainsi que les interactions possibles entre les 

cellules du système nerveux et les cellules immunitaires. Cette technologie ouvre de grandes 

possibilités d’étude dans le domaine de la SEP (Perriot et al., 2018)  
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2.  Modèle in vivo  

Le choix d'un modèle animal pour l'étude de la SEP reste encore un majeur problème, puisque 

les modèles animaux de la SEP disponibles actuellement ne développent qu'une partie des 

aspects de la pathologie Le modèle animal le plus utilisé dans la SEP est celui de l’EAE qui 

est un modèle de maladie immunitaire du SNC (X-ALD). Ce modèle animal présente des 

signes cliniques semblables à ceux de la SEP sous sa forme inflammatoire (SEP-RR) 

(Constantinescu et al., 2011). 

Le modèle EAE est réalisé en injectant des extraits de cerveaux de lapin chez le singe ce qui 

entraine une infiltration de cellules immunitaires et une démyélinisation périvasculaire du 

SNC (Salou et al., 2013). Cependant, le modèle EAE murin est le plus utilisé dans la SEP. 

C’est un modèle basé sur la stimulation du système immunitaire périphérique, en injectant des 

émulsions d’adjuvants de Freund associées à des protéines de myéline (MBP, PLP ou MOG). 

Le modèle MBP a été identifié comme étant le modèle le plus inflammatoire. Par ailleurs, il a 

été démontré que le transfert de lymphocytes T de souris EAE à des souris naïves induit des 

symptômes évoquant la SEP (Folch and Lees, 1951; Zhang et al., 2004; Bittner et al., 

2014). Après une période de trois semaines, ces souris commencent à présenter des lésions 

péri-vasculaires au sein du SNC, ainsi qu’une surproduction d’anticorps dans le parenchyme 

cérébral et le LCR. Ces phénomènes biologiques sont associés à différents autres signes tels 

que: la perte de poids, la paralysie de la queue, les troubles de l’équilibre.  

Les souries trembleuses « quaking viable mouse – qk(v) » ont été aussi concidérées comme 

des modèles d’étude de la SEP. Ces souris présentent des tremblements après leurs 

naissances. La démyélinisation provient de l’incapacité de ces souris qk(v) à produire des 

oligodendrocytes matures (Larocque and Richard, 2005). Il existe aussi un modèle de SEP 

progressive qui est obtenu par injection du cuprizone (Torkildsen et al., 2008; Ransohoff, 

2012).  
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Actuellement, il est bien établi que la sclérose en plaque (SEP) est une maladie 

neurodégénérative associée à de nombreuses perturbations inflammatoires accompagnées 

d’un déséquilibre du statut Red/Ox, d’un désordre du métabolisme mitochondrial et 

peroxysomal  et d’une altération du métabolisme lipidique conduisant à une destruction de 

la myéline et à une une mort neuronale (Mahad et al., 2015). La myéline est synthétisée 

par des oligodendrocytes dont le cholestérol est le majeur constituant. Dans les conditions 

du stress oxydant, phénomène clé de la pathogenèse de la SEP, le cholésterol devient 

susceptible à l’oxydation générant ainsi des oxystérols, en particulier le 7β-

hydroxycholestérol (7β-OHC) et le 7-kétocholéstérol (7KC). Cet dernier est cytotoxique 

vue son implication dans l’altération de l’homéostasie lipidique, l’amplification du stress 

oxydant, les dysfonctions mitochondriaux et l’induction de la mort cellulaire (Nury et al., 

2015). Des taux élévés en 7KC ont été identifiés chez des patients atteints de maladies 

neurodégénératives dont la SEP. En effet, le 7KC peut étre converti en 7β-OHC via 

l’activité de 11β-HSD1  et vice versa (Holmes and Seckl, 2006). Il convient donc de 

supposer que le 7β-OHC pourrait être impliqué directement ou indirectement dans la 

pathogenèse de la SEP. 

Compte tenu du nombre croissant d’agents thérapeutiques présentant différents modes 

d’actions, d’applications, d’efficacités, et de tolérabilités, choisir un médicament efficace 

offrant des améliorations autant biologiques que cliniques pour les patients SEP, est un défi 

qui se heurte à la difficulté. De ce fait, il est important d’intégrer les études et les données 

cliniques à celles biologiques afin de trouver le ou les médicaments les plus efficaces pour 

chaque patient. Il convient donc de mieux connaître les activités des molécules utilisées et 

leurs cibles potentielles pour optimiser leurs efficacités afin de les utiliser dans des 

conditions optimales pour permettre sinon de guérir, mais tout au moins d’améliorer le plus 

possible l’état des malades et à défaut de retarder l’évolution de la maladie. Parmi ces 

molécules figure le DMF qui constitue un traitement de fond de la SEP RR ainsi que son 

métabolite majeur le MMF, et la biotine à fortes doses (MD1003) traitement de la SEP P.  
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Dans la présente étude, différents objectifs ont été fixés : 

 

 Déterminer les paramètres associés à la pathogenèse de la SEP incluant les 

marqueurs du stress oxydant (les HODE et les oxystérols en particulier le 7β-

OHC), du métabolisme lipidique (profil d’acides gras) via une étude clinique 

préliminaire cas-témoins menée sur 10 patients atteints de SEP RR et 10 Témoins. 

 Déterminer l’activité cytotoxique du 7β-OHC sur des cellules oligodendrocytaires 

murines 158N, cellules productrices de la myéline, sur divers paramètres associés 

au développement de la SEP à savoir : le stress oxydant, le dysfonctionnement 

mitochondrial et peroxysomal, l’altération du profil lipidique, la destruction de la 

gaîne de myéline et la mort cellulaire. 

 Evaluer l’efficacité de différents traitements (DMF, MMF et Biotine), actuellement 

employés pour soigner les malades SEP, à s’opposer aux effets toxiques du 7β-

OHC, et identifier leur cible cellulaire et leur mode d’action. 
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I. Etude clinique préliminaire 

Notre étude préliminaire est une étude cas-témoins. Cette étude a inclus des malades 

atteints de SEP RR recrutés sur la région dijonnaise (au CHU de Dijon) ainsi que des sujets 

présentent des atteintes neurologiques autre que la SEP (polyradiculo-neuropathies, 

polyneuropathies, myéloradiculopathies) en utilisant le matériel biologique suivant : 

plasma et liquide céphalorachidien (LCR) fournies par la bio-banque dijonnaise de 

Sclérose en Plaques (Responsable scientifique : Prof. Thibault Moreau).  

Au total, nous avons étudiés 10 patients (SEP RR) et 10 patients non SEP. Nous avons, 

avec le consentement éclairé des patients, utilisé leurs plasmas et leurs liquides céphalo 

rachidien (LCR) pour effectuer des dosages d’acides gras, d’oxystérols, ainsi que des 

hydroxy-acides octodecadenoïques (HODEs). La fraction lipidique est extraite par la 

méthode de Folch et al (1957) (Folch et al., 1957). La composition en acides gras, en 

oxystérols ainsi qu’en HODES est évaluée par chromatographie en phase gazeuse (CPG) et 

par chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (CG-SM).  

II. Culture cellulaire 

1. Lignée cellulaire 

Pour les tests in vitro on a utilisé comme outil biologique une lignée cellulaire murine 

158N. Ce sont des cellules oligodendrocytaires murines, immortalisées par l’antigène T du 

virus SV40 à partir d’une culture primaire mixte de cerveau de souris mâles sauvages 

Tabby (Ta/Y) et présentant les caractéristiques des oligodendrocytes différenciés (Baarine 

et al., 2009). Cette lignée cellulaire constitue un modèle intéressant pour aborder les 

dysfonctionnements métaboliques et cellulaires associés aux oxystérols afin de mieux 

comprendre la physiopathologie de la SEP. Ces cellules expriment fortement les protéines de  

myéline notamment PLP, MBP, MOG et CNPase, les transporteurs peroxysomaux (Abcd1 et 

Abcd3) ainsi que les enzymes impliquées dans la β-oxydation peroxysomale des AGTLC tels 

que l’Acox1 (Baarine et al., 2009).  

2.  Culture et traitement des cellules 

Les cellules 158N sont cultivées dans un milieu Dulbecco's Modified Eagle Medium 

(DMEM) (Lonza, Amboise, France), contenant les nutriments indispensables à la survie 

cellulaire tels que les ions minéraux, les cofacteurs, les vitamines, les acides aminés et le 

glucose, supplémenté avec 5% de sérum de veau fœtal (SVF) décomplémenté (chauffage à 
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56°C pendant 30 minutes), qui apporte les facteurs de croissance indispensable, et 1% 

d’antibiotiques (pénicilline, streptomycine) (Dutscher), afin d’éviter les proliférations 

bactériennes. Ce qui constitue un milieu de culture complet. 

Les 158N sont cultivées en boites de Pétri (100x20 mm style, BD Biosciences) à une densité 

de 2 x 10
6 

cellules (10 mL de milieu de culture) à 37°C dans un incubateur à atmosphère 

humide contenant 5 % de CO2 et entretenues deux fois par semaine. Lorsque les cellules 

arrivent à confluence et en vue de leurs passages, le milieu de culture épuisé est éliminé et 

les cellules adhérentes sont rincées avec 2 mL de PBS (Phosphate Buffered Saline) sans 

calcium et sans magnésium afin d’éliminer toute trace d’inhibiteur de trypsine. Ensuite, les 

cellules sont décollées grâce à l’action conjuguée de trypsine (0,5 mg/mL) et d’EDTA (0,2 

mg/mL) (Pan Biotech) (2mL par boite de Pétri (100x20 mm style, BD Biosciences)), puis 

incubées à 37°C pendant 2 à 3 minutes. Une fois les cellules détachées, elles sont 

dispersées dans du milieu de culture (afin d’arrêter l’action de trypsine), puis centrifugées à 

250 g pendant 5 min. Le surnageant est éliminé et le culot cellulaire est repris dans 10 mL 

de milieu de culture. Les cellules sont ensuite comptées graçe à une cellule de Malassez. 2 

mL de la suspension cellulaire ont été mises de nouveau en culture en ajoutant 8 mL de 

milieu de culture complet frais. 

 Le 7β-hydroxycholestérol (7β-OHC) a été fourni par le professeur Mohammad 

Samadi (Metz, France) (Carvalho et al., 2009); le contrôle de la qualité est réalisé 

avec les spectres RMN 1H et 13C obtenus avec un spectromètre Bruker Avance 

400; la pureté était> 99%. La solution mère de 7β-OHC est préparée comme suit : 

5mg de 7β-OHC sont solubilisés dans 250 µL d’éthanol absolue, ensuite dilués 

dans de milieu de culture complet pour avoir une solution de 800 µg / mL (2 mM). 

Cette solution est soniquée pendant 10 min ensuite conservée à 4 ° C. La 

concentration d’éthanol correspondante est de 0.1% 

 

 La solution mère de Diméthyle fumarate (DMF) (ref: 242926, Sigma-Aldrich) et 

celle de son métabolite majeur le Monométhyle fumarate (MMF) (ref: 651419; 

Sigma-Aldrich) sont préparées comme suit : 0,0144g et 0,0130g de DMF et de 

MMF respectivement sont dissous dans 2 mL de DMSO pour avoir une 

concentration de 5 mM, qui seront ensuite stockés à -20°C. La concentration du 

DMSO correspondante est de 0,05%. 
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 Une solution mère de la biotine (Sigma-Aldrich) est préparée à 0,5 mM dans le 

milieu de culture comme suit: 0,0012g de biotine sont dissous dans 10 mL de 

milieu de culture complet, ensuite vortexés pendant 5 min puis stockés à -20 ° C.  

 

 La vitamine E (α-tocophérol, réf: T3251, Sigma-Aldrich) est préparée en dissolvant 

0,34g dans un mL d’éthanol absolu pour avoir une concentration de 80 mM 

(utilisée à 400 µM sur les cellules), comme décrit précédemment (Ragot et al., 

2013). Dans ces conditions la concentration finale d’éthanol est de 0.6 %. 

 

Les cellules 158N sont cultivées pendant 24 h soit dans des plaques à six puits à raison de 

30 000 cellules par cm
2
 (240 000 cellules par puits de 6 plaques à puits) avec 2 mL de 

DMEM, soit dans des boîtes de Pétri (10 cm de diamètre) à raison de 30 000 cellules / cm
2
 

(2,35 x 10
6
). Les cellules sont ensuite incubées pendant 24 h en présence ou en absence du 

7β-OHC 20 µg/ml (50 µM) associés ou non au DMF (25µM), au MMF ((25µM), à la 

Biotine (10 et 100 nM) ou à l’α-tocophérol (400µM), ajoutés 2h avant l’ajout du 7β-OHC. 

 

 Le 7β-OHC (50 µM) est choisi en raison de sa forte toxicité. A cette concentration 

(50 µM), le 7β-OHC induit des dysfonctionnements mitochondriaux et 

peroxysomaux ainsi qu’une mort cellulaire complexe (oxiapopotophagie) 

notamment sur les cellules 158 (Ragot et al., 2013; Nury et al., 2015). 

 

 Le DMF et le MMF sont utilisés à 25 µM, c’est la faible concentration qui protège 

les cellules 158N contre les effets délétères du 7β-OHC (50 µM).  

 

 La biotine est utilisée à 10 et 100 nM en fonction de mesures effectuées sur du 

plasma humain de sujets sains et malades atteints de SEP (Anagnostouli et al., 

1999). Ce sont les plus faibles concentrations qui induisent une protection sur les 

158N contre la toxicité induite par le 7β-OHC. 

 

 Dans cette étude, l’α-tocophérol est utilisée comme un contrôle positif, en raison de 

sa capacité à contrecarrer les effets du 7β-OHC sur les cellules 158N (Ragot et al., 

2011; Nury et al., 2015) . 
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3. Analyse de la morphologie cellulaire par microscopie à contraste de phase 

Après 24 heures de traitement avec ou sans 7β-OHC (50 µM) en présence ou en absence 

du DMF (25µM), du MMF (25 µM), de la biotine (10 et 100 nM) ou de l’α-tocophérol 

(400 µM). La morphologie et la densité cellulaire des cellules 158N sont déterminées à 

l’aide d’un microscope à contraste de phase inversée (Axiovert 40 CFL, Zeiss, Jena, 

Allemagne), équipée d’une caméra Axiocam ICm1 (Zeiss) avec un logiciel Axiovision 

(Zeiss). 

4. Analyse de l'adhérence cellulaire par coloration au crystal violet 

Le crystal violet est utilisé pour quantifier les cellules adhérentes (Colin et al., 2011), 

puisqu’il colore les noyaux avec une couleur violet foncé ce qui permet à visualiser les 

noyaux et d’évaluer ainsi l’adhérence et  la confluence cellulaire. Les cellules 158N sont 

cultivées en présence ou en absence du 7β-OHC (50 µM) associées ou non au DMF 

(25µM), au MMF (25µM), à la biotine (10 et 100 nM) ou à l'α-tocophérol (400 µM) 

pendant 24 h. À la fin du traitement, les cellules adhérentes sont lavées 2 fois avec du PBS 

pour éliminer les cellules non adhérantes, puis colorées au crystal violet pendant 5 min. 

l’excé de colorant est éliminé en effectuant trois lavages avec de l'eau distillée. Après 10 

min de séchage à température ambiante, le crystal violet est dissous avec du citrate de 

sodium à 0,1%, dilué dans de l'éthanol à 50%. L'absorbance est mesurée à 570 nm à l'aide 

d'un lecteur de microplaques (TecanSunrise. Tecan, Lyon, France). 

5.   Evaluation du statut mitochondrial 

5.1.  Evaluation de l’activité de succinate déshydrogénase mitochondriale et/ou la 

prolifération cellulaire par le test MTT 

Le test MTT est utilisé pour évaluer l'activité de la succinate déshydrogénase 

mitochondriale ce qui nous donne une indication sur la viabilité cellulaire et / ou la 

prolifération cellulaire. Cette méthode colorimétrique consiste à mesurer la capacité des 

cellules à réduire le bromure de sel de tétrazolium 3- (4,5-diméthylthiazol-2-yl) -2,5-

diphényltétrazoilum (MTT) de couleur jaune en formazan de couleur violet foncé 

insoluble, par l’enzyme de la succinate déshydrogénase. Seules les cellules 

métaboliquement actives peuvent transformer le MTT en formazan (Malvitte et al., 2008). 

Les cellules 158N sont cultivées en plaques 6 puits puis traitées avec du DMF (25µM), du 

MMF (25µM), de la biotine (10, 100 nM) ou de l’α-tocophérol (400 µM) en présence ou 

en absence du 7β-OHC (50 µM). Après 24 h du traitement, le milieu épuisé est éliminé et 



Matériel et Méthodes 

85                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                     

les cellules adhérentes sont incubées en présence d’une solution de MTT (0.05 mg/mL) 

pendant 3h à 37°C en atmosphère humide contenant 5% de CO2. La solution de MTT est 

ensuite éliminée et les les cellules adhérentes sont rincées deux fois avec du PBS. Les 

cristaux de formazan insolubles formés sont dissous dans une solution de DMSO et 

l'absorbance est lue à 570 nm avec un lecteur de microplaques (TECAN Sunrise, Tecan, 

Lyon, France). L’activité de la succinate déshydrogénase correspondant à chaque condition 

est déterminée par rapport à celle des cellules contrôles.  

5.2. Evaluation du potentiel transmembranaire mitochondrial par le 3,3'- 

dihexyloxacarbocyanineiodide : DiOC6(3) 

Le potentiel de la membrane mitochondrial est la résultante de mouvements de protons 

transmembranaires qui créent un gradient électrochimique entre l’espace inter 

membranaire et la matrice mitochondriale. 

Cette variation du potentiel transmembranaire mitochondrial (ΔΨm) est évaluée par 

cytométrie en flux à l’aide d’un colorant lipophile cationique 3,3'-dihexyloxacarbocyanine 

iodure (DiOC6 (3)) (λEx max= 488 nm ; λEm max= 501 nm), qui s’accumule dans la matrice 

mitochondriale en fonction de ΔΨm (Berthier et al., 2004; Ragot et al., 2013). En effet, 

la mesure de ΔΨm est souvent utilisée pour caractériser l‘activité métabolique 

mitochondriale et/ou une mort cellulaire à un stade précoce (Chen., 1988). 

La baisse ou la perte de ΔΨm est indiquée par une diminution de l'intensité de la 

fluorescence verte collectée à travers un filtre passe-bande de 520 ± 10 nm.  

La solution mère de DiOC6(3) est préparée dans le DMSO à une concentration de 1 mM 

ensuite diluée dans l’eau distillée à une concentration de 20 μM et concervée à -20 °C. 

Cette solution est utilisée sur les cellules à une concentration finale de 40 nM. 

 À la fin du traitement, les cellules adhérentes et non adhérentes sont collectées ensuite 

mises en suspension dans un 1 mL de PBS. Après 15 min d’incubation à 37°C avec de 

DiOC6(3) (40 nM) l’analyse est réalisée extemporanément par cytométrie en flux (Galaxy / 

Partec). 10 000 cellules par échantillon sont recueillies et les données sont analysées avec 

le logiciel FlowJo (Tree Star Inc., Ashland, OR, USA). 

Le pourcentage de cellules avec des mitochondries dépolarisées correspond au pourcentage 

des cellules DiOC6(3) négatives. 
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5.3. Evaluation de la masse mitochondriale par coloration au Mitotracker Red 

Le Mitotracker (Thermo Fischer Scientific) est un fluorochrome qui permet de mesurer la 

masse mitochondriale grâce à sa capacité à diffuser à travers la membrane plasmique pour 

s’accumuler dans les mitochondries métaboliquement actives. 

Pour évaluer l’effet des différentes molécules testées sur la masse mitochondriale, les 

cellules 158N (adhérentes et non adhérentes) traitées en présence ou en absence du 7β-

OHC (50 µM), associées ou non au DMF (25 µM), au MMF (25µM), à la biotine (10 et 

100 nM) ou à l’α-tocophérol (400 µM) pendant 24 h sont collectées par trypsination, 

lavées avec du DMEM préalablement préchauffé (37 ° C) sans SVF, puis incubées (30 

min, 37°C) avec une solution de Mitotracker Red (100 nM) préparée dans du DMEM sans 

SVF. 

A la fin de l’incubation, les cellules sont lavées avec du PBS et suspendues dans 1 mL de 

PBS fraîchement préchauffé pour être analysées par cytométrie en flux (FACS Aria III 

(Becton-Dickinson, San José, CA, USA). Les données sont ensuite analysées avec le 

logiciel FlowJo (Tree Star Inc). 

5.4. Mesure de la production mitochondriale des espèces réactives de l'oxygène (des 

anions superoxydes mitochondriaux) par coloration au MitoSOX 

La production mitochondriale d'anions superoxydes (O2
●-

) est quantifiée par cytométrie en 

flux après coloration au MitoSOX (Thermo Fisher Scientific), qui s'accumule dans les 

mitochondries des cellules vivantes (Zarrouk et al., 2012). Une fois dans les 

mitochondries, cette sonde est oxydée par l’O2
● -

 et émet une fluorescence orange / rouge 

(λEx max = 510 nm; λEm max = 580 nm). 

 À la fin du traitement, les cellules adhérentes et non adhérentes sont trypsinées et mises en 

suspension dans un 1 mL de PBS. La solution mère de MitoSOX est préparée à 5 mM dans 

du PBS. Les cellules sont incubées avec de MitoSOX (5 µM, 15 min à 37 °C).  

Les signaux fluorescents sont recueillis à travers un filtre passe-bande de 580 ± 20 nm avec 

un cytomètre de flux FACS Aria III (Becton-Dickinson) en prenant en compte 10 000 

cellules par échantillon. Les données sont analysées avec le logiciel FlowJo (Tree Star 

Inc). 
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5.5. Caractérisation et analyse des taux de cardiolipines par spectrométrie de masse 

en tandem par chromatographie en phase liquide (LC-MS / MS) 

Les cardiolipines sont des phospholipides qui se situent dans la membrane mitochondriale 

interne où elles sont biosynthétisées. Elles jouent un rôle important dans la mitochondrie 

via la régulation de la chaîne de transport des électrons, les processus bioénergétiques, la 

stabilité et la dynamique mitochondriale (Paradies et al., 2014). 

L'analyse et la quantification des cardiolipines sont réalisées par spectrométrie de masse en 

tandem en chromatographie liquide (LC-MS / MS) sur un spectromètre de masse Agilent 

6460 QqQ (Agilent Technologies, Santa Clara, Californie, États-Unis), selon la méthode 

de Vial et al (2015). 

Après traitement, les cellules sont collectées par trypsination, lavées avec du PBS puis 

centrifugées. Après comptage, les culots cellulaires sont dopés avec 100 ng de 

phosphatidyl éthanolamine et de cardiolipines utilisées comme étalon interne. Les lipides 

totaux sont extraits en utilisant un mélange chloroforme /éthanol (2V/1V) selon la méthode 

de Folch (Folch et al., 1957). 

Les extraits sont dissous avec 100 µL de chloroforme / méthanol / eau distillée (60/30 / 4,5 

µL). 1 à 8 µL sont utilisés pour l'analyse lipidomique. Les standards lipidiques et les 

produits chimiques utilisés provenaient respectivement d’Avanti Polar Lipids (Coger SAS, 

Paris, France) et de Sigma Aldrich. Les solvants de qualité de LC-MS / MS provienaient 

de Thermo Fischer Scientific. 

6. Evaluation du statut peroxysomal: Etude de l’expression et de la topographie du 

transporteur membranaire peroxysomal ABCD3 par immunofluorescence indirecte  

L'ABCD3 (ATP binding cassette transporter D3), est un constituant majeur de la 

membrane peroxysomale. Ce transporteur peroxysomal joue un rôle important dans 

plusieurs fonctions cellulaires notamment dans le métabolisme lipidique (Schrader and 

Fahimi, 2008).  

En effet, les peroxysomes sont impliqués dans le processus de la β-oxydation des AGTLC. 

Donc une altération d’une des fonctions peroxysomales peut induire un désordre dans le 

métabolisme lipidique. La topographie et la distribution d’ABCD3 sont déterminées par 

immunofluorescence indirecte ainsi la quantification et l’expression d’ABCD3 sont 

évaluées par cytométrie en flux (Baarine et al., 2009). 
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La quantification d’ABCD3 est réalisée sur des cellules cultivées dans des plaques de 6 

puits et traitées pendant 24 h avec le DMF, le MMF ou la biotine en présence ou en 

abscence du 7β-OHC.  A la fin du traitement, les cellules sont collectées par trypsination 

puis fixées avec du paraformaldéhyde (PFA) à 2% pendant 10 min à + 4°C puis lavées par 

2 mL de PBS. Les cellules sont ensuite perméabilisées et les sites non spécifiques sont 

saturés suite à une incubation des cellules avec une solution de saturation (PBS, 10% SVF, 

0,05% saponine) pendant 30 min à température ambiante. Après lavage des cellules avec 

du PBS, 100 μL d’anticorps polyclonal de lapin (Zymed) dirigés contre ABCD3 (Réf: # 

11523651, Pierce / Thermo Fisher Scientific, Brumath, France) (dilués au 1/250 dans la 

solution de saturation) sont ajoutés sur les cellules. Après 1 h d’incubation à +4°C, les 

cellules sont lavées avec 1 mL de PBS et mises en présence de 100 μL d’anticorps 

secondaire Alexa Fluor 488 (Invitrogen/Molecular Probes) (dilué au 1/300 dans la solution 

de saturation), puis incubées pendant 30 min à + 4°C. Les cellules sont ensuite lavées 2 

fois avec du PBS et resuspendues dans 1 mL de PBS. L’analyse est réalisée sur un 

cytomètre en flux Galaxy (Partec). La lumière verte est collectée par un filtre passe-bande 

520 ± 20 nm. Pour chaque échantillon, la fluorescence est quantifiée sur 10 000 cellules 

sur une échelle logarithmique. Les données sont acquises et analysées avec le logiciel 

FlowJo. 

La taille et la topographie des peroxysomes sont observées sur des cellules cultivées sur 

lamelles en verre de 14 mm, dans des plaques de 6 puits et traitées pendant 24 h avec les 

différents traitements. A la fin de l’immunomarquage (comme décrit ci-dessus : réalisé 

selon la même procédure qu’en cytométrie en flux) les préparations sont lavées deux fois 

avec du PBS. 100 µL d’une solution d’Hoechst 33342 (1mg/mL) sont ajoutées et les 

préparations sont ensuite incubées pendant 5 min à température ambiante. Les lames sont 

montées entre lame et lamelle en présence de milieu de montage Dako et stockées au 

moins une nuit à +4°C avant d’être observées au microscope à fluorescence Axioskop 

(Zeiss). 

7. Caractérisation et analyse des acides organiques, des stérols et des acides gras par 

Chromatographie en phase gazeuse couplée en spectrométrie de masse 

 7.1. Extraction des acides organiques 

Pour l'analyse des acides organiques, les homogénats cellulaires sont transmis dans des 

flacons à bouchon vissé en présence de standards internes (marqués au deutérium ou 
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structurellement homologues), de l'hydroxy toluène butylé (BHT) et de l’éthylène diamine 

tétra acétique (EDTA). Les flacons sont scellés avec un septum teflon et leur contenu sont 

rincés avec l'argon pendant 20 min pour chasser l'air. Les hydrolyses alcalines sot ensuite 

incubées en présence d'une solution d’hydroxyde de potassium éthanolique (0,5 M), 

pendant 30 min à température ambiante (20°C) sous agitation magnétique (Leoni et al., 

2017). 

7.2. Extraction des acides gras 

Les lipides totaux sont extraits selon la méthode de folch (Folch et al., 1957). 

A la fin du traitement, les culots cellulaires sont placés dans des tubes en verre en présence 

de diheptadecanoyl phosphatidylcholine (C17 :0) (1 mg /mL) utilisé comme standard 

interne. Ce composé est mélangé avec du chloroforme: méthanol (2V :1V), de BHT (50 

mg/L) et de NaCl (150 mM). Les échantillons sont incubés pendant 30 min sous agitation 

puis centrifugés pendant 5 min à 2000 g. Ensuite, la phase organique inférieure est 

récupérée et évaporée à sec sous vide. 

Pour l’analyse par CPG-SM, une étape de dérivation des AG doit être effectuée afin 

d’avoir des dérivés sous forme de pentafluorobenzyl esters (PFB). Pour cela, l’extrait sec 

est repris dans 100 μL d’acétonitrile, 5 μL de pentafluorobenzylebromide et 5 μL de di-

iosopropylethylamine. Après agitation, le mélange est incubé pendant 30 min à 

température ambiante. Les PFB formés sont extraits par l’ajout de 2 mL d‘hexane dans 1 mL 

d‘eau désionisée puis centrifugés à 1 000 g pendant 5min. A la fin de la centrifugation, la 

phase hexanique supérieur est récupérée puis évaporée sous vide. Ensuite l‘extrait sec obtenue 

est repris dans 100 μL d‘Hexane pour l’analyse. 

7.3. Extraction des stérols 

Les stérols sont recueillis par une extraction liquide-liquide en présence d'Hexane. 

A la fin de l’hydrolyse alcaline, le pH est ajusté aux conditions acides avec l’ajout du HCl. 

Les métabolites sont ensuite extraits grâce à une extraction séquentielle liquide-liquide en 

présence de l'hexane et de l'acétate d'éthyle.  

Les solvants organiques sont évaporés sous un léger courant d'argon. Ensuite, les extraits 

secs obtenus sont convertis en triméthylsilyl éthers par l’ajout d’un mélange de BSTFA 

(Bis (triméthylsily) trifluoroacetamide) et 1% de TMCS (Triméthylchlorsilane) (Pierce / 

Thermo Fisher Scientific). Après une incubation pendant 45 min à 80°C, la phase 



Matériel et Méthodes 

90                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                     

organique est évaporée et l’extrait sec obtenu est ensuite repris dans 50 μL d’hexane pour 

être analysé par CPG-MS. 

7.4. Analyse par CPG-MS 

L'analyse par CPG-MS est réalisée sur un spectromètre Clarus 600D (Perkin Elmer, USA). 

 La séparation est faite sur une colonne Elite (film de 30 mx 0,32 mm di x 0,25 mm; Perkin 

Elmer, USA) et l'injection est réalisée en mode sans division en utilisant de l'hélium (1 mL 

/ min) comme gaz vecteur. Le programme de température était comme suit: une 

température initiale de 80 °C est maintenue pendant 1 min, suivie d'une rampe linéaire de 

10 °C / min à 220 °C, de 20 °C / min à 280 °C et de 5 °C / min à 290 °C qui est maintenue 

pendant 10 min.  Le spectromètre de masse fonctionne en balayage de masse complet ou 

en mode de surveillance des ions sélectionnés. L'intégration maximale est réalisée 

manuellement et les métabolites sont quantifiés à partir du rapport entre les surfaces des pics 

correspondant aux ions selectionnés pour les composés à doser et à celles des ions choisis pour 

les étalons internes en utilisant des courbes d'étalonnage réalisées dans les mêmes conditions 

d‘analyse à partir de produits standards. 

8. Dosage des protéines par la méthode de Bradford 

Le dosage des protéines totales est réalisé selon la méthode de Bradford (Bradford, 1976). 

C’est un dosage colorimétrique basé sur l’utilisation de bleu de coomassie qui se lie 

spécifiquement aux protéines (lorsqu’il est lié à la protéine la longueur d’onde 

d’absorbance maximale passe de 465 à 595 nm). Cette méthode est rapide (la fixation est 

complète après 5 min). L’intensité de la coloration est proportionnelle à la concentration 

protéique. 

A la fin du traitement et après lyse cellulaire, 1 μL de lysat cellulaire est ajouté à 19 μL 

d’eau distillée et 980 μL du réactif de Bradford. Le mélange est ensuite incubé pendant 5 

min à température ambiante et à l’abri de la lumière, et l’absorbance est mesurée à 595 nm. 

Une courbe d’étalonnage a été réalisée à partir d’une solution d’albumine bovine. 

9. Evaluation du statut RedOx 

9.1. Evaluation de l'activité des enzymes antioxydantes 

9.1.1. Dosage de l’activité de la glutathion peroxydase (GPx) 

L’activité de la glutathion peroxydase (GPx) est déterminée selon la méthode de Flohé et 

Günzler (Flohé and Günzler, 1984). À la fin du traitement, les cellules 158N sont 
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collectées par trypsinisation, subits trois cycles de congélation et de décongélation 

successive, puis lysées par sonication. Ensuite, les lysats cellulaires sont incubés avec 0,1 

mM de glutathion réduit (GSH) en présence d’une solution saline tamponnée au phosphate 

(50 mM, pH 7,8). La réaction est initiée par addition de 50 µL de H2O2 et arrêtée par 

incubation du mélange avec de 250 µL d'acide trichloroacétique (TCA 1%) pendant 30 min 

à 4 ° C, puis centrifugée à 1000 g pendant 10 min. L'absorbance est lue par 

spectrophotométrie à 412 nm (spectrophotomètre Lambda 25, Perkin Elmer, Villebon sur 

Yvette, France). L'activité de la GPx est exprimée en μmol de GSH/min/mg de protéines. 

 

Le dosage de protéine est effectué selon la méthode de Bradford. 

Activité du GSH consommé /min/mg de protéines =    0.04*(DOE – DOB) * 5 * 1000 

                                                                                                   DOB *10*X 

Avec : 

X : la quantité de protéine totale de l’extrait enzymatique. 

DOB : Densité optique du Blanc 

DOE : Densité optique de l’échantillon 

9.1.2. Dosage de l’activité de la superoxyde dismutase (SOD)  

L'activité de la superoxyde dismutase cellulaire (SOD) est mesurée selon la méthode de 

Beauchamp &Fridovich (Beauchamp and Fridovich, 1971). Cette méthode repose sur la 

capacité de l’anion superoxyde (O2
•-
) de réduire le Nitro Bleu de Tétrazolium (NBT). En 

aérobie, le mélange Riboflavine, L-méthionine et NBT donne une coloration bleuâtre. 

Cependant, en présence de la SOD, l’oxydation du NBT est inhibée d’où l’atténuation de la 

coloration bleue. Les lysats cellulaires sont mis en présence d’un tampon phosphate (50 mM 

pH 7,8), d’EDTA (0,1 mM), de la L-méthionine (13 mM), de la riboflavine (2 μM) et du NBT 

(75 mM). Le mélange est ensuite exposé à un faisceau de lumière blanche pendant 20 min. 

l’activité de la SOD est mesurée à 560 nm. L’unité d'activité est exprimée comme la quantité 

d'enzyme nécessaire pour inhiber de 50 % la réduction du NBT.  

La mesure de l’activité spécifique de la SOD : Y/50 (unités SOD/ mg de protéine) 

 

Avec Y= [(DOB-DOE) / DOB] * 100 * 20 * 5 
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X : la concentration des protéines totales 

DOB : Densité optique du Blanc  

DOE : Densité optique de l’échantillon 

9.1.3. Mesure de l’activité Catalase 

L'activité de la catalase (CAT) est déterminée en mesurant la consommation de H2O2 à 240 

nm. À la fin du traitement, les cellules sont collectées par trypsination et incubées avec du 

tampon RIPA en présence d’un cocktail d'inhibiteurs de protéase (Roche Diagnostics, 

Indianapolis, Indiana, États-Unis) pendant 30 minutes dans la glace. Les lysats cellulaires 

sont recueillis après centrifugation (12 000 g, 20 min, +4 ° C). La réaction est initiée par 

l’addition de Tris-HCl (1 M, pH 7,4), H2O2 (400 mM) et de milliQ H2O (1: 1: 17). La 

consommation de H2O2 est mesurée pendant 2 min à 240 nm en utilisant un lecteur de 

microplaques (Tecan Infinite M200 Pro). 

La catalase assure l’hydrolyse du peroxyde par selon la réaction suivante : 

 2 H2O2 → 2 H2O + O2 

L'activité de la catalase a été exprimée en μmol de H2O2/min/mg de protéines 

 

Activité de la catalase =  ΔDO *dilution de l’échantillon au début *L 

                    ε (H2O2)*0.02*X 

Avec : 

Δ DO240nm: La différence de la DO entre deux temps pour lesquels la chute de la DO est 

exponentielle 

ε (H2O2)=43,2mM
-1

. cm
-1

 

L=longueur de la cuve =1 cm 

X= concentration en protéine par mg /L 

9.1.4. Mesure de groupement thiol 

Les groupements thiol (SH) jouent un rôle puissant dans la protection contre les radicaux 

libres. Les taux du groupement SH sont mesurés comme décrit par Faure et Lafon (Faure 

and Lafond, 1995).  

A la fin du traitement, une extraction des protéines est réalisée. Les lysats cellulaires sont 

mélangés avec du 5-5’Di Thiobis (acide 2-nitrobenzoïque) (DTNB) puis incubés pendant 
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15 min dans le noir à température ambiante. L'absorbance de mélange réactionnel est 

mesurée à 415 nm en utilisant un spectrophotomètre Lambda 25 (Perkin Elmer).  

Les concentrations de groupement thiols sont exprimées en nmol/mg de protéines. 

9.2. Mesure de la production des espèces réactives oxygénées 

9.2.1. Evaluation de la production d’anions superoxydes intracellulaires par 

cytométrie en flux 

La surproduction de ROS, principalement d’O2
●-

, est quantifiée par cytométrie en flux 

après coloration au dihydroéthidium (DHE; Thermo Fisher Scientific). Le DHE est une 

sonde non fluorescente capable de se diffuser à travers la membrane plasmique et qui est 

rapidement oxydée, par les anions O2
●-

, en éthidium fluorescent. Ce dernier se fixe de 

façon covalante au niveau des bases de l’ADN et émet une fluorescence orange : rouge 

(λEx max = 488 nm; λEm max = 575 nm) en réponse à une excitation bleue (488 nm) (Rothe 

and Valet, 1990) (Figure 12). 

 

Figure 12 : Schéma d’oxydation de DHE en HE sous l’action d’O2
●-  

(Rothe and Valet, 1990) 

La solution mère de DHE est préparée dans du DMSO à une concentration de 1,6 mM et 

est utilisée sur les cellules à une concentration finale de 2 μM. 

Après 24h de traitement, les cellules cultivées en absence ou en présence du 7β-OHC (50 

µM) associées ou non au DMF (25 µM), au MMF (25 µM), à la biotine (10 et 10 nM) ou à 

l’α-tocophérol (400 µM) sont collectées par trypsination, et mises en suspension avec 1mL 

de PBS contenant 2 µM de DHE. Après 15 min d’incubation à 37°C, les cellules sont 

analysées par cytométrie en flux (Galaxy, Partec) et la fluorescence orange (fluorescence 
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de l’éthidium) est quantifiée par un filtre bande-passe 590 ± 20 nm en prenant en compte 

10 000 cellules par échantillon. Les données sont ensuite analysées avec un logiciel FlowJo 

(Tree Star Inc.). 

9.2.2. Evaluation de la production de peroxyde d’hydrogène par coloration à la 

Dihydrorhodamine 123 

La production intracellulaire de peroxyde d’hydrogène (H2O2) est évaluée avec un 

fluorochrome lipophile; le dihydrorhodamine 123 (DHR123) qui en présence de H2O2 

s’oxyde en Rhodamine 123 (RH123) qui est un composé cationique fortement fluorescent 

(λEx max = 505 nm; λEm max = 529 nm) (Rothe and Valet, 1990) (Figure 13). 

A la fin du traitement, les cellules sont récupérées et mises en suspension dans 1 mL de 

PBS. La solution mère de DHR123 (Sigma-Aldrich) est préparée dans le DMSO à 2 mM et 

utilisée à 6 μM sur les cellules. Après 15 min d'incubation à 37°C, les cellules sont 

analysées par cytomètrie en flux Galaxy (Partec). Le signal fluorescent vert est collecté par 

un filtre passe-bande à 520 ± 20 nm, en prenant en compte 10 000 cellules par échantillon. 

Les données sont ensuite analysées avec le logiciel FlowJo. 

Figure 13: Schéma d’oxydation de DHR123 en RH123 en présence de H2O2 

(Richardson et al., 1998) 
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9.3. Dosage des marqueurs de la peroxydation lipidique  

9.3.1. Dosage des diènes conjugués  

Les diènes conjugués sont considérés comme des produits primaires de peroxydation 

lipidique. Ce sont des hydrocarbures qui possèdent deux doubles liaisons séparées par une 

simple liaison, qui se forment lors du réarrangement des doubles liaisons des acides gras 

polyinsaturés (AGPI) suite à l'abstraction radicalaire d'un hydrogène malonique, 

caractérisées par une absorption dans l'ultraviolet à 234 nm. Le dosage des diènes 

conjugués est déterminé selon la méthode Esterbauer et al  (Esterbauer et al., 1989). 

À la fin du traitement, les cellules sont lysées par sonication et centrifugées (20 000 g, 30 

min à 4 ° C). Les diènes conjugués sont extraits avec un mélange chloroforme/ méthanol 

(2v :1v) en présence de NaCl 0,9%.  Après centrifugation à 1000 g pendant 10 min, la 

phase chloroformique inférieure est récupérée dans un tube à hémolyse en verre et 

évaporisée sous flux d’azote. Les extraits secs sont ensuite dessous dans 1 mL d’hexane et 

les DO ont été lus à 243 nm. Les concentrations sont exprimées en μmol/L et calculées 

selon la formule ci-dessous :  

DC (μmol/mL) = DO * 10
3
 

                           2.8 

9.3.2. Dosage des malondialdhydes 

Le malondialdéhyde (MDA) est un produit terminal de la péroxydation lipidique qui se 

forme lors de l'attaque des lipides polyinsaturés par des ERO. C’est un agent alkylant 

capable de réagir avec les macromolécules biologiques (Pellerin-Massicotte, 1994). 

Le dosage de MDA est déterminé selon la méthode de Yoshioka et al (Yoshioka et al., 

1979). Cette méthode repose sur la formation en milieu acide et chaud entre le MDA et 

l’acide thiobarbiturique (TBA) d’un pigment rose absorbant à 532 nm, extractible par les 

solvants organiques comme le butanol. 

 A la fin du traitement, une extraction des protéines est réalisée. Les lysats cellulaires ont 

été précipités en présence d'acide trichloroacétique (TCA, 20%). L'acide thiobarbiturique 

(TBA, 0,67%) est ensuite ajouté et le mélange est incubé pendant 30 min à 95 ° C. Par la 

suite, 4 ml de n-butanol sont ajoutés et le mélange est centrifugé à 900 g pendant 10 min. 

L'absorbance (la densité optique (DO)) est lue par spectrophotométrie à 530 nm.  
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Les concentrations totales de MDA sont exprimées en nmol / mg de protéine en utilisant la 

loi de Beer Lambert:   DO = ℇ * C * L 

 

[Concentration de MDA] = DO/ ℇ  (MDA) * L 

Avec : 

L= longueur de la cuve =1 cm 

ε (MDA)=1.56.10
-5

mM
-1

. cm
-1

 

9.4. Dosage des produits d'oxydation de protéines : protéines carbonylées 

Les protéinés carbonylées sont des produits d’oxydation des protéines, qui sont formées 

suite à l’attaque des résidus d’acides aminés, en particulier les histidines, les prolines, les 

arginines et les lysines, par des ERO (Castegna et al., 2003). 

Le dosage des protéines carbonylées est réalisé selon la méthode d'Oliver et al.(Oliver et 

al., 1987). Cette méthode repose sur la formation des hydrazones suite à la réaction des 

protéines carbonylées avec la 2,4-dinitrophénylhydrazine (DNPH).  

Les lysats cellulaires sont incubés avec de la DNPH (10 mM) dissous dans du HCl (2,5 N) 

à l'obscurité pendant 1 heure, sous agitation toutes les 15 minutes. 20% d'acide 

trichloroacétique (TCA) est ajouté. Ensuite, le mélange a été incubé pendant 10 min. dans 

la glace puis centrifugé pendant 5 min à 1800 g. A la fin de la centrifugation le surnageant 

est éliminé et le culot protéique est lavé deux fois avec du TCA (10%) et d'éthanol-acétate 

d'éthyle (1v/1v) puis incubé avec une solution de chlorhydrate de guanidine (6 M) pendant 

10 min à 37 ° C. Les DO sont lus à 370 nm en utilisant un spectrophotomètre Lambda 25 

(Perkin Elmer). 

10. Evaluation et caractérisation de la mort cellulaire 

10.1. Numération cellulaire avec de bleu trypan 

Le bleu trypan est un réactif chromophore de couleur bleu, permet de distinguer les 

cellules vivantes et les cellules mortes. Ce colorant a tendance à entrer dans les cellules 

qu’il rencontre mais il colore en bleu que le cytoplasme des cellules mortes. Les cellules 

vivantes expulsent la molécule de bleu de trypan (mécanisme nécessite de l’énergie dont 

les cellules vivantes peuvent y fournir) et restent réfringentes au microscope. A la fin du 

traitement, les cellules adhérentes et non adhérentes sont récupérées par trypsination et 

centrifugées (300 g, 5 min). Le culot est resuspendu dans 1 mL de milieu de culture. 

Ensuite 25 µL de suspension cellulaire sont mis en présence de 25 μL de la solution de 



Matériel et Méthodes 

97                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                     

bleu trypan. Le nombre de cellules viables et/ou des cellules mortes est déterminé par 

comptage au microscope à contraste de phase. 

10.2. Identification de la viabilité cellulaire par coloration à la fluorescéine di-acétate 

La viabilité cellulaire et/ou la perméabilité cellulaire est évalué avec un fluorochrome 

lipophile; la fluorescéine di-acétate (FDA); qui en présence des estérases intracellulaires, 

se transforme en métabolite fluorescent vert « fluorescéine » (Ex max : 485 nm, Emmax: 528 

nm) (Figure 14). La FDA n’est retenue que par les cellules vivantes (Jones and Senft, 

1985; Al-Rubeai et al., 1993). 

 

Figure 14 : Schéma d’hydrolyse de fluorescéine par des estérases 

 

 Après 24 H de traitement des cellules 158N en abscence ou en présence du 7β-OHC (50 

µM) associées ou non au DMF (25 µM), au MMF (25 µM), à la biotine (10 et 10 nM) ou à 

l’α-tocophérol (400 µM). Les cellules adhérentes ont été incubées avec 1 mL de la solution 

FDA (50 µM) pendant 5 min à 37 °C. La solution FDA est ensuite éléminée et les cellules 

sont lysées en présence de 1mL de Tris-HCl (10 mM) contenant 1% de dodécyl sulfate de 

sodium (SDS). L'intensité de la fluorescence est mesurée avec un lecteur de microplaques à 

fluorescence, TECAN (TecanInfinite M200 Pro, Lyon, France). La viabilité cellulaire est 

exprimée par rapport à celle des cellules contrôles. 

10.3. Evaluation de la perméabilité cellulaire et de la mort cellulaire par coloration à 

l’iodure de propidium 

La permiabilité cellulaire peut être quantifiée par évaluation de l‘intégrité de la membrane 

plasmique par coloration à l’iodure de propidium (IP). Ce dernier est un agent fluorescent 

qui s’intercale les acides nucléiques (ADN et ARN) des cellules qui ont perdu leurs 

intégrités membranaires, considérées comme cellules mortes (Yeh et al., 1981; Lizard et 
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al., 1995). L’IP s'excite à 305 et 538 nm et il émet une fluorescence orange/rouge avec un 

maximum d’émission à 617 nm. Cette molécule hydrophile est utilisée pour quantifier la 

viabilité cellulaire et/ou d’évaluer la mort cellulaire. 

La solution mère d’IP est préparée dans de l’eau milliQ à une concentration de 1 mg/mL et 

stockée à +4°C à l’abri de la lumière. 

Après 24 H de traitement en abscence ou en présence du 7β-OHC (50 µM) associé ou non 

au DMF (25 µM), au MMF (25 µM), à la biotine (10 et 10 nM) ou à l’α-tocophérol (400 

µM), les cellules adhérentes et non adhérentes sont collectées par trypsination et reprises 

dans une solution d’IP à 1 μg/mL dans le PBS. Après 15 min d’incubation à 37 °C, les 

cellules sont analysées par cytométrie en flux. La fluorescence de l’IP est quantifiée par un 

filtre passe-bande 590 ± 10 nm, en prenant en compte 10 000 cellules par condition. Les 

données sont ensuite analysées à l’aide d’un logiciel Flowjo (Tree Star Inc.). 

 10.4. Dosage de l’activité de lactate déshydrogénase 

La lactate déshydrogénase (LDH) est une enzyme cytosolique, qui catalyse la conversion 

réversible du pyruvate en lactate. 

Le dosage de la LDH permet d’évaluer l’intégrité membranaire et/ou la mort cellulaire. En 

effet, les cellules dont la membrane est endommagée (perméabilisée ou lysée), libèrent 

rapidement leur contenu cytosolique, notamment la LDH, dans le milieu extracellulaire. De 

ce fait la quantité de LDH relarguée dans le milieu de culture est proportionnelle au 

nombre de cellules avec membrane plasmique altérée. 

De plus, la mesure de l'activité de la LDH permet d'évaluer la mort cellulaire nécrotique, 

qui est caractérisée par une rupture précoce de la membrane plasmique, en particulier la 

nécrose secondaire (nécrose faisant suite à une apoptose), ce qui fait de cette enzyme un 

bon marqueur de mort cellulaire. L'activité de la LDH est quantifiée à l'aide d'un kit LDH 

(# ab102526, Abcam, Paris, France) selon le principe ci-dessous (Figure 15). 

 

Figure 15: Principe de dosage de la LDH 
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La mesure de l’activité de la LDH est effectuée suite à un dosage enzymatique 

colorimétrique. La LDH catalyse la réduction de la NAD
+
 en NADH et H

+
, lors de la 

réduction du lactate en pyruvate. La quantité de NADH produit est proportionnelle à la 

quantité de la LDH libérée dans le milieu de culture.  

Les cellules 158N sont traitées en présence ou en absence du 7β-OHC (50 µM) associées 

ou non au DMF (25µM), au MMF (25µM), à la biotine (10 et 100 nM) ou à l'α-tocophérol 

(400 µM). A la fin du traitement, le milieu de culture est récupéré dans des nouveaux tubes 

à eppendorf, puis centrifugé pour éliminer les débris cellulaires (300 g, 5min). 48µL de 

milieu de culture sont mis en présence de 2 µL du tampon LDH et 50 µL de mixte 

contenant le substrat de LDH (diluée 25x dans le tampon LDH). 

L’absorbance est mesurée à l’aide d’un lecteur de microplaques (TECAN Infinite M200 

Pro) à 450 nm selon un mode cinétique toute les 3 min durant 60 min à 37 °C et à l’abri de 

la lumière. 

L’activité de la LDH (U/ml) = (B/ΔT*V) * D 

 

B= Quantité de NADH dans chaque puit (calculé à partir de la courbe standard) 

ΔT= Temp de réaction (T2-T1) (min) 

V = Volume de chaque échantillon  

D = Facteur de dilution de l’échantillon 

 10.5. Quantification des cellules apoptotiques par coloration au Hoechst 33342 et 

avec du Giemsa 

10.5.1. Morphologie des noyaux après coloration au Hoechst 33342 

L’analyse de la morphologie des noyaux cellulaires permet de distinguer les cellules 

apoptotiques des cellules nécrotiques et normales. En effet, la coloration avec le Hoechst 

33342 est utilisée pour distinguer entre la mort cellulaire par apoptose ou nécrose et pour 

identifier les cellules apoptotiques caractérisées par des noyaux condensés ou fragmentés 

(Lizard et al., 1995). 

L’Hoechst 33342 est capable de franchir la membrane plasmique. Ce fluochrome permet la 

coloration de l‘ADN (λEx max= 350 nm, λE max 461 nm) et est spécifique des paires de 

bases (A-T) (Sandhu et al., 1985).  Après 24 h du traitement, les cellules adhérentes et non 

adhérentes sont collectées par trypsination, centrifugées (300g x 5min) et fixées avec du 
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paraformaldéhyde (PFA 2 %) pendant 20 min à +4 °C. Aprés lavage, les cellules sont 

incubées avec 2 µL d’une solution Hoechst 33342 (1 µg/mL) pendant 5 min à température 

ambiante. 100 µL de suspension cellulaire (environ 40 000 cellules) sont déposés sur une 

lame de microscope par cytocentrifugation (5 min, 1 500 tr / min) avec une cytospin 2 

(Shandon, Sheschire, Royaume-Uni). Le montage entre lame et lamelle est effectué avec 

du « mounting fluorescent medium » (DAKO). Les lames peuvent être stockées + 4°C 

jusqu'à l'observation. La morphologie nucléaire est observée avec un microscope à 

fluorescence (Axioskop fluorescent, Zeiss). 300 cellules sont comptées par lame pour 

déterminer le pourcentage des cellules apoptotiques. 

10.5.2. Morphologie des noyaux après coloration à la Giemsa 

La coloration de Giemsa est aussi utilisée pour quantifier les noyaux apoptotiques. Elle 

colore les noyaux cellulaires en bleu et les cytoplasmes en rose. 

Comme l’Hoechst 33342, environ 40 000 cellules sont déposées sur lames par 

cytocentrifugation (5 min, 1 500 tr / min), puis fixées avec du méthanol pendant 5 min. Les 

lames sont ensuite incubées avec la coloration de Giemsa pendant 6 min à température 

ambiante. Les préparations sont lavées, séchées puis montées entre lames et lamelle avec le 

liquide de montage Dako (Dako, Copenhague, Danemark) ensuite stockées à + 4°C jusqu'à 

l'observation. Le poucentage des cellules avec noyaux apoptotiques est determiné par 

comptage de 300 cellules par lame.  

 10.6. Caractérisation de l’ultrastructure cellulaire par microscopie à transmission 

électronique  

La microscopie électronique en transmission (MET) est une technique de microscopie où 

un faisceau d’électrons est transmis à travers un échantillon. Les effets d’interaction entre 

les électrons et l’échantillon et l’utilisation d’un système de lentilles magnétiques donnent 

naissance à une image, dont la résolution peut atteindre 0.8 Angstrom.  

Dans notre étude, la MET est utilisée pour visualiser les modifications ultrastructurales 

(mitochondriales et peroxysomales) sur des cellules 158N traitées en présence ou en 

absence du 7β-OHC (50 µM), associées ou non au DMF (25 µM) ou au MMF (25µM). 

Pour cela, les échantillons sont fixés pendant 1 h à 4°C avec le glutaraldehyde 2.5 % dilué 

en tampon cacodylate (0.1 M pH 7.4), lavés deux fois dans le tampon cacodylate, puis 

post-fixés au tétroxyde d'osmium 1% dilué dans le sodium cacodylate (0.1 M, pH 7.4) 

pendant 1 h à température ambiante dans l'obscurité. Après lavage avec le tampon 
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cacodylate, les préparations sont déshydratées par des bains en gradients d’éthanol 

croissants, puis inclus dans l’Epon. Des coupes ultrafines sont réalisées avec un 

ultramicrotome, ensuite colorées avec une solution aqueuse alcoolisée d'acétate d'uranyle, 

puis avec du citrate de plomb aqueux. Les préparations sont ensuite examinées au 

microscope électronique H7500 (Hitachi). 

10.7. Evaluation de l’intégrité lysosomale par coloration à l’acridine orange 

L’acridine orange (AO) est un fluorochrome lipophile et cationique capable de traverser la 

membrane des lysosomes. C’est un composé métachromatique qui produit une 

fluorescence verte en milieu basique et une fluorescence orange en milieu acide sous 

excitation bleu à 488 nm. 

L’AO est une sonde lysosomotropique, utilisée pour évaluer la fonctionnalité des pompes à 

protons ainsi que l’intégrité lysosomales (Yuan et al., 2000). 

En présence d’AO, les lysosomes sont colorés en orange. Cependant, lorsque les 

lysosomes perdent leurs intégrités membranaires (perméabilité de la membrane 

lysosomale) et que la pompe à proton se déstabilise, le pH augmente et la fluorescence 

orange diminue et décale vers le vert. La quantité de fluorescence orange sera donc 

inversement proportionnelle au pourcentage des cellules avec lysosomes déstabilisés 

(lysosomes ayant perdus leur intégrité membranaire). 

A la fin du traitement, les cellules adhérentes et non adhérentes sont récupérées et incubées 

avec de l’AO (5 µg/mL) (λEx max = 502 nm, λEm max = 525 nm) pendant 15 min à 37°C, 

puis analysées par cytomètre en flux Galaxy (Partec). La fluorescence orange de l'OA est 

recueillie grâce à un filtre passe-bande à 590/20 nm. 10 000 cellules sont prises en compte 

sur une échelle logarithmique. Les données sont analysées avec le logiciel FlowJo (Tree 

Star Inc.). 

11. Quantification de l’expression protéique par Western blot 

11.1. Préparation des extraits cellulaires et dosage des protéines 

Les extraits cellulaires ont été préparés après 24 h du traitement en présence ou en absence 

du 7β-OHC (50 μM), associés ou non au DMF (25µM), au MMF (25µM), à la biotine (10 

et 100 nM) ou à l’α-tocophérol (400 µM) dans des boites de Pétri (100 x 20 mm). A la fin 

du traitement, les cellules adhérentes et non adhérentes sont collectées par trypsination, 

lavées avec du PBS 1X puis centrifugées à 300g x 5min. La lyse cellulaire et l’extraction 
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des protéines sont réalisées avec un tampon de lyse RIPA (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, 

SDS 0,1 %, sodium déoxycholate 0,5 %, NP40 1 %, EDTA 2 mM, NaF 50 mM, pH 8) en 

présence du cocktail d’inhibiteurs de protéases (Roche Diagnostics). Après 30 min 

d’incubation dans la glace, une centrifugation est réalisée à 20 000 g pendant 20 min à + 

4°C pour éliminer les débris cellulaires non lysés. Les surnageants contenants les protéines 

sont récupérés dans des nouveaux tubes et peuvent ensuite être stockés à -20°C jusqu’au 

moment d’utilisation. 

La concentration des protéines totales est dosée grâce à un kit BCA (kit BCA, Interchim) 

constitué d’acide bicinchoninique (BCA) et d’ions cuivriques en milieu alcalin. Les ions 

cuivreux (générés par réduction des liaisons peptidiques) forment avec le BCA un 

complexe stable coloré en bleu. Le dosage est réalisé en microplaques comme suit : un 

volume de 1.25 µL de lysat cellulaire (extrait protéique) est mis en présence de 200 µL du 

mélange BCA et d’ion cuivreux (50 :1) et 23,75 µL eau. Après 30 min d’incubation à 37 

°C, l’intensité de la coloration est mesurée à 570 nm. Les concentrations protéiques des 

échantillons sont calculées à partir d’une gamme d’étalonnage d'albumine sérique bovine 

(BSA). 

11.2. Préparation des échantillons 

Les échantillons sont préparés avec du tampon de charge 4x (20 mL de tampon 4x contient 

8 mL de glycérol, 4 mL de β-mercaptoéthanol, 2 g de SDS, 5 mL de Tris 1 M pH 6,8, 

quelques cristaux de bleu de bromophénol, qsp 20 mL), un volume de lysat cellulaire 

contenant les protéines, sachant qu’il faut déposer la même quantité de protéine dans 

chaque puit et un volume d’eau ultra pure pour ajuster tous les tubes au même volume 

final. Les échantillons peuvent être congelés à -20 °C à cette étape. 

11.3. Séparation des protéines par SDS-PAGE : Préparation des gels SDS-PAGE 

La séparation des protéines par SDS-PAGE est réalisée avec le système « Protein 

Electrphoresis Classroom Lab Set 2 » (Biorad). Ce type d’électrophorèse permet de séparer 

les protéines chargées négativement par le SDS et soumises à un champ électrique, selon 

leurs masses moléculaires. 

Un premier gel de séparation est coulé entre deux plaques de verre. Le pourcentage en 

acrylamide est choisi en fonction de la taille de la protéine à détecter. Ce gel permet de 

séparer les protéines sous un champ électrique en fonction de leur masse moléculaire. 100 

µL d’isopropanol est ajouté pour éliminer les bulles d’air et pour que la surface soit 
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régulière. Une fois que le gel est polymérisé, l’isopropanol est éliminé et la surface du gel 

est rincée avec l’eau distillée. 

Un second gel, appelé gel de concentration, coulé par-dessus le premier permet aux 

protéines de migrer en même temps jusqu’au gel de séparation. Ainsi, on peut obtenir des 

bandes fines au moment de la révélation. Un peigne est disposé dans le gel de 

concentration avant qu’il se polymérise afin de former les puits (où les échantillons seront 

déposés). 

 

Tableau 1: Composition des différents types de gel d’acrylamide 

 

11.4. Migration des protéines 

Une fois que le gel de séparation est polymérisé, le peigne est retiré et le gel est placé dans 

une cuve en présence du tampon de migration (Tris base 25 mM, SDS 0,1 %, glycine 190 

mM, pH entre 8,3 et 8,8). Un marqueur de poids moléculaire est déposé dans le premier 

puit (Precision Plus Protein. Standards, Biorad), ensuite les échantillons de protéines. La 

migration dans le gel de concentration est réalisée grâce au système Mini Trans-Blot Cell 

(Biorad) à 50 V, le voltage sera ensuite augmenté à 120 V pour le gel de séparation. La 

migration sera arrêtée dés que la coloration bleue arrive au fond du gel. 
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11.5. Transfert des protéines sur membrane de nitrocellulose 

Après migration, les protéines ont été transférées sur une membrane de nitrocellulose 

(Nitrocell mbrne-0,45 µM, Fisher scientific). Le transfert de protéines est réalisé avec le 

système Mini Trans-Blot Cell (Biorad).  

Le montage est composé d’un sandwich comprenant : un scotch britt du coté de la borne 

négative, deux feuilles de papier Whatman (imprégnés dans du tampon du transfert), le gel 

d’acrylamide (contenant les protéines), une membrane de nitrocellulose, deux feuilles de 

papier Whatman (imprégnés dans du tampon du transfert) et un scotch britt. Il est 

important d’exercer une légère pression par un rouleau sur les différents compartiments du 

sandwich (papiers de Whatman, gel d’acrylamide et membrane de nitrocellulose) afin de 

chasser les bulles d’air dans le montage et pour bien positionner le gel et la membrane. 

Le montage est ensuite placé dans la cuve de transfert remplie de tampon de transfert (Tris 

base 50 mM, acide borique 50 mM). Le transfert s’effectue à 50V pendant 35 min à 1h min 

(selon la taille de la protéine d’intérêt) sous agitation à froid. 

11.6. Détection et révélation des protéines  

A la fin du transfert, la membrane est récupérée du montage et disposée dans une boite en 

présence d’une solution de saturation qui est constituée du PBST (PBS-0,1 % tween 20) et 

de 5 % de lait écrimé puis incubée pendant une heure à température ambiante sous 

agitation, afin de saturer les sites non spécifiques de la membrane pour éviter toute 

adhésion non spécifique des anticorps au niveau des sites de liaisons non occupés par les 

protéines transférées. La membrane est ensuite lavée avec la solution de PBST 3 fois 

pendant 5 min. 

Pour l'analyse de l'apoptose et de l'autophagie, les anticorps utilisés sont dirigés contre la 

caspase-3 (Ozyme / Cell Signaling (#9662) (pour la détection du niveau endogène de 

caspase-3 de longueur totale (35 kDa) et de son grand produit de clivage (17 kDa)) et LC3-

I / II (#L8918, Sigma Aldrich) (détectant LC3-I (18 kDa) et LC3-II (16 kDa)), 

respectivement. Ce sont des anticorps polyclonaux de lapin; ils sont utilisés à une dilution 

finale de 1/1000.  

Pour l'analyse des protéines de myéline (protéine protéolipidique (PLP); protéine basique 

de la myéline (MBP)), l'expression de la PLP est déterminée à l'aide d'un anticorps 
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polyclonal de lapin (PLP; Novus, NB10074503) et l'expression de la MBP est déterminé 

avec un anticorps monoclonal de souris (MBP; Millipore, MAB381). Un anticorps dirigé 

contre la β-actine (anticorps monoclonal de souris (# A2228, Sigma Aldrich)) est utilisé à 

une concentration finale de 1/10 000. 

Une incubation avec les anticorps primaires (préparés dans une solution de PBST+ 5% lait) 

est réalisée pendant une nuit à 4°C. A la fin d’incubation 3 lavages successifs de 5 min 

sont effectués en présence de PBST. Les membranes sont ensuite incubées pendant 1 heure 

à la température ambiante avec un anti-lapin de chèvre conjugué à la peroxydase de raifort 

(pour la caspase-3, LC3-I / -II, et PLP) dilués au 1/5 000 dans du PBST+1% lait, ou un 

anticorps anti-souris dérigé contre la MBP ou la β-actine, diluées au 1/5 000 dans du 

PBST+1 % lait. Après trois série de lavages de 5 min avec du PBST, les membranes sont 

ensuite révélées en utilisant le kit Supersignal West Femto Maximum Sensitivity substrate 

(Fisher Scientific) et Chemidoc XRS+ (Bio-Rad, Marnes la Coquette, France) et l’analyse 

de la densitométrie des bandes obtenues est effectuée par le logiciel Image Lab (BioRad).  

Une incubation avec les anticorps primaires (préparés dans une solution de PBST+ 5% lait) 

est réalisée pendant une nuit à 4°C. A la fin d’incubation, 3 lavages successifs de 5 min 

sont effectués en présence de PBST, puis les membranes sont incubées pendant une heure 

en présence de l’anticorps secondaire couplé à la Horse RaddishPeroxidase (HRP) (dilué 

dans du PBST+1% lait). Après lavage, la membrane est révélée en utilisant le kit de 

chimioluniscence (Super signal West Femto Maximum Sensitivity substrate (Fisher 

Scientific)) et le signal est enregistré avec l‘appareil Chemidoc XRS+ (Bio-Rad). L’analyse 

de la densitométrie des bandes obtenues est effectuée par le logiciel Image Lab (BioRad).  

12. Analyse par RTq PCR 

12.1. Extraction des ARN 

L’extraction des ARN est réalisée avec un kit RNeasy Mini Kit (Qiagen). Après 24 h de 

traitement, les cellules 158N sont récupérées par trypsination, centrifugées et lavées avec 

du PBS. Environ 600 µL de tampon de lyse (buffer RLT) à 1% du β-mercaptoéthanol sont 

ajoutés sur le culot cellulaire (adapté en fonction de la taille du culot cellulaire), permettant 

la lyse des cellules et l’inactivation des RNases. Les lysats cellulaires sont transférés sur 

une colonne dans un tube de 2 mL, puis centrifugé pendant 30 s à 8 000 g. Un volume 

d’éthanol 100% est ajouté et les lysats cellulaires sont transférés sur une colonne RNeasy 

spin. Après une centrifugation de 15 s à 8 000 g, deux lavages sont effectués avec le 
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tampon RW1 (RNA Wash Buffer 1) et le tampon RPE (RNA Buffer Ethanol) 

respectivement. Les colonnes sont ensuite centrifugées à une vitesse maximale pendant 1 

min, afin d’éliminer toute trace d’éthanol. Les ARN totaux sont enfin élués par 

centrifugation à 8000 g pendant 1 min dans 30 μL d’eau d’eau ultra pure (DNAse et 

RNAse free)  

12.2. Dosage des ARN 

Le dosage des ARN est effectué grâce à un spectrophotomètre (UV-1800, Shimadzu). 

3 µL de chaque échantillon sont placés sur le dispositif TrayCell (Hellma). Les 

concentrations sont lues à 260 et 280 nm. Le rapport DO 260 nm / DO 280 nm doit être 

entre 1,8 et 2,2. Ce rapport nous permet de déterminer la pureté des ARN (si les 

échantillons sont contaminés par des protéines). Les ARN totaux sont ensuite stockés à  

-80°C. 

12.3. RT-PCR : Reverse Transcriptase- Polymerase Chain Reaction 

Afin de pouvoir quantifier les ARN, ces derniers doivent être rétro-transcrits en ADN 

complémentaires (ADNc), par l’action d’une polymérase appelée Reverse Transcriptase. 

 La Reverse Transcription (RT-PCR) a été effectuée à l’aide d’un Kit « i Script CDNA 

Synthesis » (Biorad), dans un thermocycleur « Perkin Elmer ». 

Tout d’abord, les ARN totaux sont ajustés à une concentration de 1 µg/µL. Ces derniers 

sont dilués dans 30 μL d’eau ultra-pure afin d’avoir une concentration d’ARN équivalente 

pour chaque échantillon égale à 0,2 µg/µL. Ensuite, 1 μL d’enzyme ‘Reverse 

Transcriptase’, 4 μL de tampon RT, et 10 µL d’eau ultra-pure sont ajoutés dans chaque 

tube. Après 5 min d’incubation à température ambiante, les échantillons sont placés dans le 

thermocycleur. Une étape d’élongation du brin d’ADNc est effectuée à 42°C pendant 40 

min, suivie d’une étape de dénaturation des brins néosynthétisés pendant 5 min à 85°C. 

Les échantillons sont ensuite maintenus à + 4°C afin de stopper la réaction et de conserver 

les ADNc. Ces derniers sont stockés à -20°C. 

12.4. Quantitative Polymerase Chain Reaction : qPCR 

La PCR quantitative (qPCR) appelée aussi PCR en temps réel est une réaction PCR 

classique qui a pour but de quantifier le niveau d’expression d’un gène donné en amplifiant 

les ADNc (issus d’une reverse transcriptase). 
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Les échantillons obtenus de la RT (ADNc) (20 µL) sont tous dilués en ajoutant 80 µL 

d’eau.  Un volume de 25 µL de chaque échantillon est alors ajouté dans un même tube, qui 

sert à réaliser une gamme standard. Ensuite, 225 µL d’eau sont ajoutés au 75 µL restants 

de chaque échantillon afin d’obtenir un volume de 300 µL. 

La qPCR est effectuée à l’aide d’un kit « IQ SYBR green Supermix » (Biorad) dans un 

thermocycleur i Cycler IQ (Biorad).  Le fluorophore utilisé est celui de SYBR green. C’est 

un agent intercalant les acides nucléiques doubles brins qui est capable d’émettre une 

fluorescence verte lorsqu’il est excité par les UV. En effet, la fluorescence émise est 

proportionnelle à la quantité du fluorophore (SYBR green fixé), et donc à la quantité 

d’ADN dans l’échantillon.  

La technique de la qPCR a été réalisée en plaques 96 puits dans laquelle 10 μL de mix de 

qPCR et 5 μL d’ADNc dilué sont introduits, la dilution pouvant aller de 1/10
ème 

à 1/100
ème

 

selon la quantité d’ADNc disponible. Le mix de qPCR a été préparé à partir de « IQ SYBR 

green Supermix » (Biorad) qui contient le SYBR green, les dNTPs, l’enzyme « Hot Start », 

et d’autres éléments nécessaires à la réaction comme le MgCl2, auxquels on a ajouté des 

amorces sens et anti-sens spécifiques du gène d’intérêt à une concentration de 300 nM au 

final pour chaque gène à étudié, et de l’eau ultra-pure.  

Dans notre étude, le gène de 36B4, qui est une protéine ribosomale, est choisi comme gène 

de référence. L’expression de ce gène n’est pas modifiée par les différents traitements 

appliqués sur les cellules 158N.  

Les séquences des différentes amorces utilisées pour la qPCR sont résumées dans le 

Tableau2. Les amorces permettent d’obtenir des amplicons d’une taille entre 100 et 200 

paires de bases. 

La plaque de 96 puits est ensuite centrifugée pendant 1 min à 1 000 rpm puis mis dans 

l’iCycler « StepOne Plus de (Life Science Technologies) ». Le programme utilisé 

comprend trois étapes : une première étape de 30 s à 25°C, une seconde étape d’activation 

de l’enzyme qui se fait pendant 2 min à 95°C, et une troisième étape comprenant 3 phases 

répétées sur 40 cycles: une phase de dénaturation des acides nucléiques (30 s à 94°C), une 

phase d’hybridation avec les amorces (30 s à 60°C) et une phase d’élongation (30 s à 

72°C). 

La fluorescence est mesurée à chaque fin de phase d’élongation. La courbe de fluorescence 

comprenant donc trois phases : une phase d’initiation correspond au bruit de fond ou la 
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quantité de produit de PCR est trop faible pour être mesurée, une phase exponentielle 

durant laquelle le nombre de produit de PCR, est doublé à chaque cycle, et une phase de 

plateau où la fluorescence obtenue atteint son maximum. A la fin des 40 cycles de PCR, 

une étape, supplémentaire est effectuée afin de vérifier la spécificité du produit amplifié et 

la présence d’éventuels contaminants. Ceci permet d’établir une courbe de fusion. En effet, 

chaque produit de PCR est caractérisé par une température de fusion ou TM (Melting 

Température) correspondant à la température à laquelle la moitié du produit est hybridé 

sous forme de double-brin. Plus la température augmente, plus l’hybridation est spécifique 

et donc le nombre de molécules sous forme double-brin diminue. Cependant, lorsque la 

température est trop élevée, toutes les molécules sont dénaturées et il n’ya plus de double 

brin : la fluorescence est donc minimum. 

Tableau 2 : Séquences des différentes amorces utilisées pour les qPCR 

 

Gène Amorces sens Amorces anti -sens 

36B4 5’-CGACCTGGAAGTCCAACTAC-3’ 5’-ATCTGCTGCATCTGCTTG-3’ 

Acox-1 5'-GCCCAACTGTGACTTCCATT-3' 5'- GGCATGTAACCCGTAGCACT-3' 

Abcd1 5'-GCCAAGTTGTGGATGAG-3′ 5'-TTCCGCAGAGTCGGGATAGA-3' 

Abcd3 5’-GTTCAAAGAGAAGGATGGGATG-3’ 5’- TGCTCACGGCACTGGTACATTC-3’ 

MFP2 5’-AGGGGACTTCAAGGGAATTGG-3’ 5’-GCCTGCTTCAACTGAATCGTAA-3’ 

ADHAPS 5’-AATGGATGGGGCTACAATGATTC-3’ 5’-TCCAGACTTACTCCAAGGGTG-3’ 

DHAPAT 5’-ATGGACGTTCCTAGCTCCTCC-3’ 5’-GCGGGGTGTAGCACTTCATT-3’ 

 

12.5. Analyse des résultats qPCR 

Les courbes de fluorescence obtenues sont analysées avec le logiciel « i Cycler IQ » 

(Biorad). Le Ct (Cycle threshold) correspond au nombre de cycles de qPCR nécessaires 
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pour atteindre une certaine valeur de fluorescence, appelée seuil. Chaque échantillon à un 

Ct. Le ΔCt correspond à la différence entre le Ct du traité et le Ct du témoin : plus la 

différence est importante, plus le traitement a un impact sur la transcription. Trois 

expériences indépendantes en double sont réalisées. 

13. Analyse statistique 

Les analyses statistiques sont réalisées avec le logiciel SPSS version 21.  

Les résultats sont représentés sous forme de moyenne ± écart-type, et comparés par un test 

non paramétrique U de Mann-Whitney. Les tests cellulaires réalisés le plus souvent en 

triplicate sont répétés au minimum trois fois.  Le seuil de significativité est fixé à p ≤ 0,05 

pour tous les tests.  



 

 

 

RESULTATS 
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I. Etude clinique préliminaire 

Notre étude clinique préliminaire a été basée sur 20 patients répartis en deux groupes, 10 

patients atteints d’une sclérose en plaques récurrente rémittente (SEP RR) et 10 patients ayant 

des troubles neurologiques autres que la SEP (polyradiculo-neuropathies, polyneuropathies, 

myéloradiculopathies). 

Cette étude consiste à identifier des biomarqueurs de stress oxydant et/ou lipidiques, ou 

valider des biomarqueurs déjà existants, dans le plasma et le liquide céphalorachidien (LCR) 

de patients atteints de SEP RR. Ainsi, une évluation du profil des acides gras au niveau 

plasmatique et cérébral est effectuée chez les patients atteints de SEP et les témoins. De plus, 

l’impact du stress oxydant sur les constituants lipidiques majeurs, à savoir les acides gras et le 

cholestérol, est évalué via une quantification des produits issus de la péroxydation lipidique 

dans le LCR et le plasma. En effet, les hydroxy-acides octodecadenoïques (HODEs), produits 

de l’oxydation de l’acide linoléique, en particulier le 9-HODE et le 13-HODE sont mesurés. 

De même, le 7-cétocholestérol (7KC) et le 7β-hydroxycholestérol (7β-OHC), issus de l’auto-

oxydation du cholestérol, ainsi que le 27-hydoxycholestérol, le 7α-hydroxycholestèrol et le 

24(S) hydroxycholestérol (24S-OHC), produits de l’oxydation enzymatique du cholesterol, 

sont également quantifiés. Ces lipides sont analysés par chromatographie en phase gazeuse 

couplée à une spectroscopie de masse. 

1. Evaluation du taux d’hydroxy-acides octodecadenoïques au niveau plasmatique et 

cérébral  

Étant donné que les hydroxy-acides octodecadenoïques (HODE) sont des produits de 

dégradation des acides gras, Il est important d’évaluer leurs taux plasmatiques et cérébraux 

chez des patients SEP RR et des patients non SEP (témoins). Dans cette étude, nous avons pu 

quantifier le taux du 9-HODE et du 13-HODE, des produits de l’oxydation de l’acide 

linoléique lui même précurseur de l’acide arachidonique. Les résultats sont présentés dans le 

Tableau 3.  

Les résultats ont montré une augmentation significative du taux de HODE totale (la somme 

du 9-HODE et du 13-HODE) au niveau plasmatique et cérébral chez les patients SEP RR 

comparativement aux témoins. Toutefois, une augmentation significative du taux de 13 

HODE à la fois au niveau plasmatique que cérébral a été observée chez les patients SEP RR 

par rapport aux témoins (Tableau 3). Nos résultats montrent également une augmentation 
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sgnificative du taux de 9 HODE cérébral chez les patients SEP RR comparativement aux 

témoins. 

 

Tableau 3 : Taux des hydroxy-acides octodecadenoïques (9 HODE ; 13 HODE ; total 

HODE) au niveau plasmatique et cérébral chez les patients atteints de sclérose en 

plaques récurrente rémittente et les témoins 

  

 9 HODE 13 HODE Total HODE 

Plasma 

Témoin (µM) 
2,10 ± 1,25 1,08 ± 0,51 3,18 ± 1,75 

Plasma 

SEP RR (µM) 
2,18 ± 0,39 5,11 ± 0,48* 7,29 ± 0,87* 

LCR 

Témoin (nM) 
8,11 ± 1,43 3,81 ± 0,3 11,3 ± 1,74 

LCR 

SEP RR (nM) 
17,73 ± 3,74* 6,65 ± 1,28* 24,38 ± 5,02* 

Les résultats sont présentés sous forme de Moyenne ± écart type. Une différence significative 

entre les malades SEP et les témoins est indiquée par * P ≤ 0,05 (Test de Mann Whitney). 

2. Evaluation du taux des oxystérols au niveau plasmatique et cérébral  

Le dosage du taux des oxystérols a montré une augmentation significative du taux 

plasmatique du 24S OHC, du 7β-OHC et du 7 KC chez les patients SEP RR, 

comparativement aux patients non SEP. Par ailleurs, aucune différence significative n’a été 

observée pour le 27 OHC et le 7α-OHC entre le groupe des malades SEP RR et celui des 

témoins (Tableau 4). 

Tableau 4 : Taux des oxystérols au niveau plasmatique et cérébral chez les patients 

atteints de sclérose en plaques récurrente rémittente et les témoins  

 

   (pg/ml) 24S OHC 27 OHC 7α-OHC 7β-OHC 7KC 

Plasma  

Témoin 
130,8 ± 64,00 107,5 ± 43,31 357,83 ± 145,66 134,5 ± 41,96 263,83 ± 68,46 

Plasma  

SEP RR 
147,33± 59, 42* 103,83 ± 24,72 360,5 ± 153,57 150,33 ± 79,67* 367,33 ± 142,15* 

LCR  

Témoin 
5,88 ± 1,03 4,01 ± 1,18 9,45 ± 1,95 11,19 ± 1.80 22,32 ± 10,25 
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LCR  

SEP RR 
 6,01 ± 1,19  4,32 ± 1,03     9,61 ± 3,2 11,28 ± 2,22 22,00 ± 12,05 

Les résultats sont présentés sous forme de Moyenne ± écart type. Une différence significative 

entre les malades SEP et les témoins est indiquée par * P ≤ 0,05 (Test de Mann Whitney). 

3. Evaluation du profil des acides gras au niveau plasmatique et cérébral  

Les acides gras sont l’unité structurale des lipides. Ce sont des constituants majeurs de la 

bicouche lipidique des membranes cellulaires. Ils servent également de substrat énergétique et 

jouent un rôle essentiel dans la régulation de certaines réactions métaboliques chez l’homme. 

Pour cela, une comprasison entre le profil des acides gras notamment les acides gras d'intérêt 

(C20:4 ; C22:6 ; C22:0 ; C24:0 ; C26:0) au niveau du plasma et du LCR chez les patients 

SEP-RR et les témoins (patients non SEP) a été effectuée. Les résultats sont présentés dans le 

Tableau 5. 

Tableau 5 : Profil des acides gras au niveau plasmatique et cérébral chez les patients 

atteint de la sclérose en plaques récurrente rémittente et les témoins  

 
C20:4 C22:6 C22:0 C24:6 C24:0 C26:0 

Plasma  

Témoin (μM) 363,32  ± 90,87 59,89 ± 28,49 0,12 ± 0,05 0,143 ± 0,07 0,17 ± 0,04 0,04± 0.01 

Plasma  

SEP RR (μM) 320,95 ± 99,11* 49,04 ± 18,48 * 0,22 ± 0,18 * 0,147 ± 0,12 0,19 ± 0,11 0,04 ± 0.02 

LCR  

Témoin (nM) 164,58 ±102,85 38,11 ± 27,77 

 

5,95 ± 2,28 

 

44,78 ± 8,74 11,95 ± 3,09 3,10 ± 1,72 

LCR 

 SEP RR(nM) 132,07 ±61,03 * 28,06 ± 21,49 * 9,04 ± 3,309 * 43,19 ± 8,94 12,05 ± 2,78 3,12 ± 2,51 

Les résultats sont présentés sous forme de Moyenne ± écart type. Une différence significative 

entre les malades SEP et les témoins est indiquée par * P ≤ 0,05 (Test de Mann Whitney). 

Une diminution significative du taux d’acide arachidonique (AA) (C20:4) et d’acide 

docosahexaénoïque (DHA) (C22:6) a été observée au niveau plasmatique et cérébral chez les 

patients SEP-RR comparativement des patients non SEP (Témoins). Cependant, une 

augmentation significative du taux d’acide docosanoique (C22:0) a été révélée au niveau 

plasmatique et cérébral chez les patients SEP RR par rapport aux témoins. Par ailleurs, aucune 

différence significative des taux d’acide gras tétracosahexaénoïque (C24:6), d’acide 
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lignocérique (C24:0) et d’acide cérotique  (C26:0)  n’a été  observée entre le groupe des 

patients SEP-RR et le groupe des témoins au niveau cérébral ainsi que plasmatique. 

Sur la base de cette étude clinique préliminaire, qui suggère l’installation d’un stress oxydant 

chez les patients SEP RR ainsi qu’un désordre du métabolisme lipidique qui pourrait être 

entre autre la conséquence d’une altération du métabolisme mitochondrial et/ou peroxysomal. 

Une nouvelle étude clinique plus approfondie est en cours « Biomarbiot ». C’est une étude 

monocentrique, menée sur 28 patients traités par la biotine. C’est le médicament qui sera 

étudié dans la suite de ces travaux de thèse afin d’évaluer ses effets cytoprotecteurs sur des 

oligodendrocytes murins 158N traitées par le 7β-OHC. 

En effet, cette étude clinique en cours aura pour but de mettre en évidence des biomarqueurs 

sanguins lipidiques, ainsi que des biomarqueurs d’activité mitochondriale, peroxysomale et de 

fonctionnement neuronal prédictifs de bonne ou mauvaise réponse clinique à la biotine chez 

des patients porteurs de SEP progressive, ainsi de déterminer la capacité de cette molécule de 

prévenir ou de corriger les altérations mitochondriales ou peroxysomales. 

En fonction de ces résultats cliniques préliminaires, notre étude in vitro s’est focalisée à 

préciser dans un premier temps, les activités cytotoxiques du 7β-hydroxycholestérol, présent 

en forte concentration au niveau du plasma des patients SEP RR, sur des cellules 

oligodendrocytaires murines 158N, et ceci en abordant les paramètres associés à la 

pathogenèse de la SEP, en particulier le statut RedOx, le statut mitochondrial et peroxysomal, 

le métabolisme lipidique et la mort cellulaire ainsi que l’expression de protéines de myéline. 

Dans un deuxième temps, à évaluer la capacité du diméthyle fumarate (DMF), du 

monométhyle fumarate (MMF) et de la biotine à s’opposer aux effets toxiques induits par le 

7β-hydroxycholestérol sur les cellules 158N. 

II. Etude in vitro 

1. Evaluation des effets du 7β-hydroxycholestèrol, du diméthyle fumarate, du 

monométhyle fumarate et de la biotine sur la croissance cellulaire et / ou l'activité 

mitochondriale des cellules oligodenrocytaire murines 

Le 7β-hydroxycholestérol (7β-OHC) est un oxystèrol qui peut être formé soit par auto-

oxydation du cholestérol sur le cycle B du cholestérol en C7, soit par synthèse enzymatique à 

partir du 7-oxochlestérol (également nommé 7-cétocholestérol) (Mutemberezi et al., 2016). 

Le 7β-OHC est fortement suspecté d’être responsable de différentes maladies liées à l’âge très 

largement répandues notamment les maladies cardiovasculaires et neurodégénératives (Vejux 

file:///G:/2019%2006%2029%20copie%20zero%20thèse/31%2005%202019%20Résultats.docx%23_ENREF_14
file:///G:/2019%2006%2029%20copie%20zero%20thèse/31%2005%202019%20Résultats.docx%23_ENREF_18
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and Lizard, 2009; Nury et al., 2017) . Par conséquent, cet oxystérol pourrait constituer un 

second messager dans le processus de neurodégénéresence et conduire à divers 

dysfonctionnements cellulaires.  

Comme il existe de nombreuses preuves soutenant l’implication du 7β-OHC dans l’initiation 

et le développement des maladies neurodégénératives en particulier les maladies 

démyélinisantes tels que la SEP, il est donc important de caractériser son activité biologique. 

Dans ce contexte, l’activité cytotoxique du 7β-OHC a été déterminée in vitro sur des cellules 

oligodendrocytaires murines 158N, cellules productrices de la myéline, traitées pendant 24 h 

avec différentes concentrations du 7β-OHC 1; 6,25 ; 12,5; 25; 50; 100 et 200 µM. Un test 

MTT est réalisé pour évaluer les effets du 7β-OHC sur la croissance cellulaire et / ou l'activité 

mitochondriale, afin de justifier la concentration du 7β-OHC qui sera choisie dans ce travail 

de thèse en absence ou en présence des différents traitements utilisés dans la SEP (DMF, 

MMF et Biotine). Les résultats obtenus sont présentés dans la Figure 16.  

 

 

Figure 16 : Evaluation des effets de différentes concentrations du 7β-hydroxycholestérol 

sur la croissance cellulaire et / ou l'activité mitochondriale des cellules 

oligodenrocytaires murines  

Les cellules 158N pré-cultivées pendant 24 h dans des plaques de 6 puits, sont ensuite traitées pendant 24 h en 

présence ou en absence de 7β-OHC : (1, 6,25, 12,5, 25, 50, 100, 200 µM). Dans ces conditions, la cytotoxicité 

est déterminée avec le test MTT. Véhicule : EtOH 0,6%. L’analyse statistique des données est réalisée par le test 

file:///G:/2019%2006%2029%20copie%20zero%20thèse/31%2005%202019%20Résultats.docx%23_ENREF_15
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de Mann Whitney. Les données présentées correspondent à la moyenne ± écart type (deux expériences réalisées 

en triplicate). Des différences significatives (P≤0,05) entre les cellules traitées avec du 7β-OHC à différentes 

concentrations et les cellules traitées avec le véhicule (Ethanol (EtOH) 0,6%) sont indiquées par « * ». Aucune 

différence n'a été observée entre les cellules non traitées et les cellules traitées avec le le véhicule (EtOH 0,6%). 

 

 

 

Figure 17 : Evaluation des effets de différentes concentrations de la biotine sur 

l’inhibition de la croissance cellulaire induite par le 7β-hydroxycholestérol. 

 Les cellules 158N ont été cultivées pendant 24 h en présence ou en absence du 7β-OHC (50 

µM) associées ou non à la biotine (1, 10, 100 et 1 000 nM). Dans ces conditions, un  test MTT 

a été effectué. Sur la base de ces données, les concentrations de biotine de 10 et 100 nM ont 

été choisies. L’analyse statistique des données est réalisée par le test de Mann Whitney. Les 

données présentées correspondent à la moyenne ± écart type de trois expériences réalisées en 

triplicate. Aucune différence significative n'est observée entre le contrôle (cellules non 

traitées) et les cellules traitées avec le véhicule (EtOH (0,6%)). Des différences significatives 

(P≤0,05) entre le véhicule (éthanol (EtOH) 0,6%) et les cellules traitées sont indiquées  par : 

*.  Des différences significatives entre les cellules traitées avec du 7β-OHC et les cellules 

traitées avec (7β-OHC + biotine) sont indiquées par : #. 
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Des pourcentages de cellules MTT positives semblables sont obtenus pour les cellules 

contrôles et les cellules traitées avec le véhicule (Ethanol (EtOH (0,6%)). La concentration du 

7β-OHC, qui induit une diminution d’environ 50 % des cellules MTT positives est celle de 50 

µM, est retenue pour le reste du travail. Afin de préciser les effets du 7β-OHC, du DMF, du 

MMF et de la biotine sur les cellules 158N, différentes méthodes d’analyses biochimiques, 

d’imagerie et de cytométrie en flux ont été utilisées. Plusieurs paramètres morphologiques, 

biologiques et fonctionnels ont été évalués au niveau des cellules 158N mises en culture en 

présence du 7β-OHC, du DMF, du MMF et de la biotine. 

Initialement, nous avons déterminé la capacité de la biotine à prévenir la cytotoxicité induite 

par le 7β-OHC (50 µM) par un test MTT, afin de déterminer la concentration capable 

d’inhiber les effets néfastes du 7β-OHC. Les cellules 158N sont incubées avec du 7β-OHC 

(50 µM) pendant 24 h associées ou non à la biotine à différentes concetrations (1, 10, 100 et 1 

000 nM). Avec 10, 100 et 1 000 nM de biotine, une protection de la cytotoxicité induite par le 

7β-OHC est observée avec un effet similaire pour les trois concentrations. Par conséquent, les 

plus faibles concentrations capables de prévenir la cytotoxicité induite par le 7β-OHC ont été 

choisi pour le reste du travail à savoir 10 et 100 nM. Toutefois, des données cliniques ont 

confirmé que le taux cérébral de la biotine est estimé à environ 300 à 400 nM  pendant les 

quelques minutes qui suivent une administartion par voie orale d’une dose unique de 300 mg / 

jour. Cependant, cette concentration diminue rapidement. Sur la base de ces données cliniques 

et in vitro, les concentrations de la biotine choisies pour ce travail sont 10 et 100 nM (Figure 

17).  

De même, la concentration du DMF et MMF a été déterminée par le test MTT après un 

prétraitement des cellules 158N avec du DMF et MMF à différentes concentrations (1, 12,5, 

25, 50, 100 µM) associées ou non au 7β-OHC (50 µM). Dans ces conditions la concetration 

de DMF et de MMF ayant la capacité d’attinuer la cytotocité induite par le 7β-OHC (50 µM) 

était celle du 25 µM (Figure 18). 
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Figure 18 : Evaluation des effets de différentes concentrations du dimethyle fumarate et 

du monométhyle fumarate sur l’inhibition de la croissance cellulaire induite par le 7β-

hydroxycholestérol.  

Les cellules 158N préalablement cultivées pendant 24 heures ont été incubées pendant 24 heures 

en absence ou en présence du 7β-OHC (50 µM) associées ou non au DMF ou au MMF à 

différentes concentration (1, 12,5, 25, 50 et 100 µM). Dans ces conditions, un test MTT est 

réalisé. L’analyse statistique des données est réalisée par le test de Mann Whitney. Les données 

présentées correspondent à la moyenne ± écart type (trois expériences indépendantes). Aucune 

différence significative n’est observée entre les cellules non traitées (contrôles) et les cellultes 

traitées avec les véhicules (éthanol (EtOH, 0,6%) ou DMSO (0,002, 0,025, 0,05, 0,1, 0,2%)). Des 

différences significatives entre les cellules traitées par le véhicule (EtOH: 0,6%) et les cellules 

traitées sont indiqué par « * » . Des différences significatives entre les cellules traitées avec du 

7β-OHC et les cellules traitées au (7β-OHC + DMF) ou (7β-OHC + MMF) sont indiquées par # 

P≤ 0.05. 
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2. Evaluation de l’effet du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la 

biotine associés ou non au 7β-hydroxycholestérol sur la morphologie et l'adhésion 

cellulaire 

2.1. Effet du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la biotine associés ou 

non au 7β-hydroxycholestérol sur la morphologie cellulaire 

Les cellules 158N ont été cultivées dans des plaques de 6 puits pendant 24 h, prétraitées ou 

non par DMF (25 µM), MMF (25µM), biotine (10 et 100 nM) ou α-tocophérol (400 µM), 

utilisée comme contrôle positif, pendant 2h avant l’ajout du 7β-OHC (50 µM). Après 24 h de 

traitement, les cellules ont été observées à l’aide d’un microscope à contraste de phase et des 

images sont prises pour chaque condition de traitement (Figure 19).  

La morphologie des cellules contrôles et des cellules traitées avec de l’éthanol (0.6%) ne 

présentent pas des changements marqués. En présence de DMF, de MMF ou de la biotine, des 

effets marqués sur l'adhésion cellulaire et la croissance cellulaire sont mises en évidence 

(Figure 19).  

Comparativement au contrôle et au véhicule; les cellules traitées avec du 7β-OHC (50 µM), 

montre une augmentation du nombre des cellules rondes flottantes, considérées comme des 

cellules mourantes, et une diminution du nombre des cellules adhérentes, indiquant une perte 

d'adhérence cellulaire. Cependant, lorsque le 7β-OHC est associé au DMF (25 µM), MMF (25 

µM) ou à la biotine (10 et 100 nM), on remarque une restuaration de la morphologie et de 

l’adhérence des cellules 158N ainsi qu’une forte diminution du nombre des cellules flottantes 

(cellules non adhérentes) (Figure 19). 
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Figure 19: Observation des cellules par microscopie en contraste de phase 

Les cellules 158N cultivées en plaques de 6 puits, ont été traitées avec du 7β-OHC (50 µM) associées ou non au DMF (25 µM), au MMF (25 

µM), à la Biotine (10 et 100 nM) et ou à l’α-tocophérol (400 µM), pendant 24 h et observées en microscope en contraste de phase. 
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2.2. Effet du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la biotine associés ou 

non au 7β-hydroxycholestérol sur l’adhésion cellulaire 

L’impact du DMF, du MMF et de la biotine sur l’adhésion cellulaire a été mis en évidence par 

coloration au crystal violet. Ainsi, après 24 h de traitement, une coloration au crystal-violet a 

été réalisée. Les résultats obtenus sont présentés dans la Figure 20. 

 

Figure 20 : Evaluation des effets du diméthyle fumarate et du monométhyle fumarate 

associés ou non au 7β-hydroxycholestérol sur l’adhérence cellulaire. 

Les effets de différents traitements sur l’adhérence cellulaire ont été évalués par coloration 

au crystal violet. L’analyse statistique des données est réalisée par le test de Mann Whitney. 

Les résultats présentés correspondent à la moyenne ± SD de trois expériences indépendantes. 

Des différences significatives (P≤0,05) entre le véhicule (éthanol (EtOH) 0,6%) et les cellules 

traitées sont indiquées par *. Des différences significatives entre les cellules traitées avec du 

7β-OHC et les cellules traitées au (7β-OHC + DMF (25 µM), (7β-OHC + MMF (25µM), (7β-

OHC + biotine (10 nM)), (7β-OHC + biotine (100 nM)) ou au (7β-OHC + α–tocophérol); sont 

indiquées par #. Aucune différence significative n’a été observée entre contrôle et EtOH. 

L’adhérence cellulaire diminue significativement suite au traitement avec du 7β-OHC pendant 

24 h, par rapport au véhicule (EtOH (0,6 %)) et aux cellules non traitées (Contrôle) (Figure 

20). Lorsque le 7β-OHC est associé au DMF (25 µM), au MMF (25 µM) ou à la biotine (10 et 

100 nM), une augmentation significative du nombre des cellules adhérentes est observée 

comparativement aux cellules traitées avec du 7β-OHC seul ; ces effets sont comparables à 
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ceux observés avec l'α-tocophérol (Figure 20). Ainsi, le DMF, le MMF et la biotine 

s’opposent à l’inhibition de l’adhérence cellulaire induite par le 7β-OHC. 

3. Evaluation des effets cytoprotecteurs du diméthyle-fumarate, du monométhyle-

fumarate et de la biotine 

3.1. Effet du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la biotine associés ou 

non au 7β-hydroxycholestérol sur la croissance cellulaire 

Les cellules 158N ont été traitées en présence ou en absence du 7β-OHC (50 µM) associées 

ou non au DMF (25 µM), au MMF (25 µM), à la biotine (10 et 100 nM) ou à l’α-tocophérol 

(400 µM) (utilisée comme témoin positif) pendant 24 h. Une évaluation de la capacité du 

DMF, MMF ou de la biotine à s’opposer aux effets toxiques du 7β-OHC, et à rétablir la 

croissance et la prolifération cellulaire a été évaluée par un test MTT.  

 

Figure 21 : Evaluation des effets du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et 

de la biotine associés ou non au 7β-hydroxycholéstérol sur la croissance cellulaire.  

L’analyse statistique des données est réalisée par le test de Mann Whitney. Les résultats 

présentés correspondent à la moyenne ± SD de trois expériences indépendantes réalisées en 

tripliquate. Des différences significatives (P ≤ 0,05) entre le véhicule (éthanol (EtOH) 0,6%) 

et les cellules traitées sont indiquées par *. Des différences significatives (P ≤ 0,05) entre les 

cellules traitées avec du 7β-OHC et les cellules traitées au (7β-OHC + DMF (25 µM), (7β-

OHC + MMF (25µM), (7β-OHC + biotine (10 nM)), (7β-OHC + biotine (100 nM)) ou au 

(7β-OHC + α–tocophérol); sont indiquées par #.  
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Les résultats ont montré une nette diminution du pourcentage des cellules MTT positives 

reflétant une inhibition de la croissance cellulaire en présence du 7β-OHC (50 µM). Cette 

diminution a été contrecarrée lorsque le 7β-OHC est associé au DMF (25 µM), MMF (25 µM) 

ou à la biotine (10 et 100 nM). Ce même effet est observé lorsque le 7β-OHC est associé à 

l’α-tocophérol (400 µM) (Figure 21). Aucune différence n’a été observée entre les cellules 

contrôle et celles traitées avec l’éthanol (EtOH 0,6%). 

Ces résultats montrent que les différents traitements (DMF, MMF et Biotine) pourraient 

moduler la croissance cellulaire et inhiber l’effet cytotoxique du 7β-OHC sur les cellules 

158N.  

3.2. Effet du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la biotine associés ou 

non au 7β-hydroxycholestérol sur l’activité estérase par coloration à la fluorescéine 

diacétate (FDA) 

Afin d’évaluer les effets du DMF, du MMF et de la biotine associés ou non au 7β-OHC sur 

l’activité estérase des membranes plasmiques des cellules et sur la viabilité cellulaire, une 

coloration à la fluorescéine diacétate (FDA) a été réalisée sur les cellules 158N traitées avec 

ou sans 7β-OHC (50 µM), en présence ou en absence du DMF (25 µM), du MMF (25 µM), 

de la biotine (10 et 100 nM) ou de l’α-tocophérol (400 µM). Seules les cellules vivantes sont 

capables de transformer le FDA en fluorescéine par l'intermédiaire de l'activité estérase.  

Les résultats ci-dessus ont montré une nette diminution des cellules FDA+, (considérées 

comme cellules vivantes), reflètant une inhibition de l’activité estérase et donc une diminution 

de la viabilité cellulaire, suite à un traitement avec du 7β-OHC (50 µM). Cependant, lorsque 

le 7β-OHC est associé au DMF, au MMF ou à la biotine, une augmentation significative de la 

viabilité cellulaire et/ou de l’activité estérase est observée. Aucune différence n’a été observée 

entre le contrôle et le véhicule (Figure 22). 
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Figure 22 : Effet du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la biotine 

associés ou non au 7β-hydroxycholéstérol sur l’activité estérase des membranes 

plasmiques des cellules. 

L’analyse statistique des données est réalisée par le test de Mann Whitney. Les résultats présentés 

correspondent à la moyenne ± SD de trois expériences indépendantes réalisées en tripliquate. Des 

différences significatives (P ≤ 0,05) entre les véhicules (éthanol (EtOH) 0,6%, DMSO (0,05%)) et 

les cellules traitées sont indiquées par *. Des différences significatives (P ≤ 0,05) entre les 

cellules traitées avec du 7β-OHC et les cellules traitées au (7β-OHC + DMF (25 µM), (7β-OHC 

+ MMF (25µM), (7β-OHC + biotine (10 nM)), (7β-OHC + biotine (100 nM)) ou au (7β-OHC + 

α–tocophérol); sont indiquées par #. Aucune différence significative n'a été observée entre le 

contrôle (cellules non traitées) et les véhicules (EtOH (0,6%), DMSO (0,05%)). 

3.3. Numération cellulaire en présence de bleu de trypan 

Le nombre total de cellules 158N viables est déterminé par coloration au bleu de trypan. Ce 

colorant pénètre dans les cellules mortes et les colore en bleu alors qu’il est rejeté par les 

cellules vivantes. Après 24 h du traitement, des cellules 158N avec du 7β-OHC (50 µM), 

prétraitées ou non avec du DMF (25 µM), du MMF (25 µM), de la biotine (10 et 100 nM) ou 

de l’α-tocophérol (400 µM), les cellules adhérentes et non adhérentes sont collectées, colorées 

avec du bleu de trypan et un comptage des cellules vivantes et mortes a été effectué. Une 

représentation du nombre des cellules viables est présentée dans la Figure 23.  Dans les 

conditions de traitement des cellules 158N avec du DMF (25 µM), du MMF (25 µM) ou de la 
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biotine (10 et 100 nM), le nombre des cellules vivantes sont similaires à celui trouvé dans les 

cellules contrôle. 

En présence du 7β-OHC (50 µM), une diminution significative du pourcentage des cellules 

vivantes a été observée comparativement au véhicule (EtOH 0,6%) (Figure 23). Cette 

diminution a été contrecarrée suite à un pré-traitement du 7β-OHC avec du DMF (25µM), du 

MMF (25 µM) et de la biotine (10 et 100 nM) ou de l’α-tocophérol (400 µM). Aucune 

différence n'a été observée entre les cellules non traitées et le véhicule (Ethanol 0,6%) 

(Figure 23). 

 

 

Figure 23 : Numération des cellules 158N vivantes en présence de diméthyle fumarate, 

de monométhyle fumarate ou de biotine associés ou non au 7β-hydroxycholestérol.  

L’analyse statistique des données est réalisée par le test de Mann Whitney. Les résultats 

présentés correspondent à la moyenne ± SD de trois expériences indépendantes réalisées en 

tripliquate. Des différences significatives (P ≤ 0,05) entre les véhicules (éthanol (EtOH) 

0,6%, DMSO (0,05%)) et les cellules traitées sont indiquées par *. Des différences 

significatives (P ≤ 0,05) entre les cellules traitées avec du 7β-OHC et les cellules traitées 

avec (7β-OHC + DMF (25 µM), (7β-OHC + MMF (25 µM), (7β-OHC + biotine (10 nM)), 

(7β-OHC + biotine (100 nM)) ou avec (7β-OHC + α–tocophérol); sont indiquées par #. 

Aucune différence significative n'a été observée entre le contrôle (cellules non traitées) et les 

véhicules (EtOH (0,6%), DMSO (0,05%)). 
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3.4. Evaluation de l’effet du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la 

biotine associés ou non au 7β-hydroxycholestérol sur l’intégrité de la membrane 

plasmique  

La quantification de la perméabilité et/ou l’intégrité de la membrane plasmique est effectuée 

par coloration à l’iodure de propidium (IP). Ce colorant ne pénètre que dans les cellules ayant 

une membrane plasmique altérée. Ainsi, la perméabilisation de la membrane plasmique est 

identifiée par une augmentation de la fluorescence émise par les cellules qui ont accumulé 

l’IP. 

 

 

Figure 24 : Effet du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la biotine 

associés ou non au 7β-hydroxycholestérol sur l’intrégrité de la membrane plasmique.  

L’analyse statistique des données est réalisée par le test de Mann Whitney. Les résultats 

présentés correspondent à la moyenne ± SD de trois expériences indépendantes réalisées en 

tripliquate. Des différences significatives (P ≤ 0,05) entre les véhicules (éthanol (EtOH) 

0,6%, DMSO (0,05%)) et les cellules traitées sont indiquées par *. Des différences 

significatives (P ≤ 0,05) entre les cellules traitées avec du 7β-OHC et les cellules traitées au 

(7β-OHC + DMF), (7β-OHC + MMF (25µM), (7β-OHC + biotine (10 nM)), (7β-OHC + 

biotine (100 nM)) ou au (7β-OHC + α–tocophérol); sont indiquées par #. 



Résultats 

126 

Les cellules 158N ont été traitées pendant 24 h en présence ou en absence du DMF (25 µM), 

du MMF (25 µM), de la biotine (10 et 100 nM) ou de l’α-tocophérol (400 µM) associées ou 

non au 7β-OHC (50 µM), une coloration à l’IP est réalisée sur les cellules (adhérentes et non-

adhérentes) mises en suspension ensuite les cellules sont analysées par le cytomètre en flux. 

Les résultats sont présentés dans la Figure 24. Les résultats d’analyse de perméabilité à l’IP, 

des cellules 158N traitées avec du 7β-OHC (50 µM), ont montré une augmentation 

significative du pourcentage des cellules IP positives, cellules ayant une membrane plasmique 

altérée, considérées comme cellules mortes. Cette augmentation est fortement atténuée 

lorsque le 7β-OHC est associé au DMF (25 µM), au MMF (25 µM), à la biotine (10 et 100 

nM) ou à l’α-tocophérol (400 µM) (contrôle positif): une réduction du pourcentage des 

cellules IP positives est observée, reflétant une diminution significative des cellules ayant une 

membrane plasmique perméable (altérée). Aucune différence n’a été révélée entre les cellules 

contrôle et le véhicule (Figure 24). 

4. Evaluation des effets du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la 

biotine associés ou non au 7β-hydroxycholestérol sur le stress oxydant 

4.1. Effet du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la biotine associés ou 

non au 7β-hydroxycholestérol sur la production d’espèces réactives de l’oxygène  

4.1.1. Effet sur la production d’anions superoxydes intracellulaires 

 La production d’anions superoxydes (O2
●-

) intracellulaire par les cellules 158N a été mesurée 

par cytométrie en flux après coloration à la DHE. Les cellules 158N sont traitées avec DMF 

(25 µM), MMF (25 µM) et biotine (10 et 100 nM) associées ou non au 7β-OHC (50 µM) 

pendant 24h.  

Les résultats de l’anlayse des cellules par cytométrie en flux (Figure 25) montrent une 

augmentation significative du pourcentage des cellules DHE positives, reflétant une 

surproduction d’anions superoxydes en présence du 7β-OHC (50 µM). Cependant, un 

prétraitement du 7β-OHC avec du DMF (25 µM), ou MMF (25 µM) ou de la biotine (10 et 

100 nM) montre une diminution de pourcentage des cellules DHE positives comparativement 

aux cellules traitées avec du 7β-OHC, indiquant une atténuation de la surproduction d’anions 

superoxydes. Aucune différence n’a été observée entre les cellules non traitées et le véhicule. 
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Figure 25 : Mesure de la production d’anions superoxydes intracellulaires dans les 

cellules 158N traitées par le diméthyle fumarate, le monométhyle fumarate ou la biotine, 

associées ou non au 7β-hydroxycholestérol.  

L’analyse statistique des données est réalisée par le test de Mann Whitney. Les résultats présentés 

correspondent à la moyenne ± SD de trois expériences indépendantes réalisées en tripliquate. Des 

différences significatives (P ≤ 0,05) entre les véhicules (éthanol (EtOH) 0,6%, DMSO (0,05%)) et 

les cellules traitées sont indiquées par *. Des différences significatives (P ≤ 0,05) entre les 

cellules traitées avec du 7β-OHC et les cellules traitées au (7β-OHC + DMF (25 µM), (7β-OHC 

+ MMF (25µM), (7β-OHC + biotine (10 nM)), (7β-OHC + biotine (100 nM)) ou au (7β-OHC + 

α–tocophérol); sont indiquées par #. Aucune différence significative n'a été observée entre le 

contrôle (cellules non traitées) et les véhicules (EtOH (0,6%), DMSO (0,05%)). 

4.1.2. Effet sur la production du péroxyde d’hydrogène (H2O2) 

La quantification de la production du peroxyde d’hydrogène (H2O2) a été évaluée par 

cytométrie en flux après coloration à la Dihydrorhodamine 123 (DHR123). Cette sonde 

pénètre facilement dans la cellule où elle est oxydée par H2O2 pour former un composé 

fortement fluorescent : la rhodamine 123.  

Les cellules 158N ont été traitées en présence ou en absence du DMF (25 µM), du MMF (25 

µM), de la biotine (10 et 100 nM) ou de l’α-tocophérol (contrôle positif), associées ou non au 

7β-OHC (50 µM). Après 24 h du traitement, une coloration à la DHR123 est réalisée sur les 



Résultats 

128 

cellules mises en suspension, ces dernières sont analysées au cytomètre en flux. Les résultats 

sont présentés dans la Figure 26.  

 

Figure 26 : Mesure de la production de peroxyde d’hydrogène dans des cellules 158N 

traitées par le diméthyle fumarate, le monométhyle fumarate et la biotine associés ou 

non au 7β-hydroxycholestérol 

Après 24 h du traitement, les cellules ont été colorées au DHR123% et analysées au 

cytomètre en flux.  L’analyse statistique des données est réalisée par le test de Mann Whitney. 

Les résultats présentés correspondent à la moyenne ± SD de trois expériences indépendantes 

réalisées en tripliquate. Des différences significatives (P ≤ 0,05) entre les véhicules (éthanol 

(EtOH) 0,6%, DMSO (0,05%)) et les cellules traitées sont indiquées par *. Des différences 

significatives (P ≤ 0,05) entre les cellules traitées avec du 7β-OHC et les cellules traitées au 

(7β-OHC + DMF (25 µM), (7β-OHC + MMF (25µM), (7β-OHC + biotine (10 nM)), (7β-

OHC + biotine (100 nM)) ou au (7β-OHC + α–tocophérol); sont indiquées par #. Aucune 

différence significative n'a été observée entre le contrôle (cellules non traitées) et les 

véhicules (EtOH (0,6%), DMSO (0,05%)). 

Les résultats montrent une augmentation significative du pourcentage des cellules DHR 123 

positives après traitement avec 7β-OHC (50 µM), reflétant une surproduction de H2O2 

(Figure 26). Cette augmentation est significativement atténuée lorsque le 7β-OHC est associé 

au DMF (25 µM), au MMF (25 µM) ou à la biotine (10 et 100 nM). Ce même effet est 

observé lorsque le 7β-OHC est associé à l’α-tocophérol. Aucune différence significative n’a 

été observée entre les cellules contrôles et les véhicules ((EtOH 0,6%) et (DMSO 0,05%)).  
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4.2. Evaluation des effets du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la 

biotine associés ou non au 7β-hydroxycholestérol sur le système de défence anti-oxydant 

4.2.1. Mesure de l’activité glutathion peroxydase 

La glutathion peroxydase (GPx) est une enzyme anti-oxydante, jouant un rôle central dans la 

détoxification cellulaire par l’élimination du H2O2. L’activité GPx a été évaluée au niveau des 

cellules 158N traitées ou non avec du DMF (25 µM), MMF (25 µM) et biotine (10 et 100 nM) 

associées ou non au 7β-OHC (50 µM). 

 

Figure 27 : Mesure de l’activité glutathion peroxydase dans des cellules 158N traitées 

par le diméthyle fumarate, le monométhyle fumarate et la biotine associés ou non au 7β-

hydroxycholestérol 

L’analyse statistique des données est réalisée par le test de Mann Whitney. Les résultats 

présentés correspondent à la moyenne ± SD de trois expériences indépendantes réalisées en 

tripliquate Des différences significatives (P ≤ 0,05) entre les véhicules (éthanol (EtOH) 0,6%, 

DMSO (0,05%)) et les cellules traitées sont indiquées par *. Des différences significatives (P 

≤ 0,05) entre les cellules traitées avec du 7β-OHC et les cellules traitées au (7β-OHC + 

DMF) (7β-OHC + MMF), (7β-OHC + biotine (10-100 nM)) ou au (7β-OHC + α–

tocophérol); sont indiquées par #.  

Les résultats ont montré une augmentation significative de l’activité GPx suite au traitement 

avec du 7β-OHC (50 µM) comparativement au véhicule (Ethanol 0,6%). De même, lorsque le 
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7β-OHC est associé au DMF, au MMF ou à la biotine, une augmentation significative de 

l’activité GPx a été observée comparativement aux cellules traitées avec du 7β-OHC seul 

(Figure 27). 

4.2.2. Mesure de l’activité superoxyde dismutase 

La superoxyde dismutase (SOD) est une enzyme capable de convertir l’anion superoxyde en 

peroxyde d’hydrogène (H2O2) et en oxygène moléculaire. 

Pour évaluer l’effet de différents traitements sur l’activité de superoxyde dismutase, les 

cellules 158N ont été traitées au DMF (25 µM), au MMF (25 µM) ou à la biotine en présence 

ou en absence du 7β-OHC (50 µM) puis un dosage colorimétrique a été réalisé.  

Les résultats sont présentés dans la Figure 28. 

 

Figure 28 : Effet du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la biotine 

associés ou non au 7β-hydroxycholestérol sur l’activité superoxyde dismutase  

L’analyse statistique des données est réalisée par le test de Mann Whitney. Les résultats 

présentés correspondent à la moyenne ± SD de trois expériences indépendantes réalisées en 

tripliquate. Des différences significatives (P ≤ 0,05) entre les véhicules (éthanol (EtOH) 

0,6%, DMSO (0,05%)) et les cellules traitées sont indiquées par *. Des différences 

significatives (P ≤ 0,05) entre les cellules traitées avec du 7β-OHC et les cellules traitées au 

(7β-OHC + DMF (25 µM), (7β-OHC + MMF (25µM), (7β-OHC + biotine (10 nM)), (7β-

OHC + biotine (100 nM)) ou au (7β-OHC + α–tocophérol); sont indiquées par #.  
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Aucune différence n’a été observée entre le contrôle et le véhicule. En revanche, le traitement 

avec du 7β-OHC a induit une augmentation significative de l’activité SOD, comparativement 

au véhicule. L’activité SOD est amplifiée lorsque le 7β-OHC est associé au DMF (25 µM), au 

MMF (25 µM) ou à la biotine (10 et 100 nM) (Figure 28). 

4.2.3. Mesure de l’activité catalase 

La catalase est une enzyme spécifique du peroxysome assurant le rôle de détoxification au 

niveau de cet organite. Elle est responsable de la dégradation du peroxyde d’hydrogène 

(H2O2) en eau et en oxygène moléculaire. L’activité enzymatique de la catalase a été évaluée 

au niveau des cellules 158N traitées en présence ou en absence du DMF (25 µM), du MMF 

(25 µM), de la biotine (10 et 100 nM) ou de l’α-tocophérol (400 µM) associées ou non au 7β-

OHC (50 µM).  

 

Figure 29 : Effet du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la biotine 

associés ou non au 7β-hydroxycholestérol sur l’activité de la catalase.  

L’analyse statistique des données est réalisée par le test de Mann Whitney. Les résultats 

présentés correspondent à la moyenne ± SD de trois expériences indépendantes réalisées en 

tripliquate. Des différences significatives (P ≤ 0,05) entre les véhicules (éthanol (EtOH) 

0,6%, DMSO (0,05%)) et les cellules traitées sont indiquées par *. Des différences 

significatives (P ≤ 0,05) entre les cellules traitées avec du 7β-OHC et les cellules traitées au 

(7β-OHC + DMF (25 µM), (7β-OHC + MMF (25µM), (7β-OHC + biotine (10 nM)), (7β-

OHC + biotine (100 nM)) ou au (7β-OHC + α–tocophérol); sont indiquées par #.  
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Les résultats montrent une augmentation significative de l’activité catalase en présence du 7β-

OHC par rapport aux cellules non traitées et les cellules traitées avec le véhicule (EtOH 

(0,6%)). Cependant, lorsque le 7β-OHC est associé au DMF, au MMF ou à l’α-tocophérol une 

augmentation de l’activité catalase a été observée (Figure 29). Par ailleurs, lorsque les 

cellules sont traitées avec du 7β-OHC en présence de la biotine (10, 100 nM), une diminution 

significative de l’activité catalase a été observée comparativement aux cellules traitées avec 

du 7β-OHC (50 µM) (Figure 29).  

4.3. Effet du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la biotine associés ou 

non au 7β-hydroxycholestérol sur la production de marqueurs de la péroxydation 

lipidique 

L’étude des mécanismes de la péroxydation lipidique connaît depuis quelques années un 

terrain d’intérêt dû à ses implications dans différentes maladies, en particulier les maladies 

neurodégénératives.  

Un déséquilibre du statut Redox dû à un déficit de la réponse antioxydante ou à un excés de 

pro-oxydants peut induire des dommages affectant toutes les composantes cellulaires dont les 

lipides. 

Les lipides en particulier les acides gras polyinsaturés sont susceptibles aux attaques des 

radicaux libres en particulier les radicaux hydroxyles (OH
●-

), qui ont pour fonction d’arracher 

un hydrogène sur les carbones situés entre deux doubles liaisons, pour former un radical diène 

conjugué, oxydé en radical peroxyle (ROO
●-

). Ce dernier se transforme en peroxyde (R-O-O-

R’), qui en contact avec un autre acide gras, produit un  nouveau radical diène conjugué (DC) 

(Esterbauer et al., 1992). A la fin de cette réaction en chaîne, le radical peroxyle, après 

évolution en un peroxyde cyclique, peut libérer différents aldéhydes toxiques, notamment le 

malonaldialdéhyde (MDA), considérés comme des produits de terminaison de la péroxydation 

lipidique (Favier, 2003). 

De ce fait, un dosage des produits de péroxydation lipidique (MDA et diènes conjuguées) a 

été réalisé au niveau des cellules 158N traitées ou non avec du DMF (25 µM), du MMF (25 

µM) ou de la biotine (10 et 100 nM) en présence ou en absence du 7β-OHC (50 µM) pendant 

24 h. 
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4.3.1. Evaluation de l’effet du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la 

biotine associés ou non au 7β-hydroxycholestérol sur la production des diènes conjugués 

Les cellules 158N ont été traitées en présence ou en absence du 7β-OHC (50 µM) associées 

ou non au DMF (25 µM), au MMF (25 µM), à la biotine (10 et 100 nM) ou à l’α-tocophérol 

(400 µM). Après 24 h du traitement, un dosage colorémétrique a été effectué afin d’évaluer 

l’impacte de ces différents traitements sur la production des diènes conjugués (DC). 

 

Figure 30 : Mesure du taux de diènes conjugués au niveau des cellules traitées par le 

diméthyle fumarate, le monométhyle fumarate et la biotine associés ou non au 7β-

hydroxycholestérol.  

L’analyse statistique des données est réalisée par le test de Mann Whitney. Les résultats 

présentés correspondent à la moyenne ± SD de trois expériences indépendantes réalisées en 

tripliquate. Des différences significatives (P ≤ 0,05) entre les véhicules (éthanol (EtOH) 

0,6%, DMSO (0,05%)) et les cellules traitées sont indiquées par *. Des différences 

significatives (P ≤ 0,05) entre les cellules traitées avec du 7β-OHC et les cellules traitées au 

(7β-OHC + DMF (25 µM), (7β-OHC + MMF (25µM), (7β-OHC + biotine (10 nM)), (7β-

OHC + biotine (100 nM)) ou au (7β-OHC + α–tocophérol); sont indiquées par #. Aucune 
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différence significative n'a été observée entre le contrôle (cellules non traitées) et les 

véhicules (EtOH (0,6%), DMSO (0,05%)). 

 

Les résultats d’analyse montrent une augmentation significative du taux de diènes conjugués 

(DC) dans les cellules traitées avec du 7β-OHC (50 µM) comparativement au véhicule (EtOH 

0,6%). Ceci est expliqué par une péroxydation lipidique induite par le 7β-OHC associée à une 

surproduction et à une accumulation intracellulaire des DC. Cette accumulation de DC est 

significativement réduite lorsque le 7β-OHC est associé au DMF (25µM), au MMF (25 µM), 

à la biotine (10 et 100 nM) ou à l’α-tocophérol (400 µM) (Figure 30).  

4.3.2. Évaluation de l’effet du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la 

biotine associés ou non au 7β-hydroxycholestérol sur la production du malondialdéhyde 

Les malondialdéhydes sont des produits terminaux de la péroxydation des AGPI.  

Le traitement des cellules 158N avec du 7β-OHC (50 µM) a révélé une augmentation 

significative du taux du MDA. Cette augmentation est fortement atténuée lorsque le 7β-OHC 

est associé au DMF (25 µM), au MMF (25 µM), à la biotine (10 et 100 nM) ou à l’α-

tocophérol (400 µM), considéré comme un contrôle positif. Aucune variation significative n’a 

été observée entre le contrôle et les véhicules ((EtOH 0,6%) et (DMSO 0,05%)) (Figure 31). 

 

Figure 31 : Mesure du taux du malondialdhyde des cellules traitées par le diméthyle 

fumarate, le monométhyle fumarate et la biotine associées ou non au  

7β-hydroxycholestérol 

L’analyse statistique des données est réalisée par le test de Mann Whitney. Les résultats 

présentés correspondent à la moyenne ± SD de trois expériences indépendantes réalisées en 
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tripliquate. Des différences significatives (P ≤ 0,05) entre les véhicules (éthanol (EtOH) 

0,6%, DMSO (0,05%)) et les cellules traitées sont indiquées par *. Des différences 

significatives (P ≤ 0,05) entre les cellules traitées avec du 7β-OHC et les cellules traitées au 

(7β-OHC + DMF (25 µM), (7β-OHC + MMF (25µM), (7β-OHC + biotine (10 nM)), (7β-

OHC + biotine (100 nM)) ou au (7β-OHC + α–tocophérol); sont indiquées par #.  

4.3.3. Évaluation de l’effet du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la 

biotine associés ou non au 7β-hydroxycholestérol sur la production des protéines 

carbonylées  

Les protéines sont aussi affectées par le stress oxydant, au cours duquel les protéines 

cellulaires subissent deux catégories de réactions d’oxydation : une qui rompt les liaisons 

peptidiques et l’autre qui modifie les protéines suite à leur réaction avec des produits issus de 

la péroxydation lipidique (aldéhydes). Ainsi, une modification et une perte fonctionnelle et/ou 

structurale des protéines qui pourrait même mener à une mort cellulaire (Levine, 2002). 

Pour évaluer l’incidence du DMF, du MMF ou de la biotine associés ou non au 7β-OHC sur 

la production des protéines carbonylées, un dosage colorimétrique a été effectuée. Les 

résultats sont présentés dans la Figure 32.  

 

Figure 32 : Effet du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la biotine 

associés ou non au 7β-hydroxycholestérol sur la production des protéines carbonylées.   

L’analyse statistique des données est réalisée par le test de Mann Whitney. Les résultats 

présentés correspondent à la moyenne ± SD de trois expériences indépendantes. Des 
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différences significatives (P ≤ 0,05) entre les véhicules (éthanol (EtOH) 0,6%, DMSO 

(0,05%)) et les cellules traitées sont indiquées par *. Des différences significatives (P ≤ 0,05) 

entre les cellules traitées avec du 7β-OHC et les cellules traitées au (7β-OHC + DMF (25 

µM), (7β-OHC + MMF (25µM), (7β-OHC + biotine (10 nM)), (7β-OHC + biotine (100 nM)) 

ou au (7β-OHC + α–tocophérol); sont indiquées par #. Aucune différence significative n'a été 

observée entre le contrôle (cellules non traitées) et les véhicules (EtOH (0,6%), DMSO 

(0,05%)).  

Les résultats montrent une élévation du taux des protéines carbonylées dans les cellules 

traitées par le 7β-OHC (50 µM), comparativement au véhicule. Cette augmentation est 

significativement diminuée lorsque le 7β-OHC est associé au DMF (25 µM), au MMF (25 

µM) ou à la biotine (10 et 100 nM) (Figure 32). 

5. Evaluation des effets du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la 

biotine associés ou non au 7β-hydroxycholestérol sur le fonctionnement mitochondrial   

5.1. Effet du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la biotine associés ou 

non au 7β-hydroxycholestérol sur le potentiel transmembranaire mitochondrial 

Une différence de potentiel réside de part et d’autre de la membrane interne mitochondriale. 

Cette différence créé un gradient électrochimique entre l’espace inter-membranaire et la 

matrice appelé potentiel transmembranaire mitochondrial (ΔΨm). 

La mesure de ΔΨm est largement utilisée pour caractériser un désordre de l’activité 

métabolique mitochondriale et/ ou une mort cellulaire à un stade précoce. Le ΔΨm est mesuré 

par cytométrie en flux après coloration au DiOC6(3). L’accumulation de ce fluorochrome 

cationique dans la mitochondrie dépend du ΔΨ. L’intensité de la fluorescence est donc 

fonction de ΔΨm. La perte de la capacité des mitochondries à accumuler cette sonde témoigne 

d’une chute du potentiel membranaire mitochondriale. 

Les cellules 158N sont traitées pendant 24 h avec DMF (25 µM), MMF (25 µM), biotine (10 

et 100 nM) ou α-tocophérol (400 µM). A la fin du traitement et après coloration au DiOC6(3), 

une analyse par cytométrie en flux est réalisée. Les résultats sont présentés dans la Figure 33. 

Aucune différence du pourcentage des cellules avec mitochondries dépolarisées n’a été 

observée entre les cellules contrôles et les cellules traitées avec du DMF, du MMF ou de la 

biotine.  

En présence du 7β-OHC (50 µM), une augmentation significative du pourcentage des cellules 

avec mitochondries dépolarisées est observée comparativement à son véhicule (7β-OHC : 
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33,0 ± 2,3%, EtOH : 5,0 ± 1,2%), ce qui reflète une chute du potentiel transmembranaire 

mitochondrial (ΔΨm). Ces effets sont fortement atténués suite à un prétraitement du 7β-OHC 

avec DMF (25 µM), MMF (25 µM) ou biotine (10 et 100 nM), suggérant une diminution de la 

chute du ΔΨm. Un effet similaire est observé quand le 7β-OHC est associé à l’α-tocophérol 

(contrôle positif) (Figure 33). 

Aucune différence significative du pourcentage de cellules avec mitochondries dépolarisées 

n’a été observée entre le contrôle et les véhicules ((EtOH 0,6%) et (DMSO 0,05%)) (Figure 

33). 

 

Figure 33 : Evaluation des effets du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et 

de la biotine associés ou non au 7β-hydroxycholestérol sur le potentiel 

transmembranaire mitochondrial   

L’analyse statistique des données est réalisée par le test de Mann Whitney. Les résultats 

présentés correspondent à la moyenne ± SD de trois expériences indépendantes réalisées en 

tripliquate. Des différences significatives (P ≤ 0,05) entre les véhicules (éthanol (EtOH) 

0,6%, DMSO (0,05%)) et les cellules traitées sont indiquées par *. Des différences 

significatives (P ≤ 0,05) entre les cellules traitées avec du 7β-OHC et les cellules traitées au 

(7β-OHC + DMF (25 µM), (7β-OHC + MMF (25 µM), (7β-OHC + biotine (10 nM)), (7β-

OHC + biotine (100 nM)) ou au (7β-OHC + α–tocophérol); sont indiquées par #. Aucune 
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différence significative n'a été observée entre le contrôle (cellules non traitées) et les 

véhicules (EtOH (0,6%), DMSO (0,05%)).  

 

5.2. Effet du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la biotine associés ou 

non au 7β-hydroxycholestérol sur le taux des cardiolipines 

Les cardiolipines sont des phospholipides clés dans le fonctionnement de la mitochondrie. 

Elles sont situées dans la membrane mitochondriale interne où elles sont biosynthétisées. 

Elles jouent un rôle important dans le contrôle de la fonction mitochondriale nécessaire au 

transport des électrons, la phosphorylation oxydative et la production d’énergie (Paradies et 

al., 2014).  

 

Figure 34 : Mesure du taux des cardiolipines sur les cellules traitées avec du diméthyle 

fumarate, du monométhyle fumarate et de la biotine, associées ou non au 7β-

hydroxycholestérol 

Les cellules 158N sont été traitées par le DMF (25 µM), le MMF (25µM) et la biotine (10 et 

100 nM), associées ou non au 7β-OHC (50µM) pendant 24h. Les taux en cardiolipines sont 

évalués par spectrométrie de masse en tandem par chromatographie en phase liquide (LC-MS 

/ MS). L’analyse statistique des données est réalisée par le test de Mann Whitney. Les 

résultats présentés correspondent à la moyenne ± SD de trois expériences indépendantes. Des 

différences significatives (P ≤ 0,05) entre les véhicules (éthanol (EtOH) 0,6%, DMSO 

(0,05%)) et les cellules traitées sont indiquées par *. Des différences significatives (P ≤ 0,05) 

file:///G:/2019%2006%2029%20copie%20zero%20thèse/31%2005%202019%20Résultats.docx%23_ENREF_16
file:///G:/2019%2006%2029%20copie%20zero%20thèse/31%2005%202019%20Résultats.docx%23_ENREF_16


Résultats 

139 

entre les cellules traitées avec du 7β-OHC et les cellules traitées au (7β-OHC + DMF (25 

µM), (7β-OHC + MMF (25µM), (7β-OHC + biotine (10 nM)), (7β-OHC + biotine (100 nM)) 

ou au (7β-OHC + α–tocophérol); sont indiquées par #. Aucune différence significative n'a été 

observée entre le contrôle (cellules non traitées) et les véhicules (EtOH (0,6%), DMSO 

(0,05%)).  

Il convient donc de déterminer les effets du DMF, du MMF et de la biotine, associés ou non 

au 7β-OHC sur le taux des cardiolipines. Les résultats sont présentés dans la Figure 34. 

Les taux les plus élevés de cardiolipines sont observés au niveau des cellules traitées avec du 

DMF (25 µM), du MMF (25 µM) ou de la biotine (10 et 100 nM). 

Suite au traitement des cellules 158N avec le 7β-OHC (50 µM), le taux des cardiolipines est 

significativement diminué pa rapport au véhicule. Cependant, lorsque le 7β-OHC est associé 

au DMF (25 µM), au MMF (25 µM), à la biotine (10 et 100 nM) ou à l'α-tocophérol (400 µM) 

une augmentation significative du taux des cardiolipines est observée comparativement aux 

cellules traitées avec du 7β-OHC seul (Figure 34). 

 

5.3. Effet du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la biotine associés ou 

non au 7β-hydroxycholestérol sur la masse mitochondriale 

Le MitoTracker Red est une sonde spécifique des mitochondries, qui se lie de manière 

covalente et permanente aux protéines mitochondriales des cellules métaboliquement actives. 

Cette sonde est utilisée pour évaluer la masse mitochondriale (Zahm et al., 2003). Pour cela 

les cellules 158N ont été traitées en présence ou en absence de DMF, de MMF, de la biotine 

ou de l’α-tocophèrol associées ou non au 7β-OHC. Une coloration au MitoTraker Red est 

réalisée sur les cellules mises en suspension. Les résultats obtenus par cytomètrie en flux sont 

présentés dans la Figure 35. 

En présence de Mitotracker Red, l'intensité moyenne de fluorescence (IMF) la plus 

importante est observée au niveau des cellules traitées avec du 7β-OHC (50 µM), ce qui 

suggère un gonflement mitochondrial (qui peut être la conséquence d’une mort cellulaire) et / 

ou d'une augmentation de la masse mitochondriale (moyen de lutte contre les 

dysfonctionnements mitochondriaux) (Figure 35). Cette augmentation est inhibée de manière 

significative en présence du DMF (25 µM), MMF (25µM), de la biotine (10 et 100 nM) ou de 

l'α-tocophérol (400 µM) (Figure 35).   
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Figure 35 : Evaluation des effets du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et 

de la biotine associés ou non au 7β-hydroxycholestérol sur la masse mitochondriale 

Après 24h du traitement, les variations de l’intensité moyenne de fluorescence sont évaluées 

par cytométrie en flux. L’analyse statistique des données est réalisée par le test de Mann 

Whitney. Les résultats présentés correspondent à la moyenne ± SD de trois expériences 

indépendantes réalisées en tripliquate. Des différences significatives (P ≤ 0,05) entre les 

véhicules (éthanol (EtOH) 0,6%, DMSO (0,05%)) et les cellules traitées sont indiquées par *. 

Des différences significatives (P ≤ 0,05) entre les cellules traitées avec du 7β-OHC et les 

cellules traitées au (7β-OHC + DMF (25 µM), (7β-OHC + MMF (25µM), (7β-OHC + biotine 

(10 nM)), (7β-OHC + biotine (100 nM)) ou au (7β-OHC + α–tocophérol); sont indiquées par 

#. Aucune différence significative n'a été observée entre le contrôle (cellules non traitées) et 

les véhicules (EtOH (0,6%), DMSO (0,05%)).  

5.4. Effet du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la biotine associés ou 

non au 7β-hydroxycholestérol sur la production d’anions superoxydes au niveau de la 

mitochondrie 

La production d’anions superoxydes mitochondriaux est évaluée par cytométrie en flux après 

une coloration au MitoSOX. Une fois dans la mitochondrie, cette sonde est oxydée par O2
●-

 et 

produit une fluorescence orange / rouge. 



Résultats 

141 

 

Figure 36 : Mesure de la production des anions superoxydes au niveau de la 

mitochondrie 

L’analyse statistique des données est réalisée par le test de Mann Whitney. Les résultats présentés 

correspondent à la moyenne ± SD de trois expériences indépendantes réalisées en tripliquate. Des 

différences significatives (P ≤ 0,05) entre les véhicules (éthanol (EtOH) 0,6%, DMSO (0,05%)) et 

les cellules traitées sont indiquées par *. Des différences significatives (P ≤ 0,05) entre les 

cellules traitées avec du 7β-OHC et les cellules traitées au (7β-OHC +  DMF (25 µM), (7β-OHC 

+ MMF (25µM), (7β-OHC + biotine (10 nM)), (7β-OHC + biotine (100 nM)) ou au (7β-OHC + 

α–tocophérol); sont indiquées par #. Aucune différence significative n'a été observée entre le 

contrôle (cellules non traitées) et les véhicules (EtOH (0,6%), DMSO (0,05%)).  

 

Les cellules 158N sont traitées en présence ou en absence du DMF (25 µM), du MMF (25 

µM), de la biotine (10 et 100 nM) ou de l’α-tocophérol (400 µM) associés ou non au 7β-OHC 

(50 µM) pendant 24 h. Une coloration MitoSOX est réalisée sur les cellules mises en 

suspension. Les résultats obtenus après une analyse par cytométrie en flux sont présentés dans 

la Figure 36.  

Les résultats d’analyse par cytométrie en flux ne montrent aucun effet sur les cellules traitées 

avec du DMF (25 µM), du MMF (25 µM), de la biotine (10 et 100 nM) et de l’α-tocophèrol 

(400 µM) comparativement aux cellules non traitées (contrôles) et aux cellules traitées par les 

véhicules (EtOH (0,6%), DMSO (0,05%)). En revanche, le traitement des cellules 158N avec 
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du 7β-OHC (50 µM) induit une augmentation significative du pourcentage des cellules 

MitoSOX positives, ce qui reflète une surproduction des anions O2
● –

 mitochondriaux. Cette 

augmentation est fortement inhibée lorsque le 7β-OHC est associé au DMF, au MMF, à la 

biotine ou l’α-tocophérol. Ceci montre une diminution de la production d’anions superoxydes 

mitochondriaux. Aucune différence n’a été révélée entre cellules contrôle et les véhicules 

(EtOH (0,6%) et DMSO (0,5%)) (Figure 36). 

5.5. Effet du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la biotine associés ou 

non au 7β-hydroxycholestérol sur la glycolyse et le cycle du TCA 

Le cycle d'acide tricarboxylique (cycle du TCA), également appelé cycle de krebs ou cycle de 

l’acide citrique, constitue une voie métabolique majeure permettant la production de l’énergie 

au niveau de la mitochondrie. En effet, cette voie métabolique utilise l’acétyl-coenzyme A 

(acétyl-CoA), issus de la glycolyse, pour produire de l’énergie. Le cycle de TCA est un 

carrefour métabolique qui se trouve au centre des differentes voies métabolqiues cellulaires à 

savoir la gluconéogenèse, la transamination et la désamination des acides aminés et la 

lipogenèse (Akram, 2014). Il est donc important d’étudier l’effet de différents molécules 

(DMF, MMF et biotine) associées ou non au 7β-OHC sur les taux de différents acides 

organiques impliqués dans la glycolyse (acide lactique, acide pyruvique) et dans le cycle du 

TCA (acide succinique, acide fumarique, acide malique, acide citrique). 

Ainsi, les cellules 158N sont traitées en présence ou en absence du DMF (25 µM), du MMF 

(25µM) ou de la biotine (10 et 100 nM) associés ou non au 7β-OHC (50 µM) pendant 24 h. 

Une analyse des acides organiques par chromatographie en phase gazeuse couplée au 

spectromérrie de masse a été réalisée. Les résultats sont présentés dans la Tableau 6.  
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Tableau 6 : Profil des acides organiques des cellules 158N traitées par le diméthyle 

fumarate, le monométhyle fumarate ou la biotine associés ou non 

 au 7β-hydroxycholestérol  

 

 

Acides organiques 

Glycolyse Cycle du TCA 

Acide 
lactique 

Acide 
pyruvique 

Acide 
succinique 

Acide 
fumarique 

Acide 
malique 

Acide 
citrique 

Contrôle 126.98 ± 7.99 15.27 ± 0.36 7.55 ± 0.11 1.33 ± 0.04 3.69 ± 0.1 4.79 ± 0.2 

EtOH (0,6 %) 122.64 ± 3.53 14.13 ± 0.5 6.82 ± 0.05 1.22 ± 0.06 2.54 ± 0.08 3.84 ± 0.11 

DMSO (0,05%) 125.90 ± 12.62 13.43 ± 0.78 6.88 ± 0.11 1.30 ± 0.03 2.36 ± 0.03 4.60 ± 0.06 

DMF (25 µM) 97.30 ± 1.51 16.43 ±1.48 6.97 ± 0.73 1.30 ± 0.03 2.36 ± 0.03 4.60 ± 0.06 

MMF (25 µM) 104.84 ± 3.45 15.46 ± 0.01 7.18 ± 0.11 2.72 ± 0.05 4.93 ± 0.17 6.34 ± 0.04 

Biotine (10 nM) 104.40 ± 9.81 16.16 ± 0.01 9.01 ± 0.3 1.59 ± 0.05 4.62 ± 0.08 4.52 ± 0.45 

Biotine (100 nM) 110.75 ± 6.59 14.96 ± 0.65 8.61 ± 0.4 1.66 ± 0.14 4.30 ± 0.15 4.35 ± 0.27 

7β-OHC  (50 µM) 220.59 ± 2.5 * 8.11 ± 0.06 * 5.46 ± 0.01 * 0.93 ± 0.02 * 1.75 ± 0.08 * 2.80 ± 0.25 * 

7β-OHC + DMF (25 µM) 147.63 ± 6.46 # 15.64 ± 0.87 # 7.41 ± 0.58 # 1.35 ±0.16 # 4.67 ± 0.11 # 3.60 ± 0.05 # 

7β-OHC + MMF (25 µM) 120.84 ± 4.03 # 12.55 ± 1.35 # 11.48 ± 0.45 # 1.78 ± 0.00 # 3.59 ± 0.08 # 4.07 ± 0.08 # 

7β-OHC + Biotine (10 nM) 127.85 ± 7.09 # 18.86 ± 0.43 # 11.57 ± 0.23 # 1.83 ± 0.17 # 4.48 ± 0.17 # 3.56 ± 0.35 # 

7β-OHC + Biotine (100 nM) 104.98 ± 2.27 # 17.48 ± 0.5 # 14.92 ± 0.8 # 2.24 ± 0.06 # 5.63 ± 0.19 # 4.95 ± 0.00 # 

Les concentrations sont exprimées en ng / million de cellules. 

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± écart type (SD) de 3 expériences 

indépendantes. L’analyse des données est réalisée par le test de Mann whitney.  Des 

différences significatives (P ≤ 0,05) entre les véhicules (éthanol (EtOH) 0,6%, DMSO 

(0,05%)) et les cellules traitées sont indiquées par *. Des différences significatives (P ≤ 0,05) 

entre les cellules traitées avec du 7β-OHC et les cellules traitées au (7β-OHC + DMF (25 

µM), (7β-OHC + MMF (25µM), (7β-OHC + biotine (10 nM)), (7β-OHC + biotine (100 nM)) 

ou au (7β-OHC + α–tocophérol); sont indiquées par #. Aucune différence significative n'a été 

observée entre le contrôle (cellules non traitées) et les véhicules (EtOH (0,6%), DMSO 

(0,05%)). 

Le traitement des cellules 158N avec du 7β-OHC (50 µM) induit une augmentation 

significative de la quantité d'acide lactique (lactate) (220,59 ± 2,50 ng / million de cellules), 

comparativement au véhicule (122,64 ± 3,53 ng / million de cellules).  Cependant, lorsque le 

DMF, le MMF ou la biotine ont été associés au 7β-OHC, une diminution significative du taux 

de lactate a été observée comparativement aux cellules traitées avec du 7β-OHC seul 

(Tableau 6). De plus, la quantité d'acide pyruvique (pyruvate) est significativement réduite 
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dans les cellules traitées avec du 7β-OHC (8,11 ± 0,06 ng / million de cellules) par rapport 

aux cellules traitées avec la véhicule (14,13 ± 0,50 ng / million de cellules). Cette diminution 

est significativement atténuée lorsque le 7β-OHC est associé au DMF, au MMF ou à la 

biotine (10 et 100 nM), par rapport à la 7β-OHC seul (Tableau 6). 

D'autre part, une diminution marquée des taux d'acide succinique (succinate), d'acide 

fumarique (fumarate), d'acide malique (malate) et d'acide citrique (citrate) est observée sous 

l’effet du traitement avec du 7β-OHC (50 µM) comparativement au véhicule (EtOH 0,6%). 

Ces effets ont été significativement inhibés lorsque le 7β-OHC est associé au DMF, au MMF 

ou à la biotine (Tableau 6). Ces résultats soulignent la capacité du DMF, du MMF et de la 

biotine de réguler le cycle du TCA. 

6. Evaluation des effets du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la 

biotine associés ou non au 7β-hydroxycholestérol sur le fonctionnement peroxysomal 

6.1. Effet du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la biotine associés ou 

non au 7β-hydroxycholestérol sur l’expression du transporteur membranaire 

peroxysomal ABCD3 

Le transporteur ABCD3 est un constituant majeur de la membrane peroxysomale. Il est 

impliqué dans le transport de l'acide pristanique, de l'acide dicarboxylique et des 

intermédiaires des acides biliaires (acide di- et trihydroxycholestanoïque (DHCA / THCA) 

(Kemp et al., 2011). Le transporteur ABCD3 est considéré comme un bon biomarqueur pour 

évaluer la masse peroxysomale et peut ainsi apporter des informations sur la biogenèse des 

peroxysomes (Gray et al., 2014). 

La topographie et l’expression de ce transporteur peroxysomal sont respectivement évaluées 

par microscopie à fluorescence conventionnelle et par cytométrie en flux après un 

immunomarquage indirecte, en utilisant un anticorps primaire dirigé contre la protéine 

ABCD3 et un anticorps secondaire couplé à l’Alexa 488.  
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Figure 37 : Observation au microscope à fluorescence de l’expression et de la topographie de la protéine ABCD3 au niveau des cellules 

158N.  

Les cellules 158N ont été traitées en présence ou en absence du DMF (25 µM), du MMF (25 µM), de la biotine (10 et 100 nM) ou de l’α-

tocophérol (400 µM) pendant 24h en absence ou en présence du 7β-OHC (50 µM). Une observation des cellules au microscope à fluorescence 

est réalisée après immunomarquage en utilisant un anticorps polyclonal anti-ABCD3. Une contre coloration des noyaux au Hoechst 33342 (1 

μg/mL) a été réalisée. 
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Afin d’étudier l’incidence de différents traitement (DMF, MMF et biotine) sur la topographie 

du transporteur peroxysomal ABCD3 au niveau des cellules 158N, un immunomarquage est 

effectué sur des cellules cultivées sur des lamelles en verre et traitées par le DMF (25 µM), le 

MMF (25 µM), la biotine (10 et 100 nM) ou l’α-tocophérol (400 µM) associés ou non au 7β-

OHC (50 µM). Les résultats sont présentés dans la Figure 37. 

L’observation des cellules 158N par microcopie à fluorescence a révélé une répartition 

homogène des peroxysomes dans les cellules contrôle et les véhicules (Ethanol (0,6%) et 

DMSO (0,05%).  

Une densité plus élevée de peroxysomes est observée dans le cytoplasme des cellules traitées 

avec du DMF (25 µM), du MMF (25 µM), de la biotine (10 et 100 nM) ou de l’α-tocophérol 

(400 µM) associées ou non au 7β-OHC (50 µM). Cependant, une faible densité en 

peroxysomes est observée suite au traitement avec du 7β-OHC (50 µM) seul (Figure 37). 

En outre, une analyse par cytométrie en flux a été réalisée afin de confirmer les résultats des 

observations microscopiques. Les résultats sont présentés dans la Figure 38. 

L'analyse des taux d’ABCD3 sur les cellules 158N n’a révélé aucune différence entre les 

cellules non traitées (contrôle) et les cellules traitées aux véhicules (Ethanol (0,6 %) et DMSO 

(0,05 %)). 

Suite au traitement au 7β-OHC (50 µM), une diminution significative de l’intensité moyenne 

de fluorescence (IMF) des cellules exprimant ABCD3 a été observée. Cette diminution est 

significativement inhibée lorsque le 7β-OHC est associé au DMF (25 µM), au MMF (25 µM), 

à la biotine (10 et 100 nM) ou α-tocophérol (400 µM) (Figure 38). 

De plus, une augmentation du pourcentage des cellules avec un niveau réduit, c'est-à-dire 

diminué, d'ABCD3 a été observée sous traitement avec 7β-OHC (50 µM) (Figure 38). Cette 

augmentation est fortement diminuée lorsque le 7β-OHC est associé au DMF, au MMF ou à 

la biotine avec des valeurs inférieures à celles du contrôle et du véhicule. Ce même effet est 

observé lorsque le 7β-OHC est associé à l’α-tocophérol (400 µM) (Figure 38).  
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Figure 38 : Effet du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la biotine 

associés ou non au 7β-hydroxycolestérol sur l’expression de la protéine peroxysomale 

ABCD3  

L’analyse statistique des données est réalisée par le test de Mann whitney. Les résultats sont 

présentés sous forme de moyenne ± écart type (SD) de 3 expériences indépendantes. Des 

différences significatives (P ≤ 0,05) entre les véhicules (éthanol (EtOH) 0,6%, DMSO (0,05%)) et 

les cellules traitées sont indiquées par *. Des différences significatives (P ≤ 0,05) entre les 

cellules traitées avec du 7β-OHC et les cellules traitées au (7β-OHC + DMF (25 µM), (7β-OHC 

+ MMF (25µM), (7β-OHC + biotine (10 nM)), (7β-OHC + biotine (100 nM)) ou au (7β-OHC + 

α–tocophérol); sont indiquées par #. Aucune différence significative n'a été observée entre le 

contrôle (cellules non traitées) et les véhicules (EtOH (0,6%), DMSO (0,05%)).  
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6.2. Effet du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la biotine associés ou 

non au 7β-hydroxycholestérol sur les niveaux d’expression des ARNm des transporteurs 

transmembranaires peroxysosmaux (ABCD1 et ABCD3) 

Les protéines ABCD1 et ABCD3 sont des transporteurs transmembranaires peroxysomaux 

jouant un rôle important dans la β-oxydation des acides gras à trés longues chaînes (AGTLC). 

En plus de son rôle dans le métabolisme lipidique, ABCD1 intervient dans le maintien de 

l’équilibre Redox (Kemp et al., 2011). Tandis que ABCD3 est impliqué dans le transport des 

acides gras branchés, des précurseurs des acides biliaires et des acides dicarboxyliques 

(Kemp et al., 2011). Il est donc important de déterminer les effets du DMF, du MMF, et de la 

biotine, associés ou non au 7β-OHC sur les niveaux de l’expression des ARNm des 

transporteurs peroxysomaux.  

6.2.1. Effet du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la biotine associés 

ou non au 7β-hydroxycholestérol sur le niveau d’expression d’ARNm de la protéine 

ABCD1 

Les cellules 158N ont été traitées en présence ou en absence du DMF, du MMF, de la biotine 

ou de l’α-tocophérol (contrôle positive), associés ou non au 7β-OHC (50 µM). Ensuite, une 

PCR quantitative a été réalisée pour amplifier spécifiquement l’ADN du gène ABCD1. Les 

résultats sont présentés dans la Figure 39. 

Les résultats ont montré des niveaux similaires d’expression d'ARNm du transporteur 

peroxysomal (ABCD1) entre le contrôle, les cellules traitées avec du véhicule (EtOH (0,6 

%)), du DMF (25 µM), du MMF (25 µM) ou de la biotine (10 et 100 nM). Le traitement des 

cellules avec de l’α-tocophérol (400 µM) a montré une augmentation significative du niveau 

d’expression d'ARNm du gène ABCD1 comparativement au véhicule (EtOH (0,6 %)). 

Cependant, une nette diminution du niveau d’expression d'ARNm du ABCD1 dans les 

cellules traitées avec du 7β-OHC (50 µM) a été remarquée, comparativement aux cellules 

traitées avec du véhicule ou les cellules non traitées (contrôle) (Figure 39). En présence du 

DMF (25 µM), du MMF (25 µM), de la biotine (10 et 100 nM) ou de l’α-tocophérol (400 

µM), la diminution du taux d’expression d'ARNm du gène ABCD1 est fortement atténuée 

(Figure 39). 
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Figure 39 : Effet du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la biotine 

associés ou non au 7β-hydroxycolestérol sur le taux d’expression d’ARNm du gène 

ABCD1  

L’analyse statistique des données est réalisée par le test de Mann whitney. Les résultats sont 

présentés sous forme de moyenne ± écart type (SD) de 3 expériences indépendantes. Des 

différences significatives (P ≤ 0,05) entre le véhicule (éthanol (EtOH) 0,6%) et les cellules 

traitées sont indiquées par *. Des différences significatives (P ≤ 0,05) entre les cellules 

traitées avec du 7β-OHC et les cellules traitées au (7β-OHC + DMF (25 µM), (7β-OHC + 

MMF (25µM), (7β-OHC + biotine (10 nM)), (7β-OHC + biotine (100 nM)) ou au (7β-OHC + 

α–tocophérol); sont indiquées par #. Aucune différence significative n’est observée entre 

contrôle et EtOH (0,6%). 

6.2.2. Effet du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la biotine associés 

ou non au 7β-hydroxycholestérol sur l’ARNm de la protéine ABCD3 

Les cellules 158N ont été cultivées dans des boites de Petri (100 x 20 mm), pendant 24 h, 

prétraitées ou non avec du DMF (25 µM), du MMF (25 µM), de la biotine (10 et 100 nM) ou 

de l’α-tocophérol (400 μM) 2 h avant l’ajout du 7β-OHC (50 µM). Après 24 h de traitement, 

le taux d’expression d’ARNm de la protéine peroxysomale (ABCD3) est déterminé par RT-

qPCR. Les résultats sont présentés dans la Figure 40. 
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Figure 40 : Effet du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la biotine 

associés ou non au 7β-hydroxycolestérol sur le taux d’expression d’ARNm du gène 

ABCD3 

L’analyse statistique des données est réalisée par le test de Mann whitney. Les résultats sont 

présentés sous forme de moyenne ± écart type (SD) de 3 expériences indépendantes. Des 

différences significatives (P ≤ 0,05) entre le véhicule (éthanol (EtOH) 0,6%) et les cellules 

traitées sont indiquées par *. Des différences significatives (P ≤ 0,05) entre les cellules 

traitées avec du 7β-OHC et les cellules traitées au (7β-OHC + DMF (25 µM), (7β-OHC + 

MMF (25µM), (7β-OHC + biotine (10 nM)), (7β-OHC + biotine (100 nM)) ou au (7β-OHC + 

α–tocophérol); sont indiquées par #. Aucune différence significative n’est observée entre 

contrôle et EtOH (0,6%). 

Sous l’effet du DMF (25 µM), du MMF (25 µM) et de la biotine (10 et 100 nM), aucun 

changement du niveau d’expression de l’ARNm d’ABCD3 n’a été observé comparativement 

aux cellules non traitées (contrôle) et/ ou des cellules traitées avec du véhicule (EtOH 

(0,6%)). Cependant, une augmentation significative du niveau d’expression d’ARNm du gène 

ABCD3 a été observée au niveau des cellules traitées par l’α-tocophérol (400 μM) 

comparativement au contrôle et/ou aux cellules traitées avec du véhicule (EtOH (0,6%)) 

(Figure 40). 
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Sous l’effet du 7β-OHC (50 µM), les niveaux d’expression d’ARNm du gène ABCD3 ont été 

significativement diminués. L’association du 7β-OHC (50 µM) avec du DMF (25 µM), de la 

biotine (100 nM) ou de l’α-tocophérol (400 μM) a montré une augmentation significative du 

niveau d’expression d’ARNm d’ABCD3, comparativement aux cellules traitées avec du 7β-

OHC (50 µM) (Figure 40). 

6.3. Effet du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la biotine associés ou 

non au 7β-hydroxycholestérol sur les niveaux d’expression d’ARNm des enzymes 

impliquées dans la β-oxydation des acides gras à très long chaîne dans le peroxysome 

Les transporteurs peroxysomaux ABCD1 et ABCD3 sont impliqués dans le transport des 

AGTLC du cytosol vers le peroxysome en vue de leur dégradation par la voie de la β-

oxydation peroxysomale. Cette voie fait appel aux oxydases à savoir l’enzyme Acyl-CoA 

oxydase1 (ACOX1), et la protéine-2 multifonctionnelle (MFP2), également connu sous le 

nom de protéine D-bifonctionnelle. Ces enzymes, sont aussi impliqués dans le contrôle de 

l’équilibre RedOx dont la rupture pourrait contribuer à la démyélinisation aboutissant à une 

perte de l'intégrité axonale qui conduit à la neurodégénérescence. Il est donc important de 

déterminer l’effet du DMF, du MMF et de la biotine associé ou non au 7β-OHC sur les taux 

d’expression des ARNm des protéines ACOX1 et MFP2. 

6.3.1. Incidence sur le niveau d’expression du gène ACOX1 

La protéine ACOX 1 est une enzyme clée dans la voie de la β-oxydation peroxysomale. Elle 

catalyse la première réaction de la voie de la β-oxydation des AGTLC. L’impact du DMF, du 

MMF et de la biotine, associés au 7β-OHC (50 µM) sur les niveaux d’expression de l’ARNm 

de la protéine ACOX1 a été évalué sur les cellules 158N. Les résultats obtenus sont présentés 

dans la Figure 41. 

Les résultats ont montré que sous l’effet du 7β-OHC, le niveau d’expression de l’ARNm du 

gène ACOX1 est significativement diminué comparativement aux cellules non traitées 

(contrôle) ou aux cellules traitées avec le véhicule (ETOH (0,6%)). En présence du DMF (25 

µM), du MMF (25 µM) ou de la biotine (10 et 100 nM), aucune différence n’a été observée 

comparativement aux cellules traitées avec du 7β-OHC (50 µM) seul. Cependant, cette 

diminution de l’expression d’ARNm du gène ACOX1 a été corrigée en présence de α–

tocophérol (400 µM) (utilisé comme contrôle positif). Les taux d'ARNm dans les cellules 

contrôles et véhicule sont similaires (Figure 41). 
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Figure 41: Effet du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la biotine 

associés ou non au 7β-hydroxycolestérol  sur le niveau d’expression d’ARNm du gène 

ACOX 1 

 L’analyse statistique des données est réalisée par le test de Mann whitney. Les résultats sont 

présentés sous forme de moyenne ± écart type (SD) de 3 expériences indépendantes. Des 

différences significatives (P ≤ 0,05) entre le véhicule (éthanol (EtOH) 0,6%) et les cellules 

traitées sont indiquées par *. Des différences significatives (P ≤ 0,05) entre les cellules 

traitées avec du 7β-OHC et les cellules traitées au (7β-OHC + DMF (25 µM), (7β-OHC + 

MMF (25µM), (7β-OHC + biotine (10 nM)), (7β-OHC + biotine (100 nM)) ou au (7β-OHC + 

α–tocophérol); sont indiquées par #. Aucune différence significative n’est observée entre 

contrôle et EtOH (0, 6%). 

6.3.2. Incidence sur le niveau d’expression du gène MFP2 

La protèine-2 multifonctionnelle (MFP2) est une enzyme qui catalyse la deuxième réaction de 

la voie de la β-oxydation peroxysomale. L’évaluation du taux d’expression de l’ARNm du 

gène MFP2 a montré que le traitement des cellules avec du 7β-OHC (50 µM) induit une 

diminution significative par rapport aux cellules non traitées (contrôle) ou les cellules traitées 

avec le véhicule (EtOH) (Figure 42).  

Il est intéressant de noter que la diminution des niveaux d'ARNm de MFP2 induite par le 7β-

OHC (50 µM) est significativement atténuée en présence du DMF (25 µM), du MMF (25 
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µM) ou de la biotine (10 et 100 nM). En présence de l’α–tocophérol (400 µM), une 

augmentation significative du taux d’expression d'ARNm de MFP2 a été observée, 

comparativement aux cellules traitées avec du 7β-OHC (50 µM) ainsi que les cellules non 

traitées et les cellules traitées avec le véhicule (EtOH (0,6 %)). Aucune différence 

significative n’a été observée entre les cellules contrôle et le véhicule (Ethanol) (Figure 42). 

 

Figure 42 : Effet du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la biotine 

associés ou non au 7β-hydroxycholestérol sur le taux d’expression d’ARNm du gène 

MFP2 

Les cellules 158N ont été traitées pendant 24 h en absence ou en présence du 7β-OHC (50 

μM) associées ou non au DMF (25µM), MMF (25µM), de la biotine (10 et 100 nM) ou de l’α-

tocophérol (400 μM) (2 h de prétraitement). Les ARNm de la protéine MFP2 sont quantifiés 

par RT-qPCR. À cette fin, le gène 36B4 est utilisé comme gène de référence. L’analyse 

statistique des données est réalisée par le test de Mann whitney. Les résultats sont présentés 

sous forme de moyenne ± écart type (SD) de 3 expériences indépendantes. Des différences 

significatives (P ≤ 0,05) entre le véhicule (éthanol (EtOH) 0,6%) et les cellules traitées sont 

indiquées par *. Des différences significatives (P ≤ 0,05) entre les cellules traitées avec du 

7β-OHC et les cellules traitées au (7β-OHC + DMF (25 µM), (7β-OHC + MMF (25µM), (7β-

OHC + biotine (10 nM)), (7β-OHC + biotine (100 nM)) ou au (7β-OHC + α–tocophérol); 
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sont indiquées par #. Aucune différence significative n’est observée entre contrôle et EtOH (0, 

6%). 

 6.4. Effet du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la biotine associés ou 

non au 7β-hydroxycholestérol sur les niveaux d’expression d’ARNm des enzymes 

impliquées dans la synthèse des plasmalogènes  

Le DHAPAT (dihydroxyacétone phosphate acyl-transférase) et l’ADHAPS (alkyl 

dihydroxyacétone phosphate synthase) sont deux enzymes peroxysomales situées du côté 

luminal de la membrane peroxysomale (Brites et al., 2004; Wanders et al., 2016). 

L’impact du DMF, du MMF, de la biotine ou de l’α-tocophérol associés ou non au 7β-OHC 

(50 µM) sur les niveaux d’expression d’ARNm des protéines impliquées dans la synthèse des 

plasmalogènes, en particulier le DHAPAT et l’ADHPS, a été évalué au niveau des cellules 

158N. Sous l’effet du 7β-OHC, les niveaux d’expression des ARNm des gènes de DHAPAT 

et de ADHAPS sont significativement diminués par rapport aux cellules non traitées 

(contrôle) et au véhicule (EtOH (0,6%)) (Figure 43). Cette diminution est fortement atténuée 

en présence de l’ α–tocophérol (400 µM).  

Une légère augmentation du niveau d’expression de l’ARNm de DHAPAT a été observée en 

présence de la biotine (10 et 100 nM), comparativement aux cellules traitées avec du 7β-OHC 

(50 µM). Aucune différence n’a été observée entre les cellules contrôles et le véhicule 

(Ethanol) (Figure 43). 
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Figure 43 : Effet du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la biotine 

associés ou non au 7β-hydroxycholestérol sur le taux d’expression d’ARNm des gènes 

impliqués dans la synthèse des plasmalogènes DHAPAT et ADHAPS. 

 Les cellules 158N ont été traitées pendant 24 h en absence ou en présence du 7β-OHC (50 

μM) associées ou non au DMF (25µM), MMF (25µM), de la biotine (10 et 100 nM) ou de l’α-
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tocophérol (400 μM) (2 h de prétraitement). Les ARNm des enzymes de la synthèse de la 

plasmalogène peroxysosmal DHAPT et ADHPS ont été quantifiés par RT-qPCR. À cette fin, 

36B4 est utilisé comme gène de référence. L’analyse statistique des données a été faite par le 

test de Mann whitney. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± écart type (SD) 

de 3 expériences indépendantes. Des différences significatives (P ≤ 0,05) entre le véhicule 

(éthanol (EtOH) 0,6%) et les cellules traitées sont indiquées par *. Des différences 

significatives (P ≤ 0,05) entre les cellules traitées avec du 7β-OHC et les cellules traitées au 

(7β-OHC + DMF (25 µM), (7β-OHC + MMF (25µM), (7β-OHC + biotine (10 nM)), (7β-

OHC + biotine (100 nM)) ou au (7β-OHC + α–tocophérol); sont indiquées par #. Aucune 

différence significative n’est observée entre contrôle et EtOH (0, 6%). 

7. Evaluation des modifications utltrastructurales par microscopie électronique à 

transmission  

Etant donné que les mitochondries et les peroxysomes sont des organites étroitement liés, les 

effets du 7β-OHC associés ou non au DMF, sur les modifications utrastructurales des cellules 

158N (effets sur les peroxysomes et les mitochondries) ont été évalués par microscopie 

électronique à transmission. Les résultats sont présentés dans la Figure 44. 

 

 Figure 44 : Caractérisation ultrastructurale par microscopie électronique à 

transmission des mitochondries et des peroxysomes des cellules oligodendrocytaires 

murines 158N traitées en absence ou en présence du 7β-hydroxycholestérol associées ou 

non au diméthyle fumarate  

Les cellules 158N ont été traitées pendant 24 h en présence ou en absence du 7β-

hydroxycholestérol (7β-OHC, 50 µM) associées ou non au DMF (25 µM). Les aspects 
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ultrastructuraux des mitochondries et des peroxysomes dans les cellules 158N non traitées, 

contrôle (A) et traitées par DMF (B), le 7β-OHC (C) et le (7β-OHC + DMF) (D). 

L’observation microscopique des cellules 158N nous a permis de mettre en évidence des 

constituants cellulaires essentiels à savoir les mitochondries et les peroxysomes. Les cellules 

non traitées (contrôle) ou traitées avec du DMF (25 µM) présentent des mitochondries plus au 

moins allongées et des peroxysomes de forme arrondi (Figure 44). Cependant, des 

changements majeurs au niveau de la taille et de la forme de ces constituants cellulaires ont 

été observés lorsque les cellules 158N ont été traitées avec du 7β-OHC. Ainsi, plusieurs 

peroxysomes de formes irrégulières ont été visualisés, souvent plus gros ou plus petits que 

ceux trouvés dans les cellules contrôle et les cellules traitées par le DMF. De plus, plusieurs 

mitochondries de formes et de tailles différentes par rapport à celles trouvées dans le contrôle 

ont été visualisées (Figure 44). Il est à noter que ces modifications de la morphologie 

peroxysomale et mitochondriale ont été atténués lorsque le 7β-OHC a été associé au DMF 

(Figure 44). En effet, on remarque que les peroxysomes ont repris leurs formes arrondies et 

que les mitochondries sont devenues plus grandes par rapport à celles trouvées dans les 

cellules traitées avec du 7β-OHC. Globalement, nos données démontrent que la 7β-OHC 

induit plusieurs types de dommages mitochondriaux et que le DMF a de puissants effets 

protecteurs au niveau mitochondrial et peroxysomal. 

8. Evaluation des effets du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la 

biotine associés ou non au 7β-hydroxycholestérol sur le profile lipidique 

Les mitochondries et les peroxysomes jouent également un rôle important dans la synthèse 

des phospholipides et dans le métabolisme du cholestérol et des acides gras (Faust and 

Kovacs, 2014). Ceci nous a conduit à étudier les effets du DMF, MMF et de la biotine 

associés ou non au 7β-OHC sur le métabolisme des stérols et des acides gras ainsi que sur les 

teneurs en sphingomyélines et en phosphatidycholine. 

8.1. Effet du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la biotine associés ou 

non au 7β-hydroxycholestérol, sur le métabolisme du cholestérol 

Le cholestérol est une molécule essentielle au niveau cérébral. En effet, le cerveau est l'organe 

le plus riche en cholestérol dans le corps. Cependant en raison de sa structure, il est sensible à 

l'auto-oxydation produisant ainsi des dérivés du cholestérol oxydés nommés oxystèrols 

(Iuliano, 2011).  
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Pour cela, la régulation de l’homéostasie du cholestérol est très importante pour un bon 

fonctionnement cérébral (Björkhem and Meaney, 2004; Ragot et al., 2011) et par 

conséquent, des altérations du métabolisme du cholestérol peuvent conduire à des niveaux 

cérébraux anormaux des oxystérols qui peuvent être formés par voie enzymatique ou par auto-

oxydation (Iuliano, 2011). 

La mesure du taux du cholestérol a été effectuée sur les cellules 158N traitées avec du DMF, 

du MMF et de la biotine, associées ou non au 7β-OHC a été effectué par CPG/SM. Les 

résultats sont présentés dans le Tableau 7. 

En présence du 7β-OHC, une diminution significative du taux du cholestérol a été observée 

comparativement aux cellules non traitées ou aux cellules traitées avec l’éthanol (EtOH 

(0,6%)).  Cette diminution a été significativement atténuée en présence de la biotine (10 et 

100 nM), du DMF (25 µM) mais pas avec du MMF (25 µM), comparativement aux cellules 

traitées avec du 7β-OHC (50 µM) (Tableau 7).  

De même, une diminution significative du taux du lathostérol (précurseur du cholestérol) a été 

observée suite au traitement avec du 7β-OHC (50 µM) comparativement aux cellules non 

traitées ou aux cellules traitées avec le véhicule (EtOH (0,6%). la réduction du taux du 

lathostérol s’est accentuée lorsque le 7β-OHC a été associé au DMF (25 µM), au MMF (25 

µM) ou à la biotine (10 et 100 nM), comparativement aux cellules traitées avec du 7β-OHC 

(50 µM) (Tableau7).  

En plus, Suite au traitement des cellules 158N avec du 7β-OHC (50 µM), une diminution 

marquée du taux du desmostérol a été observée par rapport aux cellules non traitées (contrôle) 

ou aux cellules traitées avec le véhicule (EtOH). En présence du DMF (25 µM) ou du MMF 

(25 µM), le taux du desmostérol a été significativement réduit comparativement aux cellules 

traitées avec du 7β-OHC. Cependant, la quantité de ce précurseur a significativement 

augmenté lorsque le 7β-OHC a été associé à la biotine (10 et 100 nM) (Tableau 7). De plus, 

une diminution significative du lanostérol a été observée, suite au traitement des cellules 

158N avec du 7β-OHC (50 µM) comparativement aux cellules non traitées ou aux cellules 

traitées avec le véhicule (EtOH (0,6 %)). Cette diminution est significativement inhibée en 

présence du DMF (25 µM), du MMF (25 µM) ou de la biotine (10 et 100 nM) (Tableau 7). 

De plus, les produits d'auto-oxydation du cholestérol connu sous le nom des oxystérols (triol, 

cétocholestérol (7KC) et 7β-hydroxycholestérol (7β-OHC)) ont été mesurés dans les mêmes 
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conditions. En présence du 7β-OHC, des taux élevés en oxystérols ont été observés, 

favorisaient ainsi leurs accumulations et / ou leurs interactions avec les cellules (Tableau 7).  

En effet, après 24 h d’incubation avec du 7β-OHC (50 µM), le taux de cet oxystérol présent 

dans les cellules, ne représentent que 1% de la quantité du 7β-OHC introduite dans le milieu 

de culture. De même et en accord avec la capacité de cet oxystérol à stimuler le stress 

oxydant, des taux plus élevés de triol et de 7KC ont également été observés par rapport aux 

cellules contrôles et aux cellules traitées avec le véhicule. Cette augmentation a été 

significativement atténuée lorsque le 7β-OHC est associé au DMF (25 µM), au MMF (25 µM) 

ou à la biotine (10 et 100 nM) (Tableau 7). Bien que les niveaux du triol et du 7KC soient 

significativement réduits, lorsque la 7β-OHC est associé au DMF, au MMF ou à la biotine, 

l’augmentation du taux du 7β-OHC, observée en présence du 7β-OHC seul, s’est accentuée 

après prétraitement avec le DMF ou la biotine (Tableau 7). 
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Tableau 7: Profil du cholestérol, ses précurseurs (lathostérol, desmostérol, lanostérol) et des oxystérols (triol, 7-cétocholestérol, 7β – 

hydroxycholestérol) dans des cellules 158N traitées par le diméthylfumarate, le monométhylfumarate et la biotine associées ou non au 

7β-hydroxycholestérol  

 
Cholésterol 

Précurseurs du cholestérol  
 

Oxysterols  

Lathostérol Desmostérol Lanostérol Triol 7KC 7β-OHC 

Contrôle 2.84 ± 0.01 14.80 ± 0.15 12.93 ± 0.37 0.63 ± 0.00 0.17 ± 0.01 0.56 ± 0.02 0.62 ± 0.00 

EtOH (0,6%) 2.86 ± 0.02 14.08 ± 0.02 12.08 ± 0.13 0.58 ± 0.02 0.12 ± 0.01 0.59 ± 0.00 0.66 ± 0.04 

DMSO (0.05%) 2.64 ± 0.03 13.64 ± 0.36 10.01 ± 0.42 0.45 ± 0.03 0.08 ± 0.01 0.42 ± 0.06 0.56 ± 0.02 

DMF (25 µM) 2.72 ± 0.11 14.93 ± 0.19 9.58 ± 0.26 0.65 ± 0.02 0.09 ± 0.02 0.51 ± 0.00 0.62 ± 0.07 

MMF (25 µM) 2.83 ± 0.10 17.10 ± 0.94 10.07 ± 0.50 0.69 ± 0.03 0.05 ± 0.01 0.60 ± 0.09 2.94 ± 0.07 

Biotine (10 nM) 2.84 ± 0.07 26.86 ± 0.53 9.84 ± 0.13 0.86 ± 0.01 0.08 ± 0.05 0.63 ± 0.38 1.47 ± 4.49 

Biotine (100 nM) 2.34 ± 0.03 43.25 ± 1.46 11.08 ± 0.07 0.81 ± 0.03 0.02 ± 0.00 0.39 ± 0.02 1.48 ± 0.10 

7β-OHC (50 µM) 2.17 ± 0.13 * 8.53 ± 0.17 * 6.46 ± 0.07 * 0.23 ± 0.01 * 1.89 ± 0.16 * 10.88 ± 0.34 * 246.70 ± 0.59 * 

7β-OHC (50 µM) + DMF (25 µM) 2.56 ± 0.05 # 5.33 ± 0.14 # 6.20 ± 0.07 # 0.66 ± 0.03 # 0.86 ± 0.01 # 5.72 ± 0.39 # 470.12 ± 9.95 # 

7β-OHC (50 µM) + MMF (25 µM) 2.16 ± 0.12 6.72 ± 0.34 # 5.08 ± 0.21 # 0.32 ± 0.00 # 0.88 ± 0.29 # 9.33 ± 0.47 # 446.67 ± 6.19  

7β-OHC (50 µM) + Biotine (10 nM) 2.75 ± 0.06 # 7.55 ± 0.21 # 6.95 ± 0.18 # 0.34 ± 0.04 # 1.40 ± 0.10 # 7.09 ± 0.05 # 500.46 ± 1.12 # 

7β-OHC (50 µM) + Biotine (100 nM) 2.78 ± 0.13 # 6.01 ± 0.12 # 8.05 ± 0.31 # 0.39 ± 0.04 # 0.92 ± 0.06 # 7.44 ± 0.41 # 569.84 ±26.95 # 

Les concentrations sont exprimées en ng / million de cellules.  

L’analyse statistique des données est réalisée par le test de Mann whitney. Les résultats sont exprimés en moyenne ± SD de trois expériences 

indépendantes. La différence significative entre le véhicule (EtOH 0,6%) et les cellules traitées au 7β-OHC est indiquée par * (test de Mann-

Whitney; P <0,05); La différence significative entre les cellules traitées par 7β-OHC et les cellules traitées par (7β-OHC + DMF), (7β-OHC + 

MMF) ou (7β-OHC + biotine (10 et 100 nM)) est indiquée par # (test de Mann-Whitney; p <0,05). Aucune différence significative n'a été 

observée entre le contrôle, EtOH et le DMSO 
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8.2. Evaluation des effets du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la 

biotine associés ou non au 7β-hydroxycholestérol, sur le profil des acides gras cellulaires 

Afin d'identifier les effets du DMF, du MMF de la biotine, associés ou au non au 7β-OHC sur 

le métabolisme des acides gras, un profil des acides gras a été déterminé par CPG/SM, après 

traitement des cellules 158N en présence ou en absence du DMF (25 µM), du MMF (25 µM) 

et de la biotine (10 et 100 nM) associés ou non au 7β-OHC (50 µM) pendant 24h. Les 

résultats sont présentés dans les Tableaux 8, 9, 10, 11, 12 et 13. 

En présence du 7β-OHC (50 µM), une diminution significative de la somme des taux des 

acides gras saturés (∑AGS (C <22)) a été observée, comparativement aux cellules traitées 

avec le véhicule (EtOH (0,6%)). En effet, une diminution significative des taux d’acide 

myristique (C14:0), d’acide palmitique (C16:0), d’acide stéarique (C18:0) et d’acide 

arachidique (C20:0) a été observée dans les cellules 158N traitées par le 7β-OHC 

comparativement aux cellules traitées avec le véhicule (EtOH (0,6%)). Cependant, la somme 

des taux des acides gras saturés à très longue chaîne (∑AGTLC (C≥22)) est 3 fois plus élevé 

au niveau des cellules traitées avec du 7β-OHC par rapport aux cellules traitées avec le 

véhicule. Les taux de l’acide béhénique (C22:0), de l’acide tétracosanoïque (C24:0), et de 

l’acide cérotique (C26:0) ont significativement augmentés dans les cellules traitées avec du 

7β-OHC, comparativement au véhicule (Ethanol (EtOH (0,6%)) (Tableau 8). 

Lorsque le 7β-OHC est associé au DMF (25 µM), une diminution significative la somme des 

taux des acides gras saturés (∑AGS (C <22)) ainsi que la somme des taux des acides gras 

saturés à très longue chaîne (∑AGTLC (C≥22)). Une diminution significative des taux de 

C20:0, C22:0, C24:0 et de C26:0 a été observée comparativement aux cellules traitées avec du 

7β-OHC (50 µM) (Tableau 8). Cependant, lorsque les cellules 158N ont été traitées 

simultanément avec du MMF (25 µM) et du 7β-OHC (50 µM), une augmentation de la 

somme des taux des acides gras saturés (∑AGS) et une diminution de la somme des taux 

d’acides gras saturés à très longue chaîne (∑AGTLC (C≥22)) ont été observées 

comparativement aux cellules traitées avec du 7β-OHC (50 µM) (Tableau 8). En effet, une 

augmentation significative des taux de C16:0, C18:0, C20:0 et une diminution significative 

des taux de C22:0, C24:0 et de C26:0 ont été observées comparativement aux cellules traitées 

avec du 7β-OHC (50 µM) (Tableau 8).  
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Tableau 8 : Profil des acides gras saturés au niveau des cellules 158N traitées par le diméthyle fumarate et le monométhyle fumarate 

associées ou non au 7β-hydroxycholestérol  

Les concentrations sont exprimées en ng / million de cellules. 

L’analyse statistique des données est réalisée par le test de Mann whitney. Les résultats sont exprimés en moyenne ± Ecart type de 3 expériences indépendantes. Des 

différences significatives (P ≤ 0,05) entre les véhicules (éthanol (EtOH) 0,6%, DMSO (0,05%)) et les cellules traitées sont indiquées par*, Des différences significatives (P ≤ 

0,05) entre les cellules traitées avec du 7β-OHC et les cellules traitées au (7β-OHC + DMF (25 µM) et (7β-OHC + MMF (25µM) sont indiquées par #. ∑ AGS: Somme des 

acides gras saturés; ∑ AGSTLC: Somme des acides gras saturés à très longue chaîne; ∑ Totale AGS : Somme totale des acides gras saturés.  

 
Contrôle EtOH (0,6%) DMSO (0,05%) DMF (25 µM) MMF (25 µM) 7β-OHC  (50 µM) 

7β-OHC (50 µM) 

+ 

DMF (25 µM) 

7β-OHC (50 µM) 

+ 

MMF (25 µM) 

C14:0 109.48 ± 0.30 101.56 ± 0.86 79.45 ± 0.46 98.99 ± 3.83 * 99.55 ± 5.57 * 81.82 ± 0.36 * 49.48 ± 4.56 # 85.74 ± 5.30 * 

C16:0 2360.32 ± 5.67 2300.14 ± 40.89 2247.38 ± 8.37 1934.86 ± 0.36 * 2320.20 ± 45.94 * 1727.54 ± 29.59 * 1650.60 ± 14.00 *# 2553.74 ± 23.91*# 

C18:0 1240.25 ± 21.80 1169.50 ± 22.09 941.92 ± 10.14 875.63 ± 22.65 * 1338.75 ± 7.60 * 722.54 ± 16.83 * 805.03 ± 6.67 *# 829.81 ± 2.14 *# 

C20:0 29.40 ± 2.49 24.36 ± 1.17 25.19 ± 1.26 20.04 ± 0.64 * 19.90 ± 0.05 * 10.83 ± 1.14 * 8.61 ± 1.03 *# 13.59 ± 0.25 *# 

C22:0 4.61 ± 0.54 4.49 ± 0.18 4.69 ± 0.01 4.38 ± 0.12 * 4.79 ± 0.53 8.19 ± 0.26 * 5.97 ± 0.06 # 6.68 ± 0.49 *# 

C24:0 8.32 ± 0.31 8.27 ± 0.18 7.68 ± 0.03 8.61 ± 0.36 * 11.10 ± 3.24 * 24.58 ± 0.84 * 7.52 ± 0.70 # 10.22 ± 0.58 *# 

C26:0 1.47 ± 0.13 1.51 ± 0.28 1.56 ± 0.04 3.78 ± 0.24 * 2.54 ± 0.07 * 11.85 ± 0.91 * 5.79 ± 0.45*# 7.96 ± 0.34 *# 

∑AG (C<22) 3739.44 ± 44.69 3595.56 ± 16.77 3293.94 ± 0.05 2929.52 ± 2.18 * 3778.41 ± 59.16 * 2542.72 ± 14.26 * 2513.71 ± 26.26* 3482.88 ± 31.60 # 

∑AGSTLC (C≥22) 14.40 ± 0.98 14.27 ± 0.08 13.93 ± 0.07 16.78 ± 0.71 * 18.42 ± 3.85* 44.62 ± 2.01 * 19.28 ± 1.09 *# 24.87 ± 1.42 *# 

∑ AGS Total 3753.84 ± 43.70 3609.83 ± 16.69 3307.87 ± 0.02 2946.30 ± 1.47 * 3796.83 ± 63.00 * 2587.34 ± 12.25 * 2533.00 ± 27.35 *# 3507.75 ± 30.18 *# 
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Par ailleurs, lorsque les cellules 158N ont été traitées avec du 7β-OHC et de la biotine (10 et 

100 nM), une augmentation significative de la somme des taux des acides gras saturés (∑ 

AGS) a été observée associée à une diminution significative de la somme des taux des acides 

gras saturés à très longues chaînes (∑ AGSTLC) et une augmentation de la somme des taux 

des des acides gras saturés (C<22) (∑ AGS (C<22)) par rapport aux cellules traitées avec du 

7β-OHC (50 µM) (Tableau 9). 

En présence de biotine (10 et 100 nM), une augmentation des taux de C14:0, C16:0, C18:0 et 

C20:0 a été observée comparativement aux cellules traitées avec du 7β-OHC (50 µM) 

(Tableau 9). Par ailleurs, une diminution significative du taux d'acide béhénique (C22:0), a 

été observée en présence de la biotine (10 nM), tandis qu'une augmentation significative a été 

observée avec la biotine (100 nM) comparativement aux cellules traitées avec le 7β-OHC seul 

(Tableau 9). De plus, une diminution significative du taux d'acide tétracosanoïque (C24:0) et 

d'acide cérotique (C26: 0) a été observée en présence de la biotine (10-100 nM) 

comparativement aux cellules traitées avec du 7β-OHC seul (Tableau 9). 
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Tableau 9: Profil des acides gras saturés au niveau des cellules 158N traitées par la biotine associée ou non au 7β-hydroxycholestérol  

 
Contrôle 

Véhicule 

 (EtOH: 0,6%) 
Biotine (10 nM) Biotine (100 nM) 7β-OHC  (50 µM) 

7β-OHC 

+ 

Biotine (10 nM) 

7β-OHC 

+ 

Biotine (100 nM) 

C14:0 
109.48 ± 0.30 101.56 ± 0.86 123.25 ± 5.55 * 101.94 ± 10.44 81.82 ± 0.36 * 138.08 ± 1.69* # 123.57 ± 6.17 *# 

C16:0 2360.32 ± 25.67 2300.14 ± 40.89 2806.87 ± 17.60 * 2626.80 ± 62.15 * 1727.54 ± 29.59 * 2828.48 ± 25.40 *# 2786.07 ± 5.10 *# 

C18:0 1240.25 ± 21.80 1169.50 ± 22.09 1238.28 ± 13.84 1217.26 ± 2.43 722.54 ± 16.83 * 1539.69 ± 35.82 *# 1334.08 ± 29.33 *# 

C20:0 29.40 ± 2.49 24.36 ± 1.17 19.03 ± 1.72 * 13.36 ± 0.48 * 10.83 ± 1.14 * 17.00 ± 1.03 *# 19.37 ± 0.38 *# 

C22:0 4.61 ± 0.54 4.49 ± 0.18 6.46 ± 0.01 * 4.89 ± 0.45 8.19 ± 0.26 * 7.53 ± 0.15 *# 10.00 ± 0.47 *# 

C24:0 8.32 ± 0.31 8.27 ± 0.18 12.48 ± 0.01 * 8.36 ± 0.02 24.58 ± 0.84 * 20.62 ± 0.37* # 15.38 ± 1.09 *# 

C26:0 1.47 ± 0.13 1.51 ± 0.28 2.67 ± 0.14 * 1.79 ± 0.38 11.85 ± 0.91 * 9.84 ± 0.45 *# 7.51 ± 0.15 *# 

∑ AGS (C<22) 3739.44 ± 44.69 3595.56 ± 16.77 4187.43 ± 0.07 * 3959.36 ± 53.67 * 2542.72 ± 14.26 * 4523.25 ± 63.94 *# 4263.09 ± 30.02 *# 

∑ AGSTLC (C≥22) 14.40 ± 0.98 14.27 ± 0.08 21.61 ± 0.12 * 15.04 ± 0.05 44.62 ± 2.01 * 37.99 ± 0.96 *# 32.89 ± 1.71 *# 

∑ Totale AGS 3753.84 ± 43.70 3609.83 ± 16.69 4209.03 ± 0.0 5* 3974.40 ± 53.62 * 2587.34 ± 12.25 * 4561.24 ± 62.98 #* 4295.98 ± 31.73 *# 

Les concentrations sont exprimées en ng / million de cellules. 

L’analyse statistique des données est réalisée par le test de Mann whitney. Les résultats sont exprimés en moyenne ± Ecart type de 3 expériences indépendantes. Des 

différences significatives (P ≤ 0,05) entre les véhicules (éthanol (EtOH) 0,6%, DMSO (0,05%)) et les cellules traitées sont indiquées par * (test de Mann-Whitney ; P <0,05). 

Des différences significatives (P ≤ 0,05) entre les cellules traitées avec du 7β-OHC et les cellules traitées au (7β-OHC + Biotine (10 nM)) ou (7β -OHC + biotine (100 nM) 

sont indiquées par #. ∑ AGS : Somme des acides gras saturés ; ∑ AGSTLC: Somme des acides gras saturés à très longue chaîne; ∑ Totale AGS : Somme du totale des acides 

gras saturés. 
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Par ailleurs, l'analyse des acides gras mono-insaturés (AGMI) a révélé une diminution 

significative du de la somme des taux d’acide gras mono-insaturé (∑AGMI) suite au 

traitement des cellules 158N avec du 7β-OHC (50 µM) comparativement aux cellules traitées 

avec du véhicule (EtOH (0,6%)). Ainsi, les taux de l’acide myristoléique (C14:1 n-5), l’acide 

sapiénique (C16:1 n-10), l’acide palmitoléique (C16: 1 n-7), l’acide cis-vaccénique (C18: 1 n-

7), l’acide éicinonéique (C20:1 n-9), l’acide éicisénoïque (C20: 1 n-7) et l’acide érucique 

(C22 :1n-9) ont été significativement réduits en présence du 7β-OHC (50 µM) par rapport aux 

cellules traitées avec le véhicule. Cependant, dans les mêmes conditions, les taux acides gras 

monoinsaturés à très longue chaîne tels que l'acide nervonique (C24:1 n-9) et l'acide 

hexacosaénoïque (C26: 1 n-9) ont été augmentés comparativement aux cellules non traitées 

ou les cellules traitées avec le véhicule (Tableau 10). 

 Des effets presque similaires sur le profil des AGMI ont été observés, lorsque les celles 158N 

ont été traitées avec du DMF ou MMF, 2 h avant l'ajout du 7β-OHC. En fait, tous les niveaux 

des AGMI se sont rapprochés de ceux des cellules non traitées ou des cellules traitées avec le 

véhicule, à l'exception de C16:1 n-10 ou n-9 et C16:1 n-7, dont les taux étaient plus élevés 

que ceux des cellules non traitées ou des cellules traitées avec le véhicule (EtOH (0,6%)). 

Lorsque les cellules 158N ont été traitées simultanément avec du 7β-OHC (50 µM) et DMF 

(25 µM) ou MMF (25 µM) une augmentation significative des taux de C14:1 n-5, de C16:1 n-

10, de C16:1 n-7, de C18:1 n-7, de C20:1 n-9, de C20: 1 n-7 et C22:1 n-9 et une diminution 

significative de C24:1 n-9 et de C26:1 n-9 ont été observées, comparativement aux cellules 

traitées avec du 7β-OHC (50 µM) (tableau 10). 

Il est intéressant de noter qu’une fois ajoutées seules, ces molécules (DMF et MMF) et en 

particulier le MMF, ont pu augmenter de manière significative les niveaux de plusieurs 

AGMI, par rapport au véhicule correspondant (DMSO (0,05%)) (Tableau 10). 
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Tableau 10: Profil des acides gras mono-insaturés au niveau des cellules 158N traitées par le diméthyle fumarate et le monométhyle 

fumarate associées ou non au 7β-hydroxycholestérol  

Les concentrations sont exprimées en ng / million de cellules. 

L’analyse statistique des données est réalisée par le tes de Mann whitney. Les résultats sont exprimés en moyenne ± Ecart type de 3 expériences indépendantes. Des 

différences significatives (P ≤ 0,05) entre les véhicules (éthanol (EtOH) 0,6%, DMSO (0,05%)) et les cellules traitées sont indiquées par*, Des différences significatives (P ≤ 

0,05) entre les cellules traitées avec du 7β-OHC et les cellules traitées au (7β-OHC +  DMF (25 µM) et (7β-OHC + MMF (25µM) sont indiquées par #.∑AGMI ; somme des 

acides gras mono-insaturés. 

 

 Contrôle EtOH (0,6%) 
DMSO 

(0,05%) 
DMF (25 µM) MMF (25 µM) 7β-OHC  (50 µM) 

7β-OHC  (50 µM) 

 +  

DMF (25 µM) 

7β-OHC  (50 µM)  

+  

 MMF (25 µM) 
C14:1 n-5 2.19 ± 0.00 2.10 ± 0.02 1.53 ± 0.22 2.22 ± 0.16 * 3.29 ± 0.16 * 1.61 ± 0.09 * 1.82 ± 0.05 *# 1.71 ± 0.20 

C16:1 n-10 231.31 ± 6.96 230.16 ± 9.14 175.46 ± 3.55 176.83 ± 13.98 241.36 ± 6.80 * 207.41 ± 6.36 * 274.92 ± 6.32 *# 276.70 ± 14.62 *# 

C16:1 n-7 454.04 ± 26.71 420.16 ± 28.80 352.91 ± 10.09 400.29 ± 4.27 * 553.16 ± 11.81 * 313.62 ± 11.98 * 373.66 ± 2.06 *# 545.29 ± 4.92 *# 

C18:1 n-9 2239.11 ± 16.15 2035.46 ± 48.32 1812.39 ± 30.35 2053.93 ± 47.61 * 2487.96 ± 8.81 * 1970.72 ± 36.33 1746.52 ± 0.25 *# 1759.29 ± 0.74 *# 

C18:1 n-7 502.24 ± 8.92 464.92 ± 46.02 448.74 ± 28.15 546.50 ± 18.31 * 718.05 ± 51.47 * 403.71 ± 2.75 * 452.47 ± 31.14 # 439.80 ± 1.16 # 

C20:1 n-9 62.63 ± 3.25 54.37 ± 0.23 56.61 ± 2.99 91.13 ± 8.80 * 84.90 ± 4.67 * 16.82 ± 0.11 * 55.57 ± 0.17# 55.03 ± 1.27 # 

C20:1 n-7 32.03 ± 0.04 34.63 ± 0.47 35.26 ± 0.16 24.77 ± 2.21 * 27.13 ± 0.48 * 5.65 ± 1.00 * 12.83 ± 0.45  *# 14.74 ± 0.40 *# 

C22:1 n-9 2.37 ± 0.05 2.34 ± 0.04 2.00 ± 0.06 2.96 ± 0.14 * 2.85 ± 0.25 * 2.29 ± 0.16 3.06 ± 0.20 # 2.25 ± 0.11 

C24:1 n-9 12.58 ± 0.53 13.01 ± 0.01 14.61 ± 0.51 22.37 ± 0.58 * 24.19 ± 1.78 * 32.71 ± 0.96 * 23.52 ± 1.44 *# 23.99 ± 2.85 *# 

C26:1 n-9 0.59 ± 0.03 0.62 ± 0.00 0.57 ± 0.04 1.25 ± 0.05 * 1.32 ± 0.05 * 2.27 ± 0.08 * 1.30 ± 0.02 *# 1.64 ± 0.03 *# 

∑AGMI 3539.09 ± 47.48 3257.77 ± 17.64 2900.09 ± 13.39 3322.26 ± 78.18 * 4144.22 ± 55.05* 2956.82 ± 13.18 * 2945.67 ± 20.57* 3120.44 ± 22.97 # 
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Tableau 11: Profil des acides gras mono-insaturés au niveau des cellules 158N traitées par la biotine associée ou non au 7β-

hydroxycholestérol  

 Contrôle 
Véhicule 

(EtOH: 0,6%) 
Biotine (10 nM) Biotine (100 nM) 7β-OHC  (50 µM) 

7β-OHC 

+ 

Biotine (10 nM) 

7β-OHC 

+ 

Biotine (100 nM) 

C14:1 n-5 2.19 ± 0.00 2.10 ± 0.02 3.34 ± 0.14 * 3.32 ± 0.19 * 1.61 ± 0.09 * 2.34 ± 0.08 # 2.18 ± 0.18 # 

C16:1 n-10 231.31 ± 6.96 230.16 ± 9.14 297.48 ± 9.00 * 273.97 ± 12.24 * 207.41 ± 6.36 * 285.44 ± 7.43 *# 226.04 ± 5.61 # 

C16:1 n-7 454.04 ± 26.71 420.16 ± 28.80 617.21 ± 19.11 * 574.15 ± 14.72 * 313.62 ± 11.98 * 617.24 ± 7.88 *# 622.45 ± 0.69 *# 

C18:1 n-9 2239.11 ± 16.15 2035.46 ± 48.32 2317.24 ± 26.52 * 2519.05 ± 39.06 * 1970.72 ± 36.33 2391.74 ± 85.82* # 2147.86 ± 25.81 # 

C18:1 n-7 502.24 ± 8.92 464.92 ± 46.02 670.29 ± 33.45 * 478.28 ± 20.01 403.71 ± 2.75 * 651.32 ± 1.43 *# 482.86 ± 2.72 # 

C20:1 n-9 62.63 ± 3.25 54.37 ± 0.23 74.37 ± 4.77 * 68.47 ± 0.43 * 16.82 ± 0.11 * 58.64 ± 1.79 # 50.22 ± 2.96# 

C20:1 n-7 32.03 ± 0.04 34.63 ± 0.47 37.54 ± 1.82 * 23.88 ± 2.18 * 5.65 ± 1.00 * 26.96 ± 1.49 *# 26.50 ± 1.17 *# 

C22:1 n-9 2.37 ± 0.05 2.34 ± 0.04 3.47 ± 0.01 * 3.35 ± 0.00 * 2.29 ± 0.16 3.33 ± 0.09 *# 2.35 ± 0.08 

C24:1 n-9 12.58 ± 0.53 13.01 ± 0.01 29.20 ± 0.27 * 16.89 ± 0.42 * 32.71 ± 0.96 * 33.61 ± 0.20* 26.31 ± 0.83 *# 

C26:1 n-9 0.59 ± 0.03 0.62 ± 0.00 1.22 ± 0.03 * 0.62 ± 0.03 2.27 ± 0.08 * 2.03 ±0.01 *# 1.50 ± 0.10 *# 

∑AGMI 3539.09 ± 47.48 3257.77 ± 17.64 4051.37 ± 27.41 * 3962.00 ± 84.09 * 2956.82 ± 13.18 * 4072.65 ± 99.38* # 3588.28 ± 22.11*# 

Les concentrations sont exprimées en ng / million de cellules.   

L’analyse statistique des données est réalisée par le test de Mann whitney. Les résultats sont exprimés en moyenne ± Ecart type de 3 expériences indépendantes. Des différences significatives (P 

≤ 0,05) entre les véhicules (éthanol (EtOH) 0,6%, DMSO (0,05%)) et les cellules traitées sont indiquées par * (test de Mann-Whitney; P <0,05). Des différences significatives (P ≤ 0,05) entre 

les cellules traitées avec du 7β-OHC et les cellules traitées au (7β-OHC + Biotine (10 nM)) ou (7β -OHC + biotine (100 nM) sont indiquées par #. ∑AGMI ; somme des acides gras mono-

insaturés.
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Lorsque les cellules 158N ont été traitées avec de la biotine (10 et 100 nM) et du 7β-OHC (50 

µM), une augmentation significative de la plupart des AGMI ainsi qu’une réduction 

significative des taux d’acide nervonique (C24:1 n-9) et d’acide hexacénoïque (C26:1 n-9) ont 

été observées, par rapport aux cellules traitées avec du 7β-OHC. De plus, dans les mêmes 

conditions, une augmentation significative de la somme des AGMI a été observée 

comparativement aux cellules traitées avec du 7β-OHC seul. En effet, dans ces conditions de 

traitements, les taux des AGMI se sont normalisés (Tableau 11). 

Pour les acides gras poly-insaturés (AGPI), une diminution significative de tous les AGPI a 

été observée suite au traitement des cellules 158N avec du 7β-OHC (50 µM), 

comparativement aux cellules non traitées ou les cellules traitées avec le véhicule (EtOH 

(0,6%)).  

Le traitement des cellules 158N avec du DMF ou du MMF pendant 24 h a montré une 

augmentation des taux de l’acide linoléique (C18:2 n-6), de l’acide arachidonique (AA; C20:4 

n-6) et de l’acide docosahexaénoïque (DHA; C22:6 n-3) par rapport à leur véhicule (DMSO 

(0,05%)). 

Lorsque les cellules 158N ont été traitées successivement avec du DMF (25 µM) ou MMF (25 

µM) et du 7β-OHC, une normalisation des niveaux de tous les AGPI a été observée (Tableau 

12), à l’expection de l’AA et de l’acide eicosapentaénoïque (EPA; C20:5 n-3) (Tableau 12). 

Cependant, en présence de la biotine (10 et 100 nM) une augmentation des niveaux d’AGPI a 

été observée, comparativement aux cellules traitées avec du 7β-OHC seul (Tableau 13).  

En présence du 7β-OHC, une diminution significative des tous les AGPI, de la somme des 

AGPI n-3 et de la somme des AGPI n-6 par rapport aux cellules non traitées (contrôle) et les 

cellules traitées avec le véhicule (EtOH (0,6%)). Ces niveaux ont été significativement 

corrigés en présence de la biotine (10 et 100 nM) utilisée en pré-traitement, comparativement 

aux cellules traitées avec du 7β-OHC seul (Tableau 13). 

D’autres part, le 7β-OHC induit une augmentation significative de différents indices de 

l’activité des désaturases, citant la Δ4-désaturase (C22: 6 n-3 / C22: 5 n-3), la Δ8-désaturase 

(C20: 3 n-6 / C20: 2 n-6) et la Δ9-désaturase (C18:1 n-9 / C18: 0) ainsi que l'indice de 

l'activité élongase (C22: 5 n-3 / C20: 5 n-3), par rapport aux cellules traitées avec le véhicule 

(Tableau 12). Ces indices ont été significativement réduits lorsque le 7β-OHC a été associé 

au DMF ou au MMF. De plus, en présence du 7β-OHC, une diminution significative de 

l'indice d'élongation (C18:0 / C16:0) a été observée, comparativement aux cellules traitées 
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avec le véhicule. Cette diminution a été légèrement corrigée en présence du DMF (25 µM) 

(Tableau 12). 

Lorsque les cellules 158N ont été traitées successivement avec de la biotine (10 nM) et du 7β-

OHC, une diminution significative de l’indice de l’activité du Δ5-désaturase (C20:4 n-6 / 

C20:3 n-6) et du Δ 9-désaturase (C18:1 n-9 / C18:0) a été observée comparativement aux 

cellules traitées avec du 7β-OHC. De plus, une diminution de l'indice d'activité de Δ 8-

désaturase (C20:3 n-6 / C20:2 n-6) a été mise en évidence en présence de la biotine  (10 nM) 

ou la biotine  (100 nM). Dans les mêmes conditions, l'indice de l'activité Δ 9-désaturase 

(C18:1 n-9 / C18:0) et l'indice de l'activité d’élongation (C22:5 n-3 / C20: 5 n-3) et (C18:1 n-9 

/ C18:0) ont été normalisés par rapport aux cellules traitées avec du  7β-OHC (Tableau 13) 

L’ensemble de nos résultats ont mis en évidence l'impact du 7β-OHC sur le métabolisme des 

acides gras, ce qui pourrait être dû, en partie, aux dommages causés au niveau des 

mitochondries et des peroxysomes, car ces organites jouent un rôle important dans 

l'anabolisme et le catabolisme des acides gras. De plus, nos résultats montrent que le DMF, le 

MMF et la biotine pourraient prévenir les troubles métaboliques des acides gras aux niveaux 

des cellules traitées avec du 7β-OHC. 
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 Tableau 12: Profil des acides gras poly-insaturés des cellules 158N traitées par le diméthyle fumarate et le monométhyle fumarate 

associés ou non au 7β-hydroxycholestérol  

 Contrôle EtOH (0,6%) DMSO (0,05%) DMF (25 µM) MMF (25 µM) 7β-OHC (50 µM) 
7β-OHC (50 µM) 

+ 

DMF (25 µM) 

7β-OHC (50 µM)  

+ 

MMF (25 µM) 

C18:2 n-6 32.66 ± 2.10 28.06 ± 0.94 29.72 ± 0.41 36.30 ± 1.14 * 36.77 ± 3.82 * 23.14 ± 1.48 * 26.58 ± 1.44 *# 26.33 ± 1.95* 

C20:4 n-6 (AA) 314.84 ± 6.38 277.13 ± 2.48 269.37 ± 1.78 338.36 ± 44.67 * 317.85 ± 15.25 * 203.91 ± 2.73 * 185.39 ± 5.99*# 195.29 ± 13.48* 

C20:5 n-3 (EPA) 450.26 ± 2.05 400.48 ± 22.37 451.25 ± 13.07 200.83 ± 5.67 * 203.16 ± 10.21 * 127.58 ± 0.95 * 100.79 ± 8.65 *# 114.83 ± 5.05 *# 

C20:3 n-6 87.23 ± 7.07 84.27 ± 2.34 67.61 ± 0.67 81.62 ± 2.39 * 89.69 ±1.34 * 65.15 ± 2.24* 81.93 ± 2.81 # 72.33 ± 3.41*# 

C20:2 n-6 52.96 ± 2.27 47.51 ± 0.10 51.64 ± 1.70 32.50 ± 0.25 * 36.01 ± 4.04 * 15.72 ± 2.19 * 17.71 ± 1.38*# 34.50 ± 1.08 *# 

C22:6 n-3 (DHA) 95.82 ± 2.21 82.47 ± 0.90 79.76 ± 1.66 98.43 ± 5.62 * 97.45 ± 4.70 * 70.85 ± 0.86 * 70.65 ± 0.46 * 76.97 ± 3.81 *# 

C22:5 n-3 (DPA) 92.21 ± 1.70 90.63 ± 3.51 79.05 ± 1.42 93.39 ± 5.68 * 89.42 ± 2.41 * 63.52 ± 0.87 * 76.81 ± 0.17 *# 75.06 ± 0.15 *# 

∑AGPI 1588.33 ± 14.33 1373.67 ± 29.60 1512.94 ± 4.59 1318.22 ± 34.65 * 870.35 ± 39.09 * 872.40 ± 22.61 * 562.57 ± 0.47 *# 628.02 ± 1.89 *# 

∑ AGPI  (n-3) 638.29 ± 5.97 573.58 ± 26.79 610.05 ± 9.99 392.65 ± 5.60 * 390.04 ± 17.32 * 261.95 ± 0.95 * 248.25 ± 8.02 *# 266.85 ± 8.71* 

∑ AGPI  (n-6) 487.70 ± 5.07 436.96 ± 1.18 418.35 ± 1.16 488.78 ± 43.66 * 480.31 ± 21.77 * 307.91 ± 4.25 * 311.61 ± 6.01* 328.45 ± 17.76* 

∑ AGPI  n-3/∑ AGPI  n-6 1.31 ± 0.00 1.31 ± 0.06 1.46 ± 0.03 0.81 ± 0.06 * 0.81 ± 0.00 * 0.85 ± 0.01 * 0.80 ± 0.04 * 0.82 ± 0.07 * 

Δ 4 : C22:6 n-3/C22 :5 n-3 1.04 ± 0.00 0.91 ± 0.03 1.01 ± 0.00 1.06 ± 0.12 1.09 ± 0.02 * 1.12 ± 0.03 * 0.92 ± 0.00 # 1.03 ± 0.05 # 

Δ 5: C20:4 n-6 /C20:3 n-6 3.64 ± 0.37 3.29 ± 0.12 3.98 ± 0.01 4.16 ± 0.67 3.55 ± 0.22 * 3.13 ± 0.07 2.27 ± 0.15 *# 2.70 ± 0.06 *# 

Δ 8: C20:3 n-6 /C20 :2 n-6 1.64 ± 0.06 1.77 ± 0.05 1.31 ± 0.06 2.51 ± 0.09 * 2.53 ± 0.32 * 4.25 ± 0.73 * 4.67 ± 0.52 * 2.10 ± 0.16 *# 

Δ 9: C16:1 n-7/ C16:0 0.19 ± 0.01 0.18 ± 0.02 0.16 ± 0.00 0.21 ± 0.00 * 0.24 ± 0.00 * 0.18 ± 0.00 0.23 ± 0.00 *# 0.21 ± 0.00 *# 

Δ 9: C18:1 n-9/ c18:0 1.81 ± 0.02 1.74 ± 0.07 1.92 ± 0.05 2.35 ± 0.01 * 1.86 ± 0.02 2.73 ± 0.01 * 2.17 ± 0.02 *# 2.12 ± 0.01 *# 

Elongase: 22:5 n-3 /C20:5 n-3 0.20 ± 0.00 0.23 ± 0.00 0.18 ± 0.01 0.47 ± 0.04 * 0.44 ± 0.01 * 0.50 ± 0.00 * 0.77 ± 0.07 *# 0.65 ± 0.03 *# 

Elongase : C18:0/C16:0 0.53 ± 0.00 0.51 ± 0.02 0.42 ± 0.01 0.45 ± 0.02 * 0.58 ± 0.01 * 0.42 ± 0.02 * 0.49 ± 0.00 # 0.32 ± 0.00 *# 

Les concentrations sont exprimées en ng / million de cellules. L’analyse statistique des données est réalisée par le test de Mann whitney. Les résultats sont 

exprimés en moyenne ± Ecart type de 3 expériences indépendantes. Des différences significatives (P ≤ 0,05) entre les véhicules (éthanol (EtOH) 0,6%, DMSO 

(0,05%)) et les cellules traitées sont indiquées par*, Des différences significatives (P ≤ 0,05) entre les cellules traitées avec du 7β-OHC et les cellules traitées 

au (7β-OHC + DMF (25 µM)) et (7β-OHC + MMF (25µM)) sont indiquées par #. AGPI: Somme des acides gras polyinsaturés; Δ 4: désaturase delta 4; Δ 5: 

désaturase delta 5; Δ 8: désaturase delta 8; Δ 9: désaturase delta 9. 
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Tableau 13: Profil des acides gras poly-insaturés des cellules 158N traitées par la biotine associée ou non au 7β-hydroxycholestérol  

 Contrôle 
Véhicule 

 (EtOH : 0,6%) 
Biotine (10 nM) Biotine  (100 nM) 7β-OHC (50 µM) 

7β-OHC 

+ 

Biotine  (10 nM) 

7β-OHC 

+ 

Biotine  (100 nM) 

C18:2 n-6 32.66 ± 2.10 28.06 ± 0.94 37.72 ± 1.08 * 38.50 ± 1.17 * 23.14 ± 1.48* 34.63 ± 0.81# 27.78 ± 0.66 # 

C20:4 n-6 (AA) 314.84 ± 6.38 277.13 ± 2.48 326.89 ± 4.57 * 276.78 ± 9.70 * 203.91 ± 2.73* 276.71 ± 3.86# 264.79 ± 4.70 # 

C20:5 n-3 (EPA) 450.26 ± 2.05 400.48 ± 22.37 144.79 ± 2.62 * 155.04 ± 1.28 * 127.58 ± 0.95* 148.40 ± 2.20 *# 145.38 ± 5.51*# 

C20:3 n-6 87.23 ± 7.07 84.27 ± 2.34 87.55 ± 0.10 120.40 ± 0.85 * 65.15 ± 2.24* 97.37 ± 3.56 *# 88.22 ± 6.46 *# 

C20:2 n-6 52.96 ± 2.27 47.51 ± 0.10 32.73 ± 2.60 * 33.71 ± 0.98 * 15.72 ± 2.19* 42.69 ± 0.53*# 41.36 ± 1.57 *# 

C22:6 n-3 (DHA) 95.82 ± 2.21 82.47 ± 0.90 102.16 ± 2.47 * 103.62 ± 0.49 * 70.85 ± 0.86* 96.70 ± 3.52 *# 95.34 ± 0.21*# 

C22:5 n-3 (DPA) 92.21 ± 1.70 90.63 ± 3.51 91.29 ± 2.52 102.96 ± 1.88 * 63.52 ± 0.87* 92.06 ± 2.32# 90.10 ± 5.93# 

∑AGPI 1588.33 ± 14.33 1373.67 ± 29.60 823.12 ± 8.36 * 834.13 ± 8.76 * 569.87 ±3.31* 802.95 ± 0.70 *# 759.34 ± 24.67 *# 

∑AGPI (n-3) 638.29 ± 5.97 573.58 ± 26.79 338.24 ± 2.36 * 361.61 ± 0.11 * 261.95 ± 0.95* 337.16 ± 3.40 *# 330.82 ± 11.65 *# 

∑AGPI (n-6) 487.70 ± 5.07 436.96 ± 1.18 484.88 ± 5.99 469.40 ± 6.71 * 307.91 ± 4.25* 451.40± 6.08 *# 422.17 ± 13.38# 

∑AGPI (n-3)/∑AGPI (n-6) 1.31 ± 0.00 1.31 ± 0.06 0.70 ± 0.00 * 0.77 ± 0.01 * 0.85 ± 0.01* 0.75 ± 0.02 *# 0.78 ± 0.00 *# 

Δ 4 : C22:6 (n-3)/C22 :5 (n-3) 1.04 ± 0.00 0.91 ± 0.03 1.12 ± 0.00 * 1.01 ± 0.02 1.12 ± 0.03* 1.05 ± 0.06 1.06 ± 0.07 

Δ 5: C20:4 (n-6) /C20:3 (n-6) 3.64 ± 0.37 3.29 ± 0.12 3.73 ± 0.06 2.30 ± 0.10 * 3.13 ± 0.07 2.84 ± 0.06 *# 3.01 ± 0.17* 

Δ 8: C20:3 (n-6) /C20 :2 (n-6) 1.64 ± 0.06 1.77 ± 0.05 2.69 ± 0.22 * 3.57 ± 0.08 * 4.25 ± 0.73* 2.28 ± 0.11 *# 2.13 ± 0.08 *# 

Δ 9: C16:1 (n-7)/ C16:0 0.19 ± 0.01 0.18 ± 0.02 0.22 ± 0.01* 0.22 ± 0.00 * 0.18 ± 0.00 0.22 ± 0.00# 0.22 ± 0.00# 

Δ 9: C18:1 (n-9)/ c18:0 1.81 ± 0.02 1.74 ± 0.07 1.87 ± 0.00 * 2.07 ± 0.03 * 2.73 ± 0.01* 1.55 ± 0.02 *# 1.61 ± 0.02 *# 

Elongase: 22:5 (n-3)/C20:5 (n-3) 0.20 ± 0.00 0.23 ± 0.00 0.63 ± 0.03 * 0.66 ± 0.02 * 0.50 ±  0.00* 0.62 ± 0.02 *# 0.62 ± 0.02 *# 

Elongase : C18:0/C16:0 0.53 ± 0.00 0.51 ± 0.02 0.44 ± 0.01* 0.46 ± 0.01 * 0.42 ± 0.02* 0.54 ± 0.01 # 0.48 ± 0.01 # 

Les concentrations sont exprimées en ng / million de cellules.  

L’analyse statistique des données est réalisée par le test de Mann whitney. Les résultats sont exprimés en moyenne ± Ecart type de 3 expériences 

indépendantes. Des différences significatives (P ≤ 0,05) entre les véhicules (éthanol (EtOH) 0,6%) et les cellules traitées sont indiquées par*, Des différences 

significatives (P ≤ 0,05) entre les cellules traitées avec du 7β-OHC et les cellules traitées au (7β-OHC + Biotine (10 nM) et (7β-OHC + biotine (100 nM) sont 

indiquées par #. AGPI: Somme des acides gras polyinsaturés; Δ 4: désaturase delta 4;Δ 5: désaturase delta 5;Δ 8: désaturase delta 8; Δ 9: désaturase delta 9.
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8.3. Evaluation de l’effet du diméthyle fumarate et du monométhyle fumarate associés 

ou non au 7β-hydroxycholestérol, sur la teneur en sphingomyéline et en 

phosphatidylcholine  

La gaîne de myéline est contituée en forte proprtion en sphingomyélines qui n’est autre qu’un 

lipide complexe formé d’acide gras et de phosphocholine. Ces constituants sont impliqués 

dans le maintien de de la structure et du fonctionnement de la gaîne de myéline (Morell and 

Quarles, 1999). De ce fait, une évaluation des effets du DMF et du MMF seuls ou associés au 

7β-OHC sur le contenu cellulaire en sphingomyéline (SM) et en phosphatidylcholine (PC) a 

été réalisée par CPG/SM. Les résultats obtenus sont présentés dans la Figure 45. 

 

Figure 45: Teneur en sphingomyéline et phospatidylcholine dans des cellules 158N 

traitées avec du diméthyle fumarate et du monométhyle fumarate associés ou non au 7β-

hydroxycholestérol  

 La quantité de sphingomyéline (SM) et de phospatidylcholine (PC) est déterminée par CG / 

SM. L’analyse statistique des données est réalisée par le test de Mann Whitney. Les résultats 

sont présentés en moyenne ± écart type de trois expériences indépendantes. Des différences 

significatives (P≤0,05) entre les cellules traitées et les cellules non traitées ou traitées avec 

les véhicules (Ethanol (EtOH) 0,6%), ou DMSO (0,05%)); sont indiquées par *. Des 

différences entre les cellules traitées avec du 7β-OHC et les cellules traitées avec (7β-OHC + 

DMF), (7β-OHC + MMF) ou (7β-OHC + α-toco) sont indiquées par #. Aucune différence 
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significative n'a été observée entre le contrôle (cellules non traitées) et les cellules traitées 

avec les véhicules ((EtOH 0,6%) et DMSO 0,05%). 

Les taux les plus élevés en SM et PC ont été observés dans les cellules 158N traitées avec du 

DMF (25 µM) pendant 24 h. Suite au traitement avec du 7β-OHC (50 µM), une diminution 

significative des taux de SM et de PC a été observée, comparativement aux cellules non 

traitées (contrôle) ou aux cellules traitées avec le véhicule (EtOH à 0,6%) (Figure. 45). Alors 

que l’α-tocophérol (utilisé comme contrôle positif) n’a pas eu ou a eu un effet mineur sur la 

correction des taux du SM et de PC. Le DMF s’est avéré plus efficace que le MMF puisqu’il a 

induit une correction plus marquée (Figure. 45). 

9. Evaluation des effets du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la 

biotine associés ou non au 7β-hydroxycholestérol sur l'expression des protéines de 

myéline (PLP, MBP)  

Les protéine protéolipides (PLP) et les protéines basiques de la myéline (MBP) correspondent 

respectivement à 50 et 30% des protéines de myéline (Baumann and Pham-Dinh, 2001). 

Ces protéines sont exprimées au niveau des cellules 158N (Baarine et al., 2009).  Il est donc 

intéressant d’évaluer les effets du 7β-OHC (50 µM), sur l’expression de PLP et de MBP ainsi 

que l’impact du DMF, du MMF et de la biotine, associés ou non au 7β-OHC (50 µM) sur ces 

protéines. 

L’expression de cette protéine (PLP) est au même niveau dans les cellules traitées avec l'α-

tocophérol, le DMF, le MMF ou la biotine. Cependant, une expression plus élevée de PLP a 

été observée au niveau des cellules traitées avec du 7β-OHC, ((7β-OHC + α-tocophérol), (7β-

OHC + DMF), (7β-OHC + MMF), (7β-OHC + biotine 10 nM) et (7β-OHC + biotine 100 nM) 

(Figures 46-47). Par ailleurs, l’expression de la protéine MBP a été plus élevée dans les 

cellules traitées avec du DMF (25 µM) ou de la biotine (10 et 100 nM) par rapport aux 

cellules non traitées (contrôle) (Figure 46). En présence du 7β-OHC, une augmentation de 

l’'expression de MBP a été observée par rapport aux cellules traitées avec le véhicule. 

Lorsque le 7β-OHC a été associé à l’α-tocophérol, l’expression de MBP a été fortement 

augmentée. Par ailleurs une légère augmentation a été observée au niveau des cellules traitées 

par (7β-OHC + DMF), (7β-OHC + MMF), (7β-OHC + biotine 10 nM) ou (7β-OHC + biotine 

100 nM) (Figures 46-47). 



Résultats 

173 

 

 

Figure 46 : Expression des protéines de myéline (PLP, MBP) : Analyse par western blot 

de l’effet du diméthyle fumarate et du monométhyle fumarate associés ou non au 7β-

hydroxycholestérol sur  

Les cellules oligodendrocytaires 158N murines ont été traitées pendant 24 h en absence ou en 

présence du 7β-hydroxycholestérol (7β-OHC, 50 µM) associées ou non au DMF (25 µM) et 

MMF (25 µM) ou à lα-tocophérol (400 µM). Les protéines majeures de la myéline PLP et 

MBP ainsi que l'actine (utilisée comme référence interne) ont été caractérisées par Western 

blot avec des anticorps appropriés. Deux expériences indépendantes, donnant des résultats 

similaires, ont été réalisées. 
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Figure 47 : Expression des protéines de myéline (PLP, MBP) : Analyse par western blot 

de l’effet de la biotine associée ou non au 7β-hydroxycholestérol   

Les cellules oligodendrocytaires 158N murines ont été traitées pendant 24 h en absence ou en 

présence du 7β-hydroxycholestérol (7β-OHC, 50 µM) associées ou à la biotine (10 nM) et 

(100 nM) ou à lα-tocophérol (400 µM). Les protéines majeures de la myéline PLP et MBP 

ainsi que l'actine (utilisée comme référence interne) ont été caractérisées par Western blot 

avec des anticorps appropriés. Deux expériences indépendantes, donnant des résultats 

similaires, ont été réalisées. 
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10. Evaluation de l’effet du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la 

biotine sur la mort cellulaire induite par le 7β-hydroxycholestérol 

10.1 Evaluation des voies de signalisation associées à la mort cellulaire induite par le 7β-

hydroxycholestérol 

Il existe peu d’informations sur les voies de signalisations conduisant à la mort cellulaire 

induite par le 7β-OHC. Plusieurs inhibiteurs ont été testés sur des cellules 158N : H89 (20 

µM), U73122 (1 µM), la chelerythrine (1 µM) et U0126 (20 µM), qui inhibent la protéine 

kinase A (PKA), la phospholipase C (PLC), la protéine kinase C (PKC) et MEK, 

respectivement.  

 

Figure 48 : Evaluation des voies de signalisation des protéines kinase A (PKA), 

phospholipase C (PLC) / protéine kinase C (PKC) et MEK / ERK associées à la mort 

cellulaire induite par le 7β-OHC sur des cellules 158N.  

L’analyse statistique des données est réalisée par le test de Mann Whitney. Les données 

présentées en moyenne ± l'écart type de deux expériences indépendantes réalisées en triplicate. 

Aucune différence significative n'a été observée entre les cellules non traitées (contrôle), les 

cellules traitées avec le véhicule (éthanol (EtOH): 0,6%), ou les cellules traitées par les différents 

inhibiteurs (H89, U0126, U73122 ou chélénithrine). Des différences significatives (P≤0,05) entre 

les cellules traitées avec le 7β-OHC et les cellules traitées avec le véhicule (EtOH 0,6%); sont 

indiquées par : *. Des différences Significatives (P≤0,05) entre les cellules traitées avec le 7β-
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OHC et les cellules traitées avec le 7β-OHC associées aux différents inhibiteurs (H89, U0126, 

U73122 ou chillarhrine)) sont indiquées par : $. 

Les cellules oligodendrocytaires murines 158N préalablement cultivées ont été ensuite traitées 

en absence ou en présence du 7β-OHC (50 µM) pendant 24 h associées ou non aux différents 

d'inhibiteurs, H89, U0126, U73122 et de chéléritrine, introduits 30 minutes avant l'ajout du 

7β-OHC. Afin d’évaluer la viabilité cellulaire dans les différentes conditions, un test FDA a 

été réalisé. Les résultats obtenus sont présentés dans la Figure 48. 

Les résultats ont montré une légère inhibition de la mort cellulaire lorsque le 7β-OHC était 

associée au H89 (Figure 48). Cependant, en présence de la chelerythrine et de U0126, une 

nette inhibition de la mort cellulaire induite par le 7β-OHC, qui est traduit par une 

augmentation de pourcentage des cellules viables, a été observée comparativement aux 

cellules traitées avec du 7β-OHC (Figure 48). Ces résultats confirment l'implication de la 

PKC et de la MEK dans les effets délétères du 7β-OHC dans les cellules 158N. 

10.2. Evaluation des effets du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la 

biotine associés ou non au 7β-hydroxycholestérol sur l’activité lactate déhydrogénase 

La mort cellulaire peut se produire selon différents mécanismes : apoptotique, nécrotique (ou 

nécroptotique) ou autophagique. La mort cellulaire par apoptose, appelée aussi mort cellulaire 

programmée, fait intervenir des cascades de transduction des signaux impliquant ainsi des 

caspases et peut aussi se produire par nécrose (nécrose primaire). Le processus nécrotique ou 

nécroptotique est accompagné d’une altération de la membrane plasmique associé à une 

libération du contenu cellulaire dans le milieu extracellulaire y compris le lactate 

déshydrogénase (LDH). Ainsi, la mesure de l’activité de cette enzyme cytosolique, nous 

permet d’évaluer le type de mort cellulaire, en particulier la nécrose primaire et la nécrose 

secondaire (nécrose suite à l’apoptose).  

Il est donc important de déterminer les effets du DMF, du MMF et de la biotine, associés ou 

non au 7β-OHC sur l’activité de la LDH.  

La mesure de l’activité de la LDH a été réalisée dans le milieu de culture des cellules 158N 

traitées avec du DMF (25 µM), du MMF (25 µM) ou de la biotine (10 et 100 nM) en absence 

ou en présence du 7β-OHC (50 µM) pendant 24 h. Les résultats sont obtenus dans la Figure 

59. 
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Une augmentation de l’activité du LDH a été révélée en présence du 7β-OHC. Cette 

augmentation été significativement atténuée lorsque les cellules 158N ont été pré-traiées avec 

du DMF, du MMF et de la biotine 

 

Figure 49 : Effet du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la biotine 

associés ou non au 7β-hydroxycholestérol sur l’activité lactate déhydrogénase.  

Les cellules 158N ont été traitées pendant 24 h en absence ou en présence du 7β-OHC (50 

μM) associées ou non au DMF (25µM), MMF (25µM), de la biotine (10 et 100 nM) ou de l’α-

tocophérol (400 μM) (2 h de prétraitement). L’analyse statistique des données est réalisée par 

le test de Mann whitney. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± écart type (SD) 

de 3 expériences indépendantes. Des différences significatives (P ≤ 0,05) entre le véhicule 

(éthanol (EtOH) 0,6%) et les cellules traitées sont indiquées par *. Des différences 

significatives (P ≤ 0,05) entre les cellules traitées avec du 7β-OHC et les cellules traitées au 

(7β-OHC + DMF (25 µM), (7β-OHC + MMF (25µM), (7β-OHC + biotine (10 nM)), (7β-

OHC + biotine (100 nM)) ou au (7β-OHC + α–tocophérol); sont indiquées par #. Aucune 

différence significative n’est observée entre contrôle et EtOH (0, 6%). 
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10.3. Evaluation des effets du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la 

biotine associés ou non au 7β-hydroxycholestérol sur la fragmentation nucléaire 

La mort cellulaire par apoptose se caractérise par certains changements morphologiques tels 

que la condensation de la chromatine, la rupture de la membrane nucléaire, la fragmentation 

des noyaux et l’apparition de vésicules intracellulaires appelées corps apoptotiques. Afin de 

caractériser le type de mort cellulaire en particulier l’apoptose, les cellules 158N ont été 

prétraitées ou non par le DMF (25 µM), le MMF (25 µM), la biotine (10 et 100 nM) ou l’α-

tocophérol (400 μM) pendant 2 h, en présence ou en absence du 7β-OHC (50 µM). Après 24 

h du traitement une coloration au Hoechst 33342 ou au Giemsa a été réalisée sur les cellules 

en suspension et les noyaux ont été visualisés au microscope à fluorescence. Pour chaque 

échantillon, 300 cellules ont été comptées pour déterminer le pourcentage de cellules 

apoptotiques. Les cellules normales ont des noyaux réguliers et ronds alors que les cellules 

apoptotiques ont des noyaux condensés et / ou fragmentés. Les résultats sont présentés dans la 

Figure 50. 

 

 Figure 50 : Effet du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la biotine 

associés ou non au 7β-hydroxycholestérol sur la morphologie nucléaire. 

La quantification des cellules avec des noyaux apoptotiques a été évaluée après coloration 

avec Giemsa et Hoechst 33342. Les résultats sont présentés en moyenne ± écart type de trois 

expériences différentes. L’analyse statistique des données est réalisée par le test de Mann 

whitney. Des différences significatives (P ≤ 0,05) entre le véhicule (éthanol (EtOH) 0,6%) et 
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les cellules traitées sont indiquées par *. Des différences significatives (P ≤ 0,05) entre les 

cellules traitées avec du 7β-OHC et les cellules traitées au (7β-OHC + DMF (25 µM), (7β-

OHC + MMF (25µM), (7β-OHC + biotine (10 nM)), (7β-OHC + biotine (100 nM)) ou au 

(7β-OHC + α–tocophérol); sont indiquées par #. Aucune différence significative n’est 

observée entre les cellules contrôles et les cellules traitées avec les véhicules (EtOH (0, 6%), 

DMSO (0,05%)). 

Les images des noyaux de cellules traitées avec du DMF, du MMF, de la biotine ou de l’α-

tocophérol ne montrent aucune modification comparativement aux cellules contrôles et aux 

cellules traitées avec les véhicules (EtOH (0,6%), DMSO (0,05%)). Les noyaux ont gardé leur 

forme ronde et circulaire. Cependant, le traitement des cellules 158N avec du 7β-OHC (50 

µM) pendant 24 h, a montré une augmentation significative des cellules apoptotiques, 

caractérisées par des noyaux cellulaires condensés et / ou fragmentés, comparativement aux 

cellules contrôles ou aux cellules traitées avec le véhicule (Ethanol) (Figure 50). Cette 

augmentation a été fortement atténuée en présence du DMF, du MMF, ou de la biotine. Ce 

même effet a été observé en présence de l’α-tocophérol (Figure 50). Ainsi, le DMF, le MMF, 

la biotine et l'α-tocophérol sont capables de s’opposer aux changements morphologiques 

nucléaires induits par le 7β-OHC à savoir la condensation et / ou la fragmentation des noyaux, 

caractéristiques de l’apoptose. 

 10.4. Effet du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la biotine associés 

ou non au 7β- hydroxycholestérol sur l’intégrité lysosomale 

L’acridine orange est une sonde lysosomotropique qui permet de mettre en évidence les 

vésicules acides telles que les lysosomes. C’est un fluorochrome métachromatique lipophile, 

qui permet d’évaluer l’intégrité des lysosomes. Ce dernier émet une fluorescence 

orange/rouge dans des conditions de pH acide, et une fluorescence verte dans les conditions 

de pH neutre. De ce fait, la quantité de fluorescence orange / rouge est proportionnelle à la 

quantité de compartiments acides dans la cellule et donc à la perméabilisation de la membrane 

lysosomale et/ou à la diminution de l’activité des pompes à protons. 

Les cellules 158N ont été traitées pendant 24 h avec du DMF (25 µM), du MMF (25 µM), de 

la biotine (10 et 100 nM) ou de l’α-tocophérol (400 µM) en présence ou en absence du 7β-

OHC (50 µM). A la fin du traitement, une coloration à l’acridine orange est réalisée, les 

cellules sont ensuite analysées par cytométrie en flux. Les résultats sont présentés dans la 

Figure 51.  
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L’analyse par cytométrie n’a révélé aucune différence significative entre les cellules non 

traitées (contrôle) et les cellules traitées avec les véhicules (EtOH (0,6%), DMSO (0,05%)). 

Cependant, une déstabilisation significative des lysosomes des cellules 158N traitées par le 

7β-OHC (50 µM), qui est caractérisée par une augmentation significative des cellules avec 

des lysosomes déstabilisés, a été remarquée par rapport aux cellules traitées avec le véhicule 

(EtOH (0,6%)). Ces effets ont été fortement atténués en présence du DMF (25 µM), du MMF 

(25 µM) et de la biotine (10 et 100 nM). Des effets similaires ont été observés avec l’α-

tocophérol. On note également que le DMF, le MMF et la biotine ainsi que l’α-tocophérol 

s’opposent à la déstabilisation des lysosomes (Figure 51). 

 

Figure 51: Effet du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la biotine 

associés ou non au 7β-hydroxycholestérol sur l’intégrité lysosomale. 

Les cellules 158N ont été traitées en absence ou en présence du DMF (25 µM), MMF (25 

µM) et de la biotine (10 et 100 nM) associé ou non au 7β-OHC (50 µM).  Les résultats sont 

présentés en moyenne ± écart type de trois expériences différentes. L’analyse statistique des 

données est réalisée par le test de Mann whitney. Des différences significatives (P ≤ 0,05) 

entre le véhicule (éthanol (EtOH) 0,6%) et les cellules traitées sont indiquées par *. Des 

différences significatives (P ≤ 0,05) entre les cellules traitées avec du 7β-OHC et les cellules 

traitées au (7β-OHC + DMF (25 µM), (7β-OHC + MMF (25µM), (7β-OHC + biotine (10 
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nM)), (7β-OHC + biotine (100 nM)) ou au (7β-OHC + α–tocophérol); sont indiquées par #. 

Aucune différence significative n’est observée entre les cellules contrôles et les cellules 

traitées avec les véhicules (EtOH (0, 6%), DMSO (0,05%)). 

 

10.5. Effets du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la biotine associés 

ou non au 7β-hydroxycholestérol sur l’apoptose et l’autophagie 

Les caspases jouent un rôle clé dans les phases d’initiation et d’exécution de l’apoptose. La 

caspase-3 est une protéine effectrice dont le clivage est induit lors du processus apoptotique. 

Lorsque la caspase-3 est activée, elle forme des tétramères qui vont cliver certaines protéines 

de la cellule conduisant à une mort cellulaire programmée. Ainsi, l’expression de la caspase-3 

clivée ou pas a été étudiée par western blotting afin d’évaluer un processus apoptotique  

La caspase-3 non clivée (inactive) est une protéine de 35 kDa son clivage donne une bande à 

17 kDa.  

Les cellules 158N ont été prétraitées ou non avec du DMF (25 µM), du MMF (25 µM), de la 

biotine (10 et 100 nM) ou de l’α-tocophérol (400 μM) en absence ou en présence du 7β-OHC 

(50 µM). Les résultats sont présentés dans les Figures 52 et 53. 

Lorsque les cellules sont traitées avec du DMF, du MMF, de la biotine (10 nM) ou de l’α-

tocophérol aucune induction du clivage de la caspase-3 n'a été observée. Par contre, un léger 

effet pro-apoptotique a été observé en présence de la biotine (100 nM) (Figures 52 et 53). 

Par ailleurs, une activation de la caspase-3 (caractéristique de l'apoptose) est clairement 

observée après traitement des cellules 158N avec du 7β-OHC (50 µM). Cette induction du 

clivage de la caspase 3 est fortement atténuée en présence du DMF (25 µM), du MMF (25 

µM) et de la biotine (10 et 100 nM) ou de l’α-tocophérol (400 μM). En effet, en présence du 

7β-OHC (50 µM), le MMF (25 µM) et la biotine (10 nM) se sont avérés plus efficace que le 

DMF et la biotine (100 nM) pour réduire le clivage de la caspase-3 (Figures 52 et 53). 

La protéine LC3 qui a été utilisée comme marqueur de la mort cellulaire par autophagie. Le 

clivage de cette protéine a été mis en évidence par western blot. 

En effet, il existe deux formes de LC3 : la LC3-I dans le cytoplasme qui donne une bande de 

18 kDa et la LC3-II formée suite à un clivage de la LC3-I lorsqu’elle est assosiée au 

phagophore et au phagosome, et elle est de 16 kDa. Le taux de la LC3-II produite est donc 

corrélé à la formation de l’autophagosome et par conséquent à l’implication du processus 
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d’autophagie dans la mort cellaulire. Ainsi le calcul du ratio LC3-II / LC3-I permet d’évaluer 

si l’autophagie est activée ou non. 

Lorsque les cellules 158N ont été traitées avec du 7β-OHC (50 µM) une induction 

d’autophagie a été révélée par une augmentation importante du rapport [LC3-II / LC3-I] 

comparativement aux cellules contrôles (Figures 52 et 53). Cette augmentation est fortement 

atténuée quand le 7β-OHC est associé au DMF (25 µM), au MMF (25 µM), à la biotine (10 et 

100 nM) ou à l’α-tocophérol (utilisé comme contrôle positif).  

Une diminution du ratio [LC3-II / LC3-I] est observée dans les cellules traitées avec (7β-

OHC+ DMF), (7β-OHC+ MMF), (7β-OHC+ Biotine (10 et 100 nM)) ou (7β-OHC+ α-

tocophérol) par rapport aux cellules traitées avec le 7β-OHC (50 µM). Ainsi, lorsque le 7β-

OHC est associé au DMF (25 µM), au MMF (25 µM) ou à l’α-tocophérol, le rapport [LC3-II / 

LC3-I] s’est rapproché à celui détecté dans cellules traitées avec le véhicule (EtOH (0,6%)) 

(Figures 52 et 53). Ainsi, le DMF, le MMF et la biotine sont capables à s’opposer à 

l’apoptose et l’autophagie induites par le 7β-OH sur les cellules 158N.
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Figure 52 : Effet du diméthyle fumarate et du monométhyle fumarate associés ou non 

au 7β-hydroxycholestérol sur certains marqueurs de mort cellulaire  

(Apoptose (caspase-3) et Autophagie (LC3))  

Les cellules 158N ont été traitées pendant 24 h avec du DMF (25 µM) et du MMF (25 µM) 

ou de l’α-tocophérole (400 µM) associées au ou non au 7β-OHC (50 µM). L’apoptose et 

l’autophagie sont caractérisées par western blotting. L’apoptose est évaluée par le clivage 

de la caspase-3 (bande clivée de 17 kDa) et l’autophagie est évaluée par la conversion de 

LC3-I en LC3-II. Les résultats sont présentés en moyenne ± écart type de trois expériences 

différentes. L’analyse statistique des données est réalisée par le test de Mann whitney. Des 

différences significatives (P ≤ 0,05) entre le véhicule (éthanol (EtOH) 0,6%) et les cellules 

traitées sont indiquées par *. Des différences significatives (P ≤ 0,05) entre les cellules 

traitées avec du 7β-OHC et les cellules traitées au (7β-OHC + DMF (25 µM), (7β-OHC + 

MMF (25µM), (7β-OHC + biotine (10 nM)), (7β-OHC + biotine (100 nM)) ou au (7β-

OHC + α–tocophérol); sont indiquées par #.  
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Figure 53 : Effet de la biotine associée ou non au 7β-hydroxycholestérol sur certains 

marqueurs de mort cellulaire (Apoptose (caspase-3) et Autophagie (LC3)). 

 Les cellules 158N ont été traitées pendant 24 h avec de la biotine (10 et 100 nM) ou de 

l’α-tocophérole (400 µM) associées au ou non au 7β-OHC (50 µM). L’apoptose et 

l’autophagie sont caractérisées par western blotting. L’apoptose est évaluée par le clivage 

de la caspase-3 (bande clivée de 17 kDa) et l’autophagie est évaluée par la conversion de 

LC3-I en LC3-II. Les résultats sont présentés en moyenne ± écart type de trois expériences 

différentes. L’analyse statistique des données est réalisée par le test de Mann whitney. Des 

différences significatives (P ≤ 0,05) entre le véhicule (éthanol (EtOH) 0,6%) et les cellules 

traitées sont indiquées par *. Des différences significatives (P ≤ 0,05) entre les cellules 

traitées avec du 7β-OHC et les cellules traitées au (7β-OHC + DMF (25 µM), (7β-OHC + 

MMF (25µM), (7β-OHC + biotine (10 nM)), (7β-OHC + biotine (100 nM)) ou au (7β-

OHC + α–tocophérol); sont indiquées par #.  
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I. Etude clinique préliminaire 

La sclérose en plaques (SEP) constitue un vrai problème de santé public. Mieux comprendre 

cette pathologie, qui affecte surtout les femmes jeunes, étudier les paramètres associés 

directement ou indirectement au développement et/ou à la progression de cette pathologie et 

identifier des nouvelles cibles thérapeutiques dans le but de développer des nouveaux 

traitements et/ou d’optimiser des traitements déjà existants permettant de guérir mais tout au 

moins d’améliorer le plus possible l’état des malades et à défaut de retarder l’évolution de la 

maladie, est une priorité. De même, trouver des biomarqueurs associés à la SEP est primordial 

pour le diagnostic de cette maladie. Dans ce contexte, une étude clinique préliminaire a été 

effectuée sur 20 sujets dont 10 patients atteints de SEP récurrente rémittente (SEP RR) et 10 

patients atteints d’une maladie neurologique autre que la SEP (Témoins). Le plasma et le 

liquide céphalorachidien (LCR) ont servi de matrice biologique pour les dosages biologiques. 

Il existe maintenant de plus en plus de preuves qui suggérent l’importance du stress oxydant 

dans l’initiation et le développement des maladies neurodégénératives notamment la SEP 

(Radi et al., 2014; Lassmann and van Horssen, 2016). Plusieurs études ont fourni des 

arguments en faveur de la relation entre le déséquilibre du statut RedOx et les dommages 

neuronaux associés à la SEP (Lassmann et al., 2012; Zarrouk et al., 2014). En effet, la 

surproduction d'espèces radicalaires et l’oxydation des protéines et des lipides, sont souvent 

les causes des lésions cérébrales observées chez les patients atteints de SEP (Fischer et al., 

2012).  

Nos résultats préliminaires nous ont permis de mettre en évidence une accumulation 

significative du taux de l’hydroxy-acides octodecadenoïques (HODEs), considérés comme 

biomarqueurs de la peroxydation lipidique (Chen et al., 2006), notamment les taux de 9-

hydroxy-octadecadienoate (9-HODE) et de 13-hydroxy-octadecadienoate (13-HODE), qui 

sont les produits d’oxydation de l’acide linoléique (Yoshida and Niki, 2006), chez les 

patients atteints de SEP RR comparativement aux témoins. Cela concorde avec les résultats de 

Håkansson et al., 2018, issus d’une étude menée sur 41 patients attients de la SEP RR et 22 

témoins, qui ont montré une augmentation des taux de 9-HODE et de13-HODE cérébraux 

chez les patients atteints de SEP RR par rapport aux témoins. 

Par ailleurs, l’augmentation du taux de HODE plasmatique chez les patients atteints d’X-ALD 

a été associée à des taux élevés en oxystérols, enssentiellement en 7-hydroxycholestérols 

(Baarine et al., 2011), issus de l’auto-oxydation du cholestérol, en particulier le 7α-

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1098882318300716?via%3Dihub#!
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hydroxycholestérol (7α-OHC), le 7β-hydroxycholestérol (7β-OHC) et le 7-cétocholestérol 

(7KC) (Vejux and Lizard, 2009). En effet, l’accumulation plasmatique et /ou cérébrale des 

oxystérols est une caractéristique biochimique commune à de nombreuses maladies 

neurodégénératives en particulier la SEP (Vejux and Lizard., 2009; Senanayake et al., 

2015; Zarrouk et al.,  2015) 

Nos résultats préliminaires révèlent également une augmentation significative du taux 

plasmatique du 7β-OHC et du 7KC chez les patients atteints de SEP RR comparativement aux 

témoins. Des teneurs cérébrales élevées en 7KC ont été souvent détectées chez les patients 

atteints de SEP.  Leurs accumulations pourraient etre associées à une augmentation du stress 

oxydant et pourraient ainsi induire des lésions neuronales par l’intermédiaire de l’activation 

des microglies au niveau du SNC chez les patients atteints de SEP (Diestel et al., 2003). En 

outre l’étude de Leoni et al., 2005, menée sur 29 patients atteints de SEP et 24 témoins, a 

montré une légère augmentation du taux cérébral du 7 KC et du 7β-OHC chez les patients 

atteints de SEP comparativement aux témoins (Leoni et al., 2005). En revanche, une autre 

étude réalisée par Mukhopodhay et al., 2017, menée sur 221 patients SEP RR et 126 SEP 

progressive (SEP P), n’a montré aucune différence significative du taux du 7KC entre les 

patients SEP RR et les témoins. Cependant, cette étude a mis en évidence une augmentation 

significative du taux du 7KC plasmatique chez les patients atteints de SEP P par rapport à 

ceux atteints de SEP RR et par rapport aux témoins (Mukhopadhyay et al., 2017). 

En outre, nos résultats montrent une augmentation significative du taux plasmatique du 24-

hydroxycholestérol (24S-OHC), qui est le principal métabolite du choléstérol synthétisé via le 

cytochrome P450 (CYP46A1) et considéré comme un marqueur de neurones 

métaboliquement actifs (Leoni & Caccia, 2011), chez les patients atteints de SEP par rapport 

aux témoins. Cette accumulation du taux plasmatique en 24S-OHC pourraient être la 

conséquence d’une altération de la BHE (Saeed et al., 2014). Ceci pourrait être expliqué par 

une démyélinisation aigüe associée à une perte neuronale, puisque cet oxystèrol est produit 

exclusivement dans les neurones. Ces taux plasmatiques anormaux en 24S-OHC suggèrent 

une atrophie cérébrale accompagnée d’une perte neuronale, ce qui pourrait être la 

conséquence d’une anomalie du métabolisme du cholestérol au niveau du SNC (Leoni et al., 

2002). Il est maintenant bien établi que la perturbation du métabolisme du cholestérol cérébral 

est à l’origine de nombreuses maladies neurodégénératives, comme la SEP. Ces résultats 

concordent avec l’étude de Leoni et al., 2002, réalisée sur 118 patients qui a montré une 

augmentation significative du taux plasmatique du 24S-OHC chez tous les patients SEP à 
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différents stades de la maladie avec un taux plus élevé chez les patients les plus jeunes atteints 

de SEP par rapport aux patients SEP âgés (Leoni et al., 2002). A l’opposé, une étude menée 

sur 20 patients de chaque sous-type de SEP, a montré une diminution du taux de 24S-OHC 

chez les patients atteints de SEP de forme progressive primaire ainsi que chez les patients 

âgés atteints de SEP progressive récurrente (Teunissen et al., 2003).  

Par ailleurs, en ce qui concerne les taux de 7α–hydroxycholestérol (7α–OHC) et de 27-

hydoxycholestérol (27-OHC), aucune différence significative n’a été observée entre les 

patients SEP RR et les témoins. Cependant, Mukhopodhay et al., 2017 ont montré une 

augmentation du taux de 7α–OHC chez les patients SEP dans ces deux formes ; récurrente 

rémittente et progressive par rapport aux témoins, et une légère diminution du taux de 27-

OHC chez les patients atteints de la SEP RR alors qu’une diminution plus prononcée a été 

observée chez les patients atteints de SEP P par rapport aux témoins (Mukhopadhyay et al., 

2017). 

L’ensemble de ces résultats suggèrent une relation entre les taux anormaux en oxystérols et la 

survenue de la SEP (dans ses différents stades).  

Etant donné que les oxystérols jouent un rôle important dans le métabolisme du cholestérol 

via l’activation des facteurs de transcription nucléaire notamment celui de la famille des  

SREBP (Sterol Responsive Element Binding Protein), qui active à son tour plusieurs gènes 

impliqués dans la synthèse du cholestérol, des triglycérides, des phospholipides et des acides 

gras (Horton et al., 2002), entraînant ainsi d'importantes modifications du profil lipidique, il 

est donc important de déterminer une éventuelle altération du profil lipidique chez les patients 

atteints de SEP. Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés à étudier le profil de certains 

AG,en particulier les AGTLC, chez les patients atteints de SEP. 

Nos résultats ont montré des modifications du profil des AG chez les patients atteints de SEP 

par rapport aux contrôles, tant au niveau plasmatique que cérébral. Une diminution 

significative du taux d’acide arachidonique (AA) (C20:4 n-9) et d’acide docosahexaénoïque 

(DHA) (C22:6 n-3) a été observée chez les patients atteints de SEP RR par rapport aux 

témoins, ainsi qu’une augmentation significative du taux d’acide docosanoïque (C22:0). Ces 

résultats pourraient suggérer un dysfonctionnement du métabolisme peroxysomal chez les 

patients atteints de SEP, puisque la β-oxydation des AGTLC se passe dans le peroxysome 

(Wanders and Waterham, 2006; lizard et al., 2012), ou bien une altération de l’activité des 

élongases et des désaturases, qui sont des enzymes impliquées dans la biosynthèse des AG 

(Zarrouk et al., 2015). La diminution du taux du DHA peut être aussi due à une déficience 
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de l'enzyme bifonctionnelle (codée par le gène de HSD17B4), qui catalyse la conversion de 

l'acide tétracosahexaénoïque (C24:6 n-3) en DHA. Cet évènement peut réduire la biosynthèse 

du DHA ainsi que le flux de cet AG neuroprotecteur au cerveau (Astarita et al., 2010). Les 

acides gras polyinsaturés (AGPI) en particulier l’AA et le DHA sont très abondants dans le 

cerveau. Ils sont nécessaires pour un bon fonctionnement des cellules neuronales et pour 

maintenir la fluidité des membranes neuronales (De Lau et al., 2005); leurs diminutions 

pourraient donc être impliquées dans le processus de neurodégénérescence et donc dans la 

survenue des maladies neurodégénératives en particulier la SEP (Youdim et al., 2000; De 

Lau et al., 2005). 

Sur la base de cette étude clinique préliminaire, qui a montré un stress oxydant chez les 

patients atteints de SEP, associé à un désordre du métabolisme lipidique traduit par une 

augmentation du taux des oxystérols (notamment le 7β-OHC et le 7KC) ainsi qu’une 

altération du profil des acides gras, une possible altération peroxysomale (diminution de la 

biogénèse et/ou de l’activité de la β-oxydation peroxysomale) est suspectée.  

Il est donc primordial de trouver des molécules ou des traitements capables de s’opposer à 

tous ces effets potentiellement délétères qui peuvent être impliqués directement ou 

indirectement dans l’initiation et/ou dans le développement de la SEP. Dans ce contexte, nous 

avons choisi d’étudier, in vitro, les effets de deux médicaments utilisées dans le traitement de 

la SEP, sur les différents aspects impliqués dans la pathogenèse de la SEP. Nous avons donc 

étudié les effets du diméthyl fumarate (DMF) qui est le principe actif du Tecfidera, un 

traitement de fond de la SEP RR, et de son métabolite le monométhylfumarate (MMF) 

(Werdenberg et al., 2003), ainsi que de la biotine à fortes doses (MD1003), qui est un 

traitement oral de la SEP P (Sedel et al., 2016) .  

II. Etude in vitro 

Le stress oxydant et le dysfonctionnement mitochondrial sont impliqués dans de nombreuses 

maladies neurodégénératives en particulier la SEP (Di Carlo et al., 2012). Ces 

dysfonctionnements sont connus pour amplifier la surproduction des espèces radicalaires 

favorisant ainsi la peroxydation lipidique et donc l’augmentation des taux des oxystérols, en 

particulier le 7KC et le 7β-OHC (Iuliano, 2011; Ragot et al., 2013). Ces oxystérols sont 

souvent associés au dévéloppement de maladies neurodégénératives en particulier la SEP. Des 

taux  élevés en oxystérols ont été identifiés dans le cerveau, le LCR et / ou le plasma des 

patients atteints la SEP (Leoni and Caccia, 2015; Mukhopadhyay et al., 2017), de la MA 
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(Zarrouk et al., 2014) et de l’adrénoleucodystrophie liée au chromosome X (X-ALD) (Nury 

et al., 2017).  

En effet, le 7β-OHC et le 7KC sont connus comme des bons marqueurs du stress oxydant 

(Ziedén et al., 1999). La capacité de ces oxystérols à induire d’importants 

dysfonctionnements cellulaires (en particulier au niveau de la mitochondrie) leurs permetterait 

à contribuer dans l’évolution et l’aggravation des maladies neurodégénératives en particulier 

la SEP (Vejux and Lizard, 2009; Zarrouk et al., 2014; Nury et al., 2015; Nury et al., 

2017). En effet, ils sont impliqués dans le déclenchement du stress oxydant associé à une 

perturbation de l'homéostasie RedOx, le désordre du métabolisme lipidique, l’inflammation, 

le dysfonctionnement mitochondrial et peroxysomal et l’induction de la mort cellulaire qui 

sont les principales caractéristiques des maladies neurodégénératives comme la SEP (Vejux 

and Lizard, 2009; Zarrouk et al., 2014). La mort cellulaire induite par ces oxystérols a été 

définie comme un mode complexe de mort cellulaire impliquant le stress oxydant, l’apoptose 

et l’autophagie, connue sous le terme d’oxyapoptophagie. Ceci a été décrit dans plusieurs 

types cellulaires notamment les cellules oligodendrocytaires murines (158N) traitées avec le 

7KC et le 7β-OHC mais aussi les cellules microgliales BV-2 et les promonocytes humains 

U937 (Nury et al., 2015). 

Choix du modèle cellulaire et des conditions de traitements 

Pour aborder, in vitro, ces différents aspects cités ci-dessus, il est nécessaire de disposer d’un 

modèle cellulaire approprié. 

Dans la SEP, la destruction de la gaine de myéline peut conduire à un ralentissement des 

impulsions nerveuses d’où l’apparition des symptômes de cette pathologie. La myéline est 

formée par la fusion de membranes d'oligodendrocytes qui sont enroulées concentriquement 

autour de l'axone et compactées pour former un revêtement multilamellaire. Chaque 

oligodendrocyte myélinise des segments internodaux de 1 à 20 axones afin d’assurer un bon 

fonctionnement axonal et neuronal (Raymond AS et al., 2004). L‘altération du métabolisme 

cellulaire des oligodendrocytes pourrait être une étape déterminante dans le processus de 

démyélinisation et de neurodégénérescence dans la SEP. Ainsi, nous avons caractérisé une 

lignée d’oligodendrocytes murins (158N) présentant les caractéristiques d’oligodendrocytes 

matures, notamment les marqueurs de différentiation terminale des oligodendrocytes 

impliqués dans la production, la maturation, la stabilisation ainsi que dans la compaction de la 

myéline (CNPase, MBP, PLP, MOG) (Feutz et al., 2001; Ghandour et al., 2002). En effet, 

la CNPase est une enzyme associée aux cellules productrices de la myéline dans le SNC 



Discussion 

191 

(Sprinkle, 1989). La protéolipide (PLP) et la protéine basique de la myéline (MBP), protéines 

majeures de la myéline, sont impliquées dans la stabilisation et la compaction de la myéline 

(de Vries and Hoekstra, 2000). La MOG (myelin oligodendrocyte glycoprotein) est une 

protéine de myéline exprimée tardivement et indique la fin de la maturation oligodendrogliale 

(Scolding et al., 1989). L’expression de ces protèines de myéline montre que cette lignée 

oligodendrocytaire 158N constitue un outil intéressant pour évaluer les effets de certains 

facteurs et molécules tels que les oxystérols sur la prolifération et/ou la mort cellulaire. Le 

stress oxydant, l’activité peroxysomale incluant l’activité catalase, l‘activité de certaines 

enzymes impliquées dans la β-oxydation (Acox1, Mfp-2) et l‘expression des transporteurs 

peroxysomaux (Abcd1 et Abcd3), et l‘activité mitochondriale ont été évalués sur 158N 

(Baarine et al., 2009; Nury et al., 2015; Leoni et al., 2017). Sur cette base, les cellules 158N 

peuvent être considérées comme un modèle cellulaire fiable pour explorer l’impact du stress 

oxydant, des altérations du métabolisme lipidique et du dysfonctionnement des organites 

(mitochondrie, peroxysome et lysosome) sur la dégénérescence oligodendrocytaire. 

Par ailleurs, sur la base de plusieurs travaux, il est bien établi que la perturbation du 

métabolisme du cholestérol est à l’origine de multiples maladies neurodégénératives. Des taux 

accrus en oxystérols, en particulier en 7β-OHC, ont été observés au niveau du plasma et du 

LCR de patients atteints de maladies neurodégénératives (Cheng et al., 2011; Nelson and 

Alkon, 2005). Des taux élevés en 7β-OHC ont été rapportés dans le cortex des patients 

atteints de MA (Testa et al., 2016), ainsi que dans le plasma de patients atteints d’X-ALD 

(Nury et al., 2017), renforçant l'intérêt pour cet oxystérol dans le processus de 

démyélinisation.  

Par ailleurs, comme le 7KC a été trouvé à des niveaux élevés dans le cerveau et le LCR des 

patients atteints de SEP (Leoni et al., 2005), et qu'il peut être converti en 7β-OHC par 

l’enzyme 11β-HSD1 (codée par le gène HSD11B1) (Larsson et al., 2007; Odermatt and 

Klusonova, 2015), on peut supposer que les effets délétères de ces deux oxystérols sont 

étroitement liés, et que le 7β-OHC pourrait contribuer directement ou indirectement (par sa 

conversion en 7KC) à la démyélinisation en induisant des dysfonctionnements au niveau des 

oligodendrocytes ce qui favoriserait le développement de la SEP. De plus, Leoni et al., 2005 

ont montré une légère augmentation du taux cérébral du 7β-OHC chez les patients atteints de 

SEP, comparativement aux témoins (Leoni et al., 2005). Ceci suggère l’implication probable 

de cet oxystérol dans la pathogenèse de la SEP. 
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Des études in vitro sur des oligodendrocytes 158N ont montré que le 7β-OHC déclenche un 

stress oxydant associé à des dysfonctionnements mitochondriaux, signes distinctifs de la 

neurodégénérescence (Ragot et al., 2013; Nury et al., 2015). En se référant aux travaux 

antérieurs menés dans notre laboratoire, et par d‘autres équipes, une gamme de concentration 

du 7β-OHC (allant de 1; 6,25 ; 12,5; 25; 50;100 et 200 µM) a été appliquée sur les cellules 

158N. Cette gamme présente à la fois des concentrations faiblement et moyennement toxiques 

(1; 6,25 ; 12,5 et 25 µM) et des concentrations toxiques (50; 100 et 200 µM). Ainsi la  

concentration du 7β-OHC qui induit une diminution de 50% des cellules MTT positives est 

celle de 50 µM, même concentration utilisée dans le travail réalisé par Ragot et al., 2013. 

Cette concentration semble être élevée par rapport au taux plasmatique et cérébral chez les 

patients SEP (Leoni et al., 2005). Cependant, avec les concentrations utilisées, seule une 

partie de ces oxystérols (10 à 20%) s’accumule dans les cellules ; dans ces conditions, le 

niveau intracellulaire se situe donc dans la marge de concentration en oxystérols trouvée dans 

les cellules de la paroi artérielle chez les patients atteints d’athérome. Pour des raisons 

éthiques, aucune donnée n'est disponible sur le niveau intracellulaire d'oxystérols dans les 

cellules nerveuses. Sur cette base, nous avons calculé les niveaux de 7β-OHC présents dans 

les cellules (traitées avec du 7β-OHC, uniquement). Après 24 heures d'incubation, cela ne 

représente que 1% de la quantité d’oxystérol introduite dans le milieu de culture. À la lumière 

de toutes ces données, la concentration en 7β-OHC la plus appropriée, utilisée sur les cellules 

158N, dans cette étude est celle de 50 µM.  

Les effets cytotoxiques du 7β-hydroxycholestérol sur les oligodendrocytes murins 158N 

Actuellement, il est bien établie que toutes les maladies neurodégénératives ont une 

pathoétiologie similaire impliquant le stress oxydant, les altérations mitochondriales et 

l'inflammation associés à une mort des cellules du système nerveux y compris les 

oligodendrocytes, ce qui pourrait expliquer, au moins en partie, le phénomène de la 

démyélinisation dans la SEP.  

L‘accumulation cérébrale et plasmatique d‘oxystérols est concidérée comme une 

caractéristique biochimique commune de nombreuses maladies neurodégénératives y compris 

la SEP (Zarrouk et al., 2014; Senanayake et al., 2015; Nury et al., 2016). On suppose 

qu‘une meilleure prise en charge de la SEP, passe par une meilleure compréhension et 

identification des cibles des oxystérols, impliqués dans la physiopathologie de la SEP y 

compris le 7 KC et le 7β-OHC, et des voies menant à leurs toxicités.  
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Il est bien établie, sur les cellules 158N, que le 7β-OHC induit une dégénérésence cellulaire 

associée à un stress oxydant et un dysfonctionnement mitochondrial (Vejux and Lizard, 

2009; Ragot et al., 2013; Nury et al., 2015). 

Pour expliquer la part prise par le 7β-OHC dans la pathogenèse de la SEP, des cellules 

oligodendrocytaires murines (158N) ont été mises en présence de cet oxystèrol pendant 24 h.  

La cytotxocité du 7β-OHC sur les cellules 158N a été souvent caractérisée par des 

modifications de la morphologie et/ou du fonctionnement cellulaire (Nury et al., 2015; Ragot 

et al., 2013). En accord avec ces observations, dans le présent travail, et dans les conditions 

du traitement des cellules 158N par le 7β-OHC, une augmentation marquée des cellules 

rondes et flottantes et une diminution des cellules adhérentes ont été mises en évidence, 

suggérant une inhibition de la croissance cellulaire et une perte d'adhésion cellulaire, qui 

pourrait être en partie due à des modifications de la configuration de l'actine (Zahm et al., 

2003). Ces changements ont été associés à une perte d'intégrité membranaire, suggérant une 

altération des constituants de la membrane associée à une mort cellulaire. Ces altérations 

pourraient être expliquées par un déséquilibre du statut RedOx et donc la survenue d’un stress 

oxydant, induit par le 7β-OHC, qui pourrait affecter les différents compartiments et 

constituants cellulaires suite à une oxydation des macromolécules cellulaires (protéines et 

lipides). En faveur de cette hypothèse, nos résultats ont montré que dans les cellules 158N, le 

7β-OHC induit une surproduction des espèces radicalaire de l’oxygène (ERO), à savoir une 

production accru d’anions superoxydes (O2
●
), de peroxydes d’hydrogène (H2O2), et d’O2

●-
 

mitochondrial associée à une augmentation des activités enzymatiques antioxydantes (SOD, 

catalase, GPx). De plus, une accumulation des produits d’oxydation des lipides et des 

protèines ont été révélés suite au traitement des cellules 158N par le 7β-OHC. Nos résultats 

concordent avec ceux trouvés par Zarrouk et al., 2018a. En effet, l’accumulation 

intracellulaire d’O2
●-

pourrait être la conséquence d'une lésion mitochondriale et / ou d’une 

activation de différents isoformes de la NADPH oxydase (Nury et al., 2015); (Chew and 

Watts, 2004). Par ailleurs, la stimulation de l’activité d’enzymes anti-oxydantes tels que le 

GPx, la catalase et la SOD a été considérée comme une réaction cellulaire necessaire pour la 

défense contre les ERO produites par le 7β-OHC, notamment O2
●-

et H2O2. En faveur cette 

hypothèse, Yuan et al. ont montré, dans les macrophages humains exposés au 7KC, une 

augmentation de niveau d’ARNm de MnSOD (Yuan et al., 2000). En effet, la surproduction 

des radicaux libres à savoir les ERO pourrait favoriser l'augmentation de l’activité des 
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enzymes anti-oxydantes suite à une cascade d'événements nécessaires à la réduction du stress 

oxydant.  

En accord avec des études antérieures (Ragot et al., 2013; Nury et al., 2015; Zarrouk et al., 

2018a), la rupture de l'équilibre RedOx, observée suite au traitement des cellules 158N par le 

7β-OHC, est également associée à une augmentation de l'oxydation des lipides et des 

protéines et à une accumulation de leurs produits d’oxydations tels que les malondialdhydes 

(MDA), les diènes conjugués (DC) et les protèines carbonylées (PC). L’ensemble de ces 

résultats suggère que ces produits d’oxydation de lipides et de protèines pourraient être 

concidérés comme des biomarqueurs du stress oxydant dans les maladies neurodégénératives 

associées à des taux élevés en 7β-OHC. 

Au niveau des cellules 158N exposées au 7β-OHC, pareils que lorsqu’elles sont exposées au 

7KC (Leoni et al., 2017), la surproduction d’ERO est associée à une perte de potentiel 

transmembranaire mitochondrial (ΔѰm) et donc à une dépolarisation mitochondriale. Ainsi, 

nous nous sommes intéressés à caractériser les altérations mitochondriales associées au 7β-

OHC. En accord avec des études précédentes, nous avons trouvé que le 7β-OHC est capable 

d’induire des dysfonctionnements mitochondriaux, notamment des altérations 

morphologiques, fonctionnelles et métaboliques (Nury et al., 2015). Cela inclut: une perte de 

l'activité de la succinate déshydrogénase, une perte de ΔΨm, une surproduction d'O2
●-

 au 

niveau de la mitochondrie. Ces résultats sont en accord avec d’autres études menées sur 

différents types cellulaires tels que les cellules neuronales humaines (Ferrera et al., 2008; 

Zarrouk et al., 2015a). Ces événements étaient associés à une augmentation de la masse 

mitochondriale qui pourrait être une conséquence de la perte de ΔΨm. On peut également 

supposer que l'augmentation de la masse mitochondriale pourrait être une conséquence du 

dysfonctionnement des complexes mitochondriaux (Mahad et al., 2009; Witte et al., 2009), 

impliqués dans le processus de démyélinisation (Campbell and Mahad, 2011). Toutefois, 

l’augmentation de la masse mitochondriale suite à l’exposition au 7β-OHC pourrait être aussi 

un outil de protection contre le dysfonctionnement de cet organite. Ceci correspond à une 

réponse adaptative de la mitochondrie pour maintenir des niveaux d'ATP nécessaires pour le 

bon fonctionnement et la survie cellulaire (Gomes and Scorrano, 2011), prévenir la chute de 

ΔѰm et préserver le métabolisme mitochondrial (Zahm et al., 2003). Par ailleurs, il a été 

rapporté qu'une augmentation de la masse mitochondriale est corrélée à  une hyperactivité du 

complexe mitochondrial IV dans les axones de patients atteints de SEP (Mahad et al., 2009; 

Witte et al., 2009). Cette augmentation de la masse mitochondriale déterminée après 
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coloration au MitoTraker-Red, qui est fluorochrome capable de diffuser rapidement et de 

s’accumuler à l’intérieurs des mitochondries métaboliquement actives, pourrait être associée à 

des éventuelles modifications des constituants et des caractéristiques de la membrane 

mitochondriale. Nous avons ainsi cherché à déterminer l’effet du 7β-OHC sur le taux des 

cardiolipines, qui sont des phospholipides mitochondriaux synthétisés et situés dans la 

membrane mitochondriale interne, impliqués dans diverses fonctions mitochondriales, 

notamment la phosphorylation oxydative et la production d'ATP (Zahm et al., 2003; 

Paradies et al., 2014;). Il apparaît que le traitement des cellules 158N avec du 7β-OHC agit 

non seulement en modifiant la morphologie des mitochondries mais aussi la composition 

biochimique et les caractéristiques de leurs membranes internes.  

Nos résultats ont révelés une diminution du taux des cardiolipines suite au traitement des 

cellules 158N par le 7β-OHC. Des résultats similaires ont été observés suite au traitement des 

cellules 158N par le 7KC (Nury et al., 2018). Ceci pourrait être expliqué par i) une 

conversion des cardiolipines en d'autres lipides, ii) une oxydation accrue des cardiolipines, iii) 

une hydrolyse accrue par des phospholipases endogènes, iiii) une diminution de leur synthèse 

de novo résultant d'une altération de la fonction des enzymes impliquées dans leur synthèse ou 

d'une diminution de la biodisponibilité des précurseurs des cardiolipines, qui pourrait refléter 

des modifications structurales biochimiques, bioénergétiques et fonctionnelles au niveau de la 

mitochondrie (Sorice et al., 2004). Ainsi, on peut supposer un relargage de cardiolipines, 

résultants de modifications topographiques des mitochondries, vers la membrane plasmique 

(Sorice et al., 2000; Sorice et al., 2004;). Ces données soulignent le rôle majeur du 7β-OHC 

dans le dysfonctionnement mitochondrial.  

La mitochondrie joue ainsi un rôle principale dans le contrôle de la chaîne respiratoire afin de 

produire de l’énergie sous forme d'ATP via le cycle de Krebs (aussi appelé cycle de l’acide 

tri-carboxylique, TCA), qui est primordial pour de nombreuses fonctions cellulaires incluant 

le métabolisme des glucides, des protéines et des lipides (Pierrel et al., 2007). Nos résultats 

ont montré un dysfonctionnement de cycle de Krebs dans les cellules 158N traitées par le 7β-

OHC, qui est révélé  par une  augmentation du taux du lactate et une diminution du taux de 

pyruvate. Ceci pourrait être expliqué par un défaut du métabolisme des glucides en particulier 

un défaut de la glycolyse ou par une altération des activités des canaux K+ mitochondriaux 

(Bezine et al., 2017). En présence du 7β-OHC, l'accumulation d'acide lactique résultant de la 

conversion du pyruvate afin de régénérer le NAD
+
, est utilisé ultérieurement pour rétablir la 

glycolyse. Puisque le pyruvate est le précurseur de l’acétyl-CoA, la diminution du taux de 
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pyruvate pourrait être à l’origine de l’atération du cycle de Krebs et de la perturbation de 

l'activité des enzymes impliquées dans le cycle de Krebs. En faveur de cette hypothèse, une 

baisse du taux de certains acides organiques impliqués dans l’activité du cycle de Krebs, en 

particulier le citrate, le fumarate, la succinate et le malate, a été démontrée suite au traitement 

des cellules 158N par le 7β-OHC. Ainsi, la perturbation du cycle de Krebs pourrait entraîner 

une altération de la phosphorylation oxydative associée à une perturbation de l’homéostasie 

RedOx, qui sont les principaux causes des dysfonctionnement mitochondriaux ((Mamer et 

al., 2013; Leoni et al., 2017).  

En raison des interactions et des complémentarités métaboliques entre les mitochondries et les 

peroxysomes, qui sont des cibles potentielles pour les oxystérols et qui sont vulnérables au 

stress oxydant (Pascual-Ahuir et al., 2017; Nury et al., 2018), il est donc interréssant 

d’étudier les effets du 7β-OHC sur les peroxysomes, en évaluant l’expression de certains 

marqueurs peroxysomaux tels que les protéines impliquées dans le transport des AGTLC du 

cytosol vers le peroxysome en vue de leur dégradation par la voie de la β-oxydation 

peroxysomale (ABCD1 et ABCD3) et les enzymes assurant la β-oxydation peroxysomale, 

notamment ACOX1 (enzyme qui catalyse la première étape de la β-oxydation peroxysomale) 

et MFP2 (enzyme qui catalyse la deuxième étape de la β-oxydation peroxysomale) (Wanders 

and Waterham, 2006; Kemp et al., 2011), ainsi que les enzymes impliquées dans la 

synthèse de plasmalogènes peroxysomals (DHAPAT et ADHAPS) (Brites et al., 2004; 

Wanders et al., 2016). 

L‘observation des cellules immunomarquées en utilisant des anticorps spécifiques dirigés 

contre ABCD3 a montré une plus faible densité en peroxysomes dans les cellules 158N 

traitées par le 7β-OHC. Cette observation a été confirmée par une analyse par cytométrie en 

flux avec laquelle une augmentation significative du pourcentage des cellules sous-exprimant 

ABCD3 associée à une baisse de l’intensité moyenne de fluorescence (IMF) du marquage 

d‘ABCD3 a été révélée. Etant donnée que ABCD3 est un marqueur de masse peroxysomale 

(Santos et al., 1994), ces résultats confirment une diminution de la masse et/ou du nombre 

des peroxysomes dans les cellules 158N traitées par le 7β-OHC.  

De plus, une diminution de l’expression génique de différents marqueurs peroxysomales 

(ABCD3, ABCD1, ACOX1, MFP2, DHAPAT et l’ADHAPS) a été observée dans les cellules 

158N traitées par le 7β-OHC. Ces résultats souligent l’impact du 7β-OHC sur les différentes 

protéines peroxysomales (transporteurs et enzymes). On peut donc supposer que le 7β-OHC 

est impliqué dans l’altération de nombreuses réactions du métabolisme peroxysomal à savoir, 
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i) l’inhibition de la synthèse de plasmalogènes, qui jouent un rôle dans la dynamique 

membranaire, constituent des éléments structuraux de la myéline, maintiennent l’équilibre 

RedOx et participent au métabolisme des AGPI (Maeba and Ueta, 2003; Brites et al., 2004; 

Kuczynski and Reo, 2006) et ii) l’altération de la voie de la β-oxydation peroxysomale, qui 

pourrait conduire à un défaut de signalisation cellulaire, un désordre dans le métabolisme des 

acides gras mais aussi une perturbation dans l’homéostasie du statut RedOx et par conséquent 

une amplification de la peroxydation lipidique et la carbonylation des protéines. Sur la base de 

ces observations, nous avons ainsi supposé que ces dysfonctionnements peroxisomaux 

pourraient impacter l‘activité mitochondriale dont les altérations sont bien établies dans la 

pathogenèse de la SEP (Witte et al., 2009). En faveur de cette hypothèse, dans les cellules 

158N et les cellules microgliales BV-2, le 7KC induit une baisse du niveau d’expression des 

marqueurs peroxysomaux associée au dysfonctionnement mitochondrial et à l’amplification 

du stress oxydant caractéristiques des maladies neurodégénératives comme la SEP (Baarine 

et al., 2012; Nury et al., 2017; Nury et al., 2018). 

Dans leur ensemble, nos résultats montrent que le 7β-OHC affecte les marqueurs 

peroxysomaux (ABCD3, ABCD1) responsables du transport et de la dégradation des AGTLG 

ainsi que la synthèse de plasmalogènes qui sont impliqués dans de multiples fonctions 

cellulaires. Une déficience ou une altération de ces marqueurs peroxysomaux pourrait être à 

l’origine de nombreux dommages cellulaires contribuant au processus neurodégénératif 

(Aubourg and Wanders, 2013; De Munter et al., 2015). Ces observations sont en faveur 

d‘une implication du métabolisme peroxysomal dans la pathogenèse de la SEP. 

L’observation des modifications ultrastructurales des cellules 158N traitées avec le 7β-OHC, 

réalisées par microscopie électronique à transmission, renforce l'hypothèse selon laquelle le  

7β-OHC induit des altérations mitochondriales et peroxysomales dans les cellules 158N. Dans 

ces conditions, une modification de la morphologie peroxysomale et mitochondriale a été 

observée. En effet, plusieurs peroxysomes et mitochondries de formes irrégulières ont été 

visualisés. Ces abservations soulignent l’impact du 7β-OHC sur les principaux organelles 

cellulaires (peroxysomes et mitochondries) ce qui pourrait expliquer au moins en  parties les 

différents dommages mitrochondriaux et peroxysomaux observés chez les patients de SEP. 

Outre leur rôle dans le métabolisme des AG et dans le contrôle de l’équilibre du stress 

oxydant, les peroxysomes sont impliqués dans la synthèse du cholestérol (Faust and Kovacs, 

2014). De ce fait, l’évaluation de l'impact du 7β-OHC sur le métabolisme du cholestérol, à 
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savoir la quantification de certains précurseurs et dérivés du cholestérol, était un paramètre 

interréssant à aborder. 

Les lipides en particulier le cholestérol, sont indispensables pour un bon fonctionnement du 

cerveau (Diestschy and Turley, 2004). Environ 25% du cholestérol total est présent dans le 

cerveau (Björkhem, 2006) dont 70% se localise dans la gaine de myéline, synthétisée par les 

oligodendrocytes (Morell and Quarles, 1999). Le cholestérol est donc un composant 

structural essentiel de la myéline et joue également un rôle majeur dans la régulation de la 

structure de la myéline en modifiant le ciblage de la protéine de base de la myéline (MBP) et 

du compactage de la myéline (Saher et al., 2009). 

La présente étude montre une diminition significative du taux du cholestérol total ainsi que de 

ses précurseurs, le lathostérol, le lanostérol et le desmostérol dans les cellules 158N traitées 

avec du 7β-OHC, ce qui suggère un défaut de synthèse du cholestérol. Nos résultats sont en 

accord avec d’autres études, effectuées sur différents types cellullaires exposées à différents 

oxystérols cytotoxiques tels que le 24S–OHC et le 7KC, qui ont montré que l'altération de la 

synthèse du cholestérol est associée à un dysfonctionnement mitochondrial entraînant 

différentes formes de mort cellulaire, notamment l'apoptose et la nécroptose (Yamanaka et 

al., 2015; Leoni et al., 2017). Ceci laisse supposer que l'altération de la synthèse du 

cholestérol pourrait contribuer au processus de démyélinisation et à des défauts dans la 

composition, la structure et la qualité de la myéline (Brahmi et al., 2018), caractéristique des 

maladies démyélinisantes, notamment la SEP. Dans cette étude, nous pouvons donc supposer 

qu’un stress oxydant associé à des altérations mitochondriales et peroxysomales induites par 

le 7β-OHC, pourrait expliquer au moins en partie le désordre du métabolisme et de la 

synthèse du cholestérol 

Ainsi, dans les conditions du stress oxydant, le cholestérol peut être oxydé, entraînant la 

formation des dérivés oxydés du cholestérols tels que le 7KC et le 7β-OHC (Iuliano, 2011). 

Néanmoins, en présence du 7β-OHC, une accumulation intracellulaire du 7KC a été révélée, 

témoignant d’une augmentation du stress oxydant et d’une amplification de la peroxydation 

lipidique (Iuliano, 2011). Nos résultats sont en faveur de l'hypothèse selon laquelle 

l'altération de la synthèse du cholestérol conduit à une perturbation de l'homéostasie du 

cholestérol (Dias et al., 2018) qui dans les conditions du stress oxydant, pourrait être associée 

à une augmentation des taux de certains oxystérols. De plus, il a été rapporté que les 

oxystérols peuvent perturber l'homéostasie lipidique par l'activation de facteurs de 

transcription. Ils peuvent agir sur les protéines de liaison aux éléments sensibles aux stérols 
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(SREBP), qui activent à leurs tours plusieurs gènes impliqués dans la synthèse du cholestérol, 

des triglycérides, des phospholipides et des acides gras (Horton et al., 2002), entraînant ainsi 

des modifications du profil lipidique. De plus, les acides gras, composants essentiels des 

phospholipides, jouent un rôle important dans la maintenance de la de la structure et du bon 

fonctionnement de la gaine de myéline (Morell and Quarles, 1999). Il était donc important 

d'évaluer à la fois le profil des acides gras et la teneur en phospholipides tels que les 

sphingomyélines, ainsi que les phosphatidylcholines dans les cellules traitées avec du 7β-

OHC. Dans ces conditions du traitement, une baisse du taux des acides gras saturés en 

particulier l'acide myristique (C14:0), l’acide palmitique (C16:0) et l'acide stéarique (C18: 0), 

qui sont des éléments structuraux des phospholipides membranaires, ainsi qu’une diminution 

du taux de phosphatidylcholine et de sphingomyéline a été observée. Ces données constituent 

un argument suppelémentaire en faveur d'une corrélation entre le dysfonctionnement du cycle 

de Krebs et l’altération de la synthèse des acides gras (Koh et al., 2004). 

 De plus, une accumulation des AGTLC, en particulier l'acide béhénique (C22:0), l'acide 

tétracosanoïque (C24:0) et l'acide cérotique (C26:0), a été également mise en évidence dans 

les cellules 158N traitées avec du 7β-OHC. Ceci suggère un dysfonctionnement peroxysomal 

et un défaut dans la β-oxydation peroxysomale, puisque la dégradation des AGTLC se produit 

dans le peroxysome (Wanders and Waterham, 2006). Ainsi, comme indiqué avec le 7KC, le 

traitement des cellules 158N avec du 7β-OHC induit un dysfonctionnement peroxisomal 

(Nury et al., 2018). Il est à noter qu’un excès en AGTLC peut induire une mort cellulaire 

associée à un dysfonctionnement mitochondrial et à un stress oxydant au niveau des cellules 

nerveuses (Hapala et al., 2011), ce qui pourrait aggraver l'effet cytotoxique du 7β-OHC. 

Conformément à des études antérieures, les taux des acides gras mono-insaturés (AGMI) et 

poly-insaturés (AGPI) ont également été réduits dans les cellules 158N traitées par le 7β-OHC 

(Zarrouk et al., 2018a). Il est également bien établi que les AGMI et les AGPI sont 

indispensables à la fluidité de la membrane neuronale (Simopoulos, 1999; De Lau et al., 

2005) et possèdent des propriétés neuroprotectrices, anti-inflammatoires et antioxydantes 

(Colette et al., 2003; De Lau et al., 2005; Dyall, 2015). Ceci laisse supposer que leurs 

diminutions pourraient être impliquées dans le déclenchement et/ou dans l’exacerbation de la 

dégénérescence (Youdim et al., 2000; De Lau et al., 2005). Il est également important de 

souligner que ces modifications au niveau des acides gras cellulaires pourraient être liées à la 

répression de l'activité de l'ATP-citrate lyase (ACYL), ce qui déclenche une régulation 

négative de l’élongase (ELOVL6) et pourrait donc contribuer à la modification du profil des 
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acides gras (Migita et al., 2014). Dans l’ensemble, les modifications quantitatives des lipides 

(cholestérol, acides gras, et phospholipides), induites par le 7β-OHC, pourraient être 

impliquées dans le processus de démyélinisation, étant donné leurs rôles dans la biogenèse, la 

composition et le fonctionnement de la gaine de myéline. 

Il est donc intéressant d’étudier l’impact du 7β-OHC sur les principales protéines de myéline, 

notamment la PLP et la MBP, qui correspondent respectivement à 50 et 30% des protéines 

totales de la myéline (Baumann and Pham-Dinh, 2001), et qui sont exprimées dans les 

cellules 158N (Baarine et al., 2009). Nos résultats ont montré une augmentation de 

l’expression de PLP et MBP dans les cellules 158N traitées avec du 7β-OHC. Ceci pourrait 

correspondre à une réponse adaptative des oligodendrocytes pour remédier aux effets delètères 

du 7β-OHC. Ceci suggére la capacité des cellules 158N à développer un moyen de lutte et de 

regénération de la myéline après l’action des facteurs nocifs tels que les oxystérols 

cytotoxiques notamment le 7β-OHC. Ces observations laissent supposer l’installation d’un 

processus de remyélinisation après une démyélinisation aigüe, phénomène observé chez les 

patients atteints de SEP RR. 

Sur la base de multiples travaux antérieurs sur différentes lignées cellulaires, il est bien établi 

que le 7β-OHC est un oxystérol fortement cytotoxique, induisant une mort cellulaire 

complexe (Lizard et al., 1999; Nury et al., 2015; Zarrouk et al., 2015a). Nous avons donc 

caractérisé le type de mort cellulaire induite par le 7β-OHC. Nos données montrent que le 7β-

OHC induit une mort cellulaire de type apoptotique impliquant la voie de signalisation 

mitochondriale et l'activation de la caspase-3, et caractérisée morphologiquement par des 

noyaux fragmentés et / ou condensés. Par ailleurs, une implication des lysosomes a été mise 

en évidence, témoignant d’une mort cellulaire par autophagie qui est caractérisée par une 

déstabilisation de la membrane lysosomale et une perturbation de l’intégrité lysosomale ainsi 

que la formation de vésicules autophagiques. Ces données soulignent l’implication du 

dysfonctionnement lysosomal dans la mort cellulaire induite par le 7β-OHC (Malvitte et al., 

2008). Ces dysfonctionnements pourraient ainsi contribuer à des altérations mitochondriales 

(Chwieralski et al., 2006), puisque la déstabilisation de la membrane lysosomale favorise le 

relargage d’enzymes protéolytiques dans le cytoplasme, ce qui contribue à la dépolarisation 

des mitochondries. En outre, une conversion de LC3-I en LC3-II et une augmentation du 

rapport (LC3-II / LC3-I), caractéristique de l'autophagie, ont été également observées, 

montrant que le 7β-OHC induit un mode particulier de mort cellulaire, connue sous le nom 

d’oxyapoptophagie (Nury et al., 2015).  
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Globalement, nos données mettent en évidence le rôle du 7β-OHC dans l’induction du stress 

oxydant, le dysfonctionnement mitochondrial et peroxysomal, l’altération du métabolisme 

cellulaire et l’induction de la mort cellulaire, caractéristiques communes des maladies 

neurodégénératives. De plus, notre étude apporte de nouvelles informations sur la voie de 

signalisation induite par le 7β-OHC. En effet, l’utilisation d’inhibiteurs universels de PKA, 

PLC, PKC et MEK, conforce l'hypothèse d'une activation de la voie de signalisation PKC / 

p38 / MEK dans les cellules 158N traitées par le 7β-OHC (Clarion et al., 2012). Des 

expériences consistant à utiliser des antagonistes et/ou des agonistes spécifiques pour les 

recepteurs du 7β-OHC, n’ont pas été réalisées mais seraient certainement intérressantes pour 

mieux comprendre les voies de signalisation de cet oxystérol. 

Les différents événements associés à l'oxyapoptophagie, révélés à partir des données obtenues 

dans la présente étude et dans des études antérieures, sont résumés dans la Figure 54. 

 

Figure 54 : Schématisation des voies de signalisation associées à l’oxiaptophagie induite 

par le 7β-hydroxycholestérol 

Le schéma présenté résume les données obtenues à partir de différents types de cellules 

(Rothe and Valet, 1990; Wanders and Waterham, 2006; Vejux et al., 2008; Vejux and 

Lizard, 2009; Zarrouk et al., 2014; Nury et al., 2015). Dans les différents types cellulaires 

étudiés, le 7β-OHC a été démontré comme un puissant inducteur de surproduction d'espèces 

réactives de l'oxygène (ERO). Dans les cellules 158N, le 7β-OHC induit une perturbation de 

l'homéostasie RedOx en augmentant la formation de produits de peroxydation lipidique 

(malondialdéhyde (MDA), diènes conjugués (CD)) et protéines carbonylées (PC)) pouvant 



Discussion 

202 

contribuer à la mort cellulaire. Un impact important sur les mitochondries a également été 

observé. Dans les cellules humaines monocytaires THP-1 et U937, une inhibition de 

l'expression de Bcl-2 a également été détectée, ainsi qu'une surexpression des protéines pro-

apoptotiques (Bid, Bax), associée à une libération de cytochrome c et à une activation des 

caspases-9, -8, -3 et -7. Dans les cellules U937, le 7β-OHC induisait également une 

augmentation de la concentration de Ca
2 + 

cytosolique, associée à une diminution de 

l'activation d'Akt et à une libération mitochondriale de diverses protéines telles que le 

cytochrome-c, le facteur inducteur de l'apoptose (AIF) et l'endonucléase G), associé à 

l'activation des caspases-3, -7, -8 et -9, au clivage de Bid et à la dégradation de la poly 

(ADP-ribose) polymérase (PARP). Dans les cellules de glioblastome C6, le 7β-OHC induit 

une apoptose associée à une diminution de la signalisation ERK, une activation transitoire de 

PI3K / Akt, une perte d'activation de GSK3β et une activation de p38. Les données obtenues 

dans la présente étude sur des cellules 158N confirment que l'activation de p38 pourrait être 

déclenchée par la PKC. Sur les cellules U937 ainsi que sur les cellules épithéliales 

pigmentaires rétiniennes humaines (ARPE-19), des corps myéliniques (évoquant une 

réticulophagie) ont été observés. Sur les cellules ARPE-19, un lien entre le lysosome et la 

mort cellulaire a également été établi. Dans les cellules 158N, le mode complexe de mort 

cellulaire induit par le 7β-OHC (oxyapoptophagie) est caractérisé par une déphosphorylation 

de PKB / Akt, une activation de GSK3 et une expression réduite de Bcl-2; ensemble, ces 

événements contribuent à la dépolarisation des mitochondries conduisant à l'activation de la 

caspase-3, à la dégradation de la PARP et à la fragmentation de l'ADN internucléosomal. De 

plus, le 7β-OHC favorise la conversion de LC3-I en LC3-II, critère d'autophagie. 

Globalement, ces données suggèrent que le 7β-OHC est un puissant inducteur de 

l'oxyapoptophagie par l'activation concomitante de plusieurs voies de signalisation 

impliquées dans le stress oxydant, l'apoptose et l'autophagie. 

Effets cytoprotecteurs du diméthyle fumarate, du monométhyle fumarate et de la biotine 

L’ensemble de nos données fournissent des preuves en faveur l’implication du 7β-OHC dans 

le processus neurodégénératif étant donné qu’il induit un déséquilibre du sterss oxydant 

caractérisé par une suproduction des ERO et des produits d’oxydation lipidiques et protéiques, 

ainsi qu’un dysfonctionnement mitochondrial, lysosomal et peroxysomal associé à une mort 

cellulaire (Ragot et al., 2013; Nury et al., 2015). Ces évenements contribuent au processus 

dégénératif observé dans les maladies neurodégénératives comme la SEP (Gonsette et al., 

2008). Il est donc primordial de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques ou 
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d’identifier et/ ou d’optimiser des molécules déjà existantes pour s’opposer aux effets 

délétères du 7β-OHC qui pourrait être impliqué dans le processus dégénératif dans la SEP. A 

l’heure actuelle, plusieurs molécules ont été identifiées pour atténuer et/ou inhiber les activités 

cytotoxiques induites par les oxystérols, en particulier le 7β-OHC. Parmis ces molécules, l'α-

tocophérol est concidérée comme le composé le plus puissant pour s’opposer aux effets 

cytotoxiques du 7β-OHC (Ragot et al., 2013; Nury et al., 2015; Zarrouk et al., 2015a). 

Cependant, cette molécule est utilisée  à des concentrations elevées (200 à 400 µM) pour 

avoir un effet protecteur (Ragot et al., 2013). 

Dans la présente étude, le diméthyle fumarate (DMF) et son principal métabolite, le 

monométhyle fumarate (MMF) ont été choisis pour lutter contre le stress oxydant, les 

dommages mitochondriaux et peroxysomaux et la mort cellulaire induits par le 7β-OHC. Ces 

molécules ont été choisies en raison de leurs capacités à prévenir le stress oxydant par la 

régulation positive des mécanismes anti-oxydants (Fox et al., 2014). Le DMF, commercialisé 

sous le nom de Tecfidera (Biogen), est utilisé pour traiter les patients atteints de SEP-RR.  

Par ailleurs, des résultats encourageants ont été obtenus avec la biotine utilisée chez des 

patients atteints de SEP P (Sedel et al., 2016). Ceci nous a mené à se demander si ce 

coenzyme ubiquitaire est capable d'atténuer les effets nocifs induits par le 7β-OHC. Il est à 

noter que la biotine, actuellement en cours d'évaluation dans le traitement de l'X-ALD et de la 

SEP P (Sedel et al., 2016; Sedel, 2017), joue un rôle crucial dans la chimie du cerveau, la 

synthèse de la myéline et les fonctions mitochondriales (Tong, 2013; Sedel et al., 2015) . 

Etant donné que la biotine est un coenzyme pour cinq carboxylases impliquées dans le cycle 

de Krebs et le métabolisme des acides gras (Tong, 2013), ceci laisse supposer que cette 

molécule pourrait favoriser la formation et/ou la réparation de la myéline dans les 

oligodendrocytes et augmenter la production d'énergie cérébrale (Sedel et al., 2016). Ceci 

serait une stratégie attrayante pour le traitement de la SEP dans sa forme progressive 

(Franklin, 2008). 

Il est donc important d’étudier, sur des cellules 158N traitées avec du 7β-OHC, les effets du 

DMF (25 µM), du MMF (25 µM) et de la biotine (10-100 nM) sur le stress oxydant, les 

dysfonctionnements mitochondriaux et peroxysomaux, l’expression des protèines de myéline 

et la mort cellulaire, qui sont les principaux paramètres impliqués dans le processus de 

démyélinisation. 

Dans les mêmes conditions expérimentales que celles utilisées dans des travaux antérieurs, 

pour évaluer les effets de l'α-tocophérol (200-400 µM) (Ragot et al., 2013; Nury et al., 
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2015), nos résultats montrent que le DMF (25 µM), le MMF (25 µM) et la biotine (10-100 

nM) sont aussi efficaces que l'α-tocophérol pour atténuer des effets cytotoxiques induits par le 

7β-OHC. 

En effet, une atténuation du détachement cellulaire et une préservation de l'intégrité de la 

membrane plasmique ont été observées dans les cellules 158N traitées avec du 7β-OHC (50 

µM), en présence du DMF (25 µM), du MMF (25 µM) ou de la biotine . Ces observations 

suggérent la capacité de ces molécules à réparer les fonctions cellulaires altérées suite au 

traitement avec du 7β-OHC. 

Par aillleurs, il a été démontré que le DMF induit une augmentation des molécules 

antioxydantes telles que le glutathion (GSH), la carnitine et l'acide ascorbique (Huang et al., 

2015). Ces molécules, notamment l'acide ascorbique, sont capables de maintenir l'intégrité de 

la membrane plasmique dans un environnement pro-oxydant en empêchant la péroxydation 

des lipides (Chwieralski et al., 2006). Dans notre étude, la capacité du DMF à augmenter le 

niveau de groupements SH suggère que ce composé pourrait favoriser ce mécanisme de 

protection, par l’activation de la voie Nrf2 (Nguyen et al., 2009). Il est donc intéressant 

d’évaluer la part prise par le DMF et son métabolite majeur, le MMF, dans le maintien de 

l’équilibre RedOx.  

Nos résultats montrent que le DMF et le MMF sont capables d’inhiber la surproduction des 

ERO, d’amplifier les activités enzymatiques antioxydantes (SOD, catalase, GPx), 

d’augmenter le niveau des groupements SH et de réduire les produits de péroxydations 

lipidiques et d'oxydation des protéines. L’ensemble de ces observations souligne la capacité 

du DMF et du MMF à atténuer la cytotoxité induite par le 7β-OHC sur les cellules 158N. 

Ces résultats concordent avec d’autres études effectuées sur des cellules oligodendrocytaires 

humaines (cellules MO3.13), qui ont permis de mettre en évidence la capacité du DMF à 

moduler l’activité des enzymes  antioxydantes et à prévenir la mort cellulaire induite par la 

surproduction du H2O2 (Huang et al., 2015), souligant ainsi le pouvoir anti-oxydant et 

cytoprotecteur du DMF. Ces observations renforcent l’intérêt porté à cette molécule. 

Paralèlellement à ces données, étant donnée que le DMF est capale de réguler l’expression de 

plusieurs enzymes antioxydantes, il pourrait donc intervenir activement dans la régulation de  

l’homestasie RedOx. En accord avec d’autres travaux (Lismont et al., 2015; Suneetha, 

2016), le DMF et le MMF sont capables de contrecarrer la surproduction de O2
●-

 

mitochondrial dans les cellules 158N traitées avec du le 7β-OHC. Ceci suggére le rôle de ces 
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molécules dans le maintien de l’équilibre RedOx mais aussi dans la prévention des lésions 

mitochondriales.  

Une deuxième molécule, la biotine, est aussi efficace que le DMF, le MMF et l’α-tocophérol 

pour contrôler le statut RedOx.  

Sur la base des différentes constatations et hypothèses, il est pertinent d'examiner si la biotine 

est aussi capable de prévenir les modifications cellulaires induites par le 7β-OHC sur les 

cellules 158N. Lorsque la biotine ou l'α-tocophérol ont été ajoutés aux cellules 158N traitées 

par le 7β-OHC, une augmentation significative de l’activité de la GPx et de la SOD ainsi 

qu’une restauration du taux de groupements SH ont été observées. Comparée aux cellules 

traitées avec du 7β-OHC, l’augmentation de l'activité de la CAT a été révélée plus efficace 

dans les cellules traitées avec (7β-OHC + α-tocophérol) que celles traitées avec (7β-OHC + 

biotine (10 et 100 nM)). Ceci suggère que les cibles cellulaires de l'α-tocophérol et de la 

biotine sont différentes. De plus, comme le DMF et le MMF, la biotine était également 

capable de prévenir la surproduction des ERO notamment O2
●-

et H2O2 induites par le 7β-

OHC. De surcroit, la biotine atténue la peroxydation lipidique et la carbonylation des 

protéines d’où une baissse des taux de malondialdhyde, de diènes conjugués, et de protéines 

carbonylées. Ces données concordent avec une autre étude antérieure menée sur des reins de 

souris diabétiques (Aldahmash et al., 2015) ce qui souligne l’effet de la biotine dans la 

régulation du statut RedOx. 

Dans l’ensemble, ces observations mettent en évidence les proporiétés anti-oxydantes et 

cytoprotectrices du DMF, du MMF et de la biotine, qui sont des molécules utilisées dans le 

traitement de la SEP (Aldahmash et al., 2015; Suneetha, 2016). 

Comme la cytotoxicité du 7β-OHC est manifestée par un stress oxydant associé à un 

dysfonctionnement mitochondrial, une molécule protectrice contre ses effets délétères doit 

absolument avoir la capacité à réduire ou à prévenir les altérations mitochondriales induites 

par le 7β-OHC. En effet, nos résultats montrent que le DMF et le MMF ont pu atténuer 

l'augmentation de la masse mitochondriale, qui correspond  à une augmentation du nombre et 

/ ou de la taille de mitochondries, qui est considéré comme un marqueur d’anomalies 

mitochondriales (Zarrouk et al., 2012). Ces données suggèrent que le DMF et le MMF 

pourraient réparer et régénérer les mitochondries endommagées et moduler les 

caractéristiques des membranes mitochondriales, puisque l’augmentation de la masse 

mitochondriale est associée à des modifications des caractéristiques de leurs membranes. Ceci 

pourrait expliquer le rôle du DMF et du MMF, à la fois, dans la suppression des effets 
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toxiques du 7β-OHC mais aussi dans le maintien de la structure et du bon fonctionnement 

mitochondrial (Hayashi et al., 2017). 

Le DMF et le MMF normalisent également les taux de cardiolipines, qui sont des 

phospholipides mitochondriaux, dans les cellules 158N traitées avec du 7β-OHC. En effet, il a 

été rapporté que la perte du contenu en cardiolipines et/ou la modification dans leurs 

compositions sont associées à un dysfonctionnement mitochondrial (Sorice et al., 2004). De 

ce fait, la capacité du DMF et du MMF à restaurer les taux de cadiolipines constitue un 

argument en faveur de la potentialité de ces molécules à prévenir et à rétablir les 

dysfonctionnements mitochondriaux. Ceci nous a mené à poser la question sur le rôle du 

DMF et du MMF au niveau du cycle de Krebs. 

Nos résultats ont montré que le DMF et le MMF induisent une augmentation des taux du 

succinate, malate, fumarate et citrate, qui sont les principaux acides organiques impliqués 

dans le cycle de Krebs, dans les cellules 158N traitées avec du 7β-OHC. Ces observations 

soulignent le rôle du DMF et du MMF dans la régulation du cycle de Krebs et la stimulation 

de l’activité des enzymes mitochondriales, en particulier les enzymes impliquées dans le cycle 

de Krebs (Huang et al., 2015). Dans les mêmes conditions, une augmentation du taux du 

pyruvate et une réduction du taux du lactate ont été observées. Ceci fournit des preuves en 

faveur sur le rôle du DMF et du MMF dans la récupération du métabolisme des glucides et en 

particulier dans la régulation de la glycolyse (Angiari and O’Neill, 2018) 

La biotine pourrait également prévenir les modifications mitochondriales induites par le 7β-

OHC. Cette molécule s’est révélée capable d’atténuer l'augmentation de la masse 

mitochondriale induite par le 7β-OHC et de normaliser les taux de cardiolipines, qui sont 

nécessaires pour le maintien de la stabilité, de la structure et du dynamisme mitochondrial et 

qui sont impliquées dans la bioénergétique mitochondriale (Paradies et al., 2014). Nos 

résultats ont montré également que la biotine est capable de réguler la glycolyse et d'empêcher 

les altérations du cycle de Krebs. Ceci pourrait être expliqué par la fonction principale de la 

biotine en tant que coenzyme de cinq carboxylases, participant à différentes réactions de 

carboxylation impliquées dans plusieurs événements cellulaires tels que le métabolisme du 

glucose, le catabolisme des acides aminés et le métabolisme des acides gras qui sont 

primordiaux pour un bon fonctionnement mitochondrial (Tong, 2013; Sedel et al., 2016). 

En raison de l’interaction entre la mitochondrie et le peroxysome, il était important d’évaluer 

les effets du DMF, du MMF et de la biotine associés ou non au 7β-OHC sur le peroxysome. 

En effet, le peroxysome est un organite impliqué dans une variété de voies métaboliques 
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assurées par différents complexes enzymatiques. L’observation par microcopie à fluorescence 

montre une densité plus élevée de peroxysomes au niveau des cellules traitées avec du DMF 

(25 µM), du MMF (25 µM) et de la biotine (10 et 100 nM) associées ou non au 7β-OHC (50 

µM) comparativement aux cellules traitées avec du 7β-OHC (50 µM). De surcroit, la 

quantification de l’intensité du marquage ABCD3 a révélé une augmentation significative du 

niveau d’expression de ce transporteur peroxysomal dans les cellules traitées avec DMF+,7β-

OHC, MMF +,7β-OHC ou biotine (10 et 100 nM) + 7β-OHC par rapport aux cellules traitées 

avec du 7β-OHC seul.  

Comme ABCD3 est considéré comme un marqueur du peroxysome ceci nous a permis 

d’évaluer la masse de peroxysome par cellule (Gray et al., 2014). Nos résultats revèlent une 

augmentation du nombre de peroxysomes lorsque le 7β-OHC est associé au DMF, au MMF 

ou à la biotine. Ceci suggère une implication probable de ces différentes molécules (DMF, 

MMF, biotine) dans la biogenèse des peroxysomes, ce qui pourrait expliquer au moins en 

partie leurs capacités à atténuer les effets cytotoxiques induits par le 7β-OHC sur les cellules 

158N.  

Nous avons ainsi montré, pour la première fois, que le DMF, le MMF et la biotine sont 

capables d’atténuer les dysfonctionnements peroxysomaux induits par le 7β-OHC. Ces 

molécules se sont révélées capables de réguler les niveaux d’expression d’ARNm des gènes 

impliqués dans la β-oxydation peroxysomale. En effet, en présence du 7β-OHC, le traitement 

des cellules 158N par le DMF, le MMF ou la biotine, a montré une augmentation de 

l’expression d’ARNm des transporteurs peroxysomaux (ABCD1 et ABCD3) et de 

l’expression génique de MFP2, enzyme impliquée dans la β-oxydation peroxysomale, ce qui 

suggère l’implication de ces molécules (DMF, MMF, biotine) dans la régulation du 

métabolisme peroxysomal mais aussi dans le rétablissement du profil des acides gras à très 

longue chaîne, puisque la β-oxydation de ces ces derniers a lieu dans le peroxysome. 

De plus, l’expression d’ARNm de DHAPAT, enzyme impliquée dans la biogenèse des 

plasmalogènes, a été augmentée dans les cellules traitées avec la biotine 100 nM en présence 

du 7β-OHC, mais pas avec la biotine 10 nM. En revanche, le niveau d’ARNm de ADHAPS, 

enzyme impliquée également dans la biogenèse de plasmalogène, n’a pas été modifié lorsque 

le 7β-OHC est associé à la biotine (10 nM et 100 nM), ce qui illustre un effet sélectif de la 

biotine. L’ensemble de ces observations fournit des preuves en faveur des effets 

cytoprotecteurs du DMF, du MMF et de la biotine vis-à-vis du 7β-OHC. 
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Il est bien connu que la gaîne de myéline est composée d'environ 70-80% de lipides (Morell 

and Quarles, 1999). La synthèse et l'incorporation de phospholipides, de sphingolipides et de 

cholestérol est essentielles à sa structure, son développement et ses fonctions.  

Ainsi, sur la base des résultats obtenus soulignant les effets cytoprotecteurs du DMF, du 

MMF et de la biotine, nous pouvons donc supposer que ces molécules pourraient réguler la 

synthèse et le métablisme des lipides, composants majeurs de la gaîne de myéline. Nos 

résultats ont montré que le DMF et le MMF peuvent rétablir la synthèse du cholestérol en 

restaurant le contenu de ses précurseurs. La formation de dérivés oxydés du cholestérol en 

particulier le 7KC, résultant principalement de l'auto-oxydation du cholestérol, a également 

été réduite en présence du DMF et du MMF. Il est également intéressant de noter que la 

biotine neutralise les modifications induites par le 7β-OHC au niveau de certains précurseurs 

du cholestérol et atténue également l'augmentation du 7KC. Ces données fournissent des 

preuves en faveur de la capacité du DMF, du MMF et de la biotine à prévenir le stress 

oxydant ainsi que la peroxydation lipidique induite par le 7β-OHC. Cependant, ces molécules 

n'ont pas pu empêcher l'accumulation intracellulaire du 7β-OHC, bien que l’interconversion 

du 7KC en 7β-OHC soit exclue, car l'enzyme 11β-HSD1 n'a pas été détectable dans les 

cellules 158N. Il existe deux explications rationnelles pour expliquer ce phénomène, 

cependant aucune expérience n'a été entreprise pour le moment. En effet, il est bien connu que 

le 7β-OHC favorise la phospholipidose ; les vésicules correspondantes de la phospholipidose 

(évoquant une réticulophagie) sont connues pour accumuler des oxystérols. Par conséquent, 

on peut supposer que le DMF, le MMF et la biotine favoriseraient la formation de vésicules 

de phospholipidose (également appelées figures myéliniques) qui favoriseraient 

l’accumulation du 7β-OHC dans le cytoplasme. De ce fait, lorsque le 7β-OHC est présent 

dans ces vésicules, il est séquestré et non cytotoxique, car la principale caractéristique des 

vésicules de phospholipidose est d’accumuler des composés cytotoxiques tels que les 

oxystérols afin d’empêcher leurs effets cytotoxiques. En outre, il est connu que les oxystérols 

cytotoxiques ne perdent leurs toxicités que lorsqu'ils sont estérifiés (Tabas, 2002). Ainsi, on 

peut supposer que le DMF, le MMF et la biotine pourraient être impliqués dans 

l’augmentation de l'estérification du 7β-OHC.  

Par ailleurs, Il est intéressant de noter que le DMF, le MMF et la biotine sont capables de 

normaliser le niveau des acides gras saturés en augmentant la quantité d’acides gras saturés à 

longues ou à moyennes chaînes (AGS; C <22) et en réduisant la quantité d’acides gras saturés 

à très longue chaîne (AGSTLC; C≥22). Ces observations supportent l’hypothèse que ces 
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molécules (DMF, MMF, biotine) sont impliquées dans  le maintien la structure et la 

réparation de l’activité des mitochondries mais aussi des peroxysomes (Schrader and 

Fahimi, 2008). En plus, en présence du 7β-OHC, la biotine favorise l'augmentation des taux 

des AGMI et des AGPI qui possèdent des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et 

neuroprotectrices (Morishima et al., 2001; Colette et al., 2003). Ainsi, la biotine induit une 

augmentation des taux d'acide arachidonique (AA), d'acide eicosapentaénoïque (EPA) et 

d'acide docosahexaénoïque (DHA), qui sont des puissants modulateurs de la fluidité 

membranaire et promoteurs de différents mécanismes cellulaires liés au stress oxydant, à 

l'apoptose et à l'inflammation (Young and Conquer, 2005; Bousquet et al., 2011). Ces 

données mettent en évidence la biotine en tant qu’une molécule possédant des popriétés 

antioxydantes, anti-inflammatoires et neuroprotectrices, ce qui suggère sa capacité à moduler 

la fluidité membranaire et l'activité neuronale.  

Par ailleurs, comme le DHA est un substrat de la β-oxydation peroxysomale, l’augmentation 

du taux du DHA en présence de la biotine dans les cellules traitées avec du 7β-OHC pourrait 

être expliqué par un rétablissement du métabolisme peroxysomal (Lizard et al., 2012). 

L’ensemble de ces résultats montre que la biotine non seulement participe à la biosynthèse 

des acides gras, mais contribue également à la prévention de l'altération de leur métabolisme. 

Ceci constitue un argument en faveur des propriétés de la biotine en tant que régulateur du 

métabolisme des acides gras et souligne sa capacité à maintenir la composition de la myéline 

dans le cas d’un stress oxydant généré par l’exposition des oligodendrocytes à des agents 

toxiques tels que le 7β-OHC. Ainsi, la biotine régule les altérations quantitatives et 

qualitiatives des lipides (cholestérol, précurseurs du cholestérol et acides gras) qui sont 

impliqués dans le maintien de la structure, la biogenèse et / ou la composition de la myéline. 

Ces résultats suggèrent que la biotine joue un rôle strucutural et fonctionel au niveau de la 

gaine de myéline.  

Outre leurs capacités à attinuer les altérations de synthèse et du métabolisme des acides gras 

dans les cellules 158N traitées avec du 7β-OHC, le DMF et le MMF sont capables de 

restaurer les taux de sphingomyéline et phospholipides (phosphatidylcholine), principaux 

composants de la myéline (Morell and Quarles, 1999). Alors que le rapport molaire du 

cholestérol, des phospholipides et des glycosphingolipides dans la plupart des membranes est 

de l'ordre de 25%: 65% : 10%, respectivement, il est de 40% : 40% : 20% dans la myéline 

(O'Brien, 1965). Ceci suggére le rôle de ces molécules (DMF, MMF, biotine) dans la 

protection de la myéline en condition de stress.  
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Étant donné que la myéline est un complexe lipoprotéique (Morell and Quarles, 1999), il 

était aussi intéressant d’évaluer les effets du DMF, du MMF et de la biotine sur les protéines 

majeures de la myéline à savoir PLP et MBP qui représentent respectivement 50% et 30% des 

protéines de myéline (Baumann and Pham-Dinh, 2001).  

Dans ce contexte, nos résultats montrent que l'expression accrue de la PLP observée dans les 

cellules 158N traitées avec du 7β-OHC a été normalisée avec le MMF. En plus l'augmentation 

de l'expression de la MBP observée avec le 7β-OHC a été légèrement atténuée par le DMF et 

le MMF. Par ailleurs, une légère augmentation de l’expression de PLP et MBP a été mise en 

évidence avec la biotine dans les cellules 158N traitées avec du 7β-OHC. Ceci suggère que 

ces molécules (DMF, MMF, biotine) peuvent moduler l’expression de protéines de myéline 

en condition du stress. Ces observations confortent l’hypothèse de l’implication du DMF, du 

MMF et de la biotine dans le contôle de la structure et du fonctionnement de la myéline en cas 

du stress.  

Le DMF, le MMF et la biotine sont également capables de contrecarrer l'apoptose et 

l'autophagie induites par le 7β-OHC sur les cellules 158N: En effet, en présence de ces 

molécules (DMF, MMF, biotine), le pourcentage des cellules avec des noyaux condensés 

et/ou fragmentés a été significativement réduit, le taux du LDH a été normalisé suggèrant la 

capacité de ces molécules à prévenir la mort cellulaire de type oxyapoptophagie. Le 

pourcentage de cellules avec des lysosomes déstabilisés a été significativement réduit. En 

plus, le clivage de la caspase 3 et l'activation de LC3-I en LC3-II, qui sont des critéres de mort 

cellulaire par apoptose et autophagie, respectivement, ont été fortement atténués. Il convient 

de noter, que les effets cyto-protecteurs du DMF, du MMF et de la biotine sont similaires à 

ceux de l’α-tocophérol qui est utilisé comme témoin positif de cytoprotection et qui concidéré 

comme la molécule la plus efficace pour s’opposer aux effets toxiques du 7β-OHC (Ragot et 

al., 2013; Nury et al., 2015).  

Globalement, nos résultats montrent la capacité du DMF, du MMF et de la biotine à activer 

les mécanismes de réparation cellulaire qui contribuent à prévenir l’oxyapoptophagie  induite 

par le 7β-OHC. Ceci suggère que ces molécules ont la capacité à s’opposer au processus de 

neurodégénérésence observé dans des maladies comme la SEP. 

La Figure 55 résume les effets cytoprotecteurs du DMF, du MMF et de la biotine sur les 

différents paramètres associés à la mort cellulaire. 
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Figure 55 : Effets cytoprotecteurs du diméthyle fumarate, du monométyle fumarate et 

de la biotine contre les effets toxiques du 7β-hydroxycholestérol sur des cellules 

oligodendrocytaires murines (cellules 158N) 

Le DMF, le MMF et la biotine atténuent les altérations iduites par le 7β-OHC à savoir: 

l’induction du stress oxydant, le dysfonctionnement des organites cellulaires (mitochondrie, 

peroxysome), les altérations du métabolisme lipidique (acides gras, cholestérols, 

phospholipides), l’augmentation de l’expression des protèines de myéline et l’induction d’une 

mort celluaire par apoptose et autophagie (oxyapoptophagie). Il est à noter que ces différents 

effets indésirables sont souvent observés dans les maladies neurodégénératives comme la 

sclérose en plaques. Ces résultats renforcent l’intérêt de ces différentes molécules (DMF, 

MMF, biotine) pour traiter les malades atteints de sclérose en plaques.
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Il est maintenant bien établi qu’une dérégulation de l’homéostasie du cholestérol est un 

facteur de risque majeur dans de nombreuses maladies neurodégénératives. En effet, il existe 

maintenant de plus en plus des preuves qui soulignent le rôle des oxystérols, produits 

d’oxydation du cholestérol, dans le développement mais aussi dans l’évolution des maladies 

neurodégénératives dont la sclérose en plaques (SEP) (Leoni et al., 2002; Kreilaus et al., 

2016). Cependant, peu d’informations sont disponibles sur la relation entre l’accumulation des 

oxystérols et les mécanismes cellulaires impliqués dans leurs toxicités ainsi que sur leurs 

impacts sur la démyélinisation et le développement de la neurodégénérésence. 

Dans une première partie, une étude clinique préliminaire a été réalisée sur 20 sujets dont 10 

patients atteints de SEP RR et 10 sujets contrôles. Ainsi, nous nous sommes intéressés à 

identifier des biomarqueurs lipidiques notamment des oxystérols et des acides gras ainsi que 

des biomarqueurs de stress oxydant. Dans une deuxième partie, une étude in vitro a été 

réalisée sur un modèle d’oligodendrocyte murin présentant des caractéristiques 

d’oligodendrocyte mature (Baarine et al., 2009), les cellules  158N. Nous avons 

essentiellement centré notre étude sur l’impact du 7β-hydroxycholestérol (7β-OHC), sur les 

différents mécanismes qui pourraient être associés directement ou indirectement à la 

pathogenèse de la SEP. Ensuite, nous avons évalué les activités biologiques de trois 

molécules, le diméthyle fumarate (DMF) et son métabolite majeur le monométhyle fumarate 

(MMF), et la biotine, utilisées dans le traitement de la SEP, pour s’opposer aux effets 

cytotoxiques du 7β-OHC. 

Nos résultats cliniques préliminaires ont permis de mettre en évidence certains paramètres 

associés à la SEP. En effet, nous avons montré une augmentation du taux de HODE dans le 

plasma et le LCR des patients atteints de SEP associée à une augmentation de la peroxydation 

lipidique via une augmentation des taux plasmatiques des oxystérols en particulier, le 7-

cétocholestérol (7KC) et le 7β-OHC chez des patients SEP RR, ce qui renforce l’hypothèse 

d’une rupture de l’équilibre RedOx et d’une surproduction des ERO chez ces malades. Par 

ailleurs, nous avons constaté une diminution du taux plasmatique et cérébral d’acide 

arachidonique (AA) et l’acide docosahexaénoïque (DHA) chez les patients SEP RR reflétant 

une altération du métabolisme des acides gras, qui pourrait être due au moins en partie aux 

altérations peroxysomales puisque le DHA est un substrat de la β-oxydation peroxysomale. 

Ces différentes observations ont été développées plus spécifiquement dans le cadre d’une 

étude in vitro. Ainsi, le 7β-OHC, trouvé à des taux élevés chez les sujets SEP, a été utilisé 

pour mimer un environnement pro-oxydant afin d’approfondir la compréhension des 

mécanismes cellulaires et/ou moléculaires impliqués dans le processus de la démyélinisation 



Conclusion et perspectives 

214 

et dans le développement de la SEP. Les effets de nouvelles molécules préconisées pour le 

traitement de la SEP, à savoir le DMF, le MMF et la biotine sur les différents paramètres 

associés à la démyélinisation dans la SEP, ont été caractérisés. Aussi, notre étude a été 

focalisée sur des marqueurs du stress oxydant, du métabolisme mitochondrial et 

peroxysomale, du métabolisme lipidique et de la mort cellulaire. 

Nos résultats montrent que le 7β-OHC déclenche un mode complexe de mort cellulaire par 

apoptose et autophagie associé à un stress oxydant et un dysfonctionnement mitochondrial, 

défini par le terme « oxyapoptophagie ». Nous avons ainsi montré que le 7β-OHC induit des 

modifications structurales des cellules 158N associées à une inhibition de la croissance 

cellulaire et à une perte d’adhésion cellulaire. Le 7β-OHC induit aussi une rupture de 

l’équilibre RedOx caractérisée par une surproduction des ERO, une activité accrue des 

principales enzymes anti-oxydantes incluant la superoxyde dismutase (SOD), la catalase 

(CAT) et la glutathion peroxydase (GPx), une amplification de l'oxydation des 

macromolécules notamment les lipides et les protéines. Par ailleurs, le 7β-OHC déclenche des 

dysfonctionnements mitochondriaux importants : diminution de potentiel transmembranaire 

mitochondrial (ΔΨm), augmentation de la masse mitochondriale, diminution de la teneur en 

cardiolipines et altération du cycle du TCA. 

De plus, la lipotoxicité du 7β-OHC affecte l’expression de marqueurs peroxysomaux 

(ABCD1, ABCD3, ACOX1, MFP2, DHAPT et ADHAPS) et modifie le métabolisme du 

cholestérol et des acides gras en augmentant le taux des acides gras saturés et en diminuant le 

taux des acides gras mono- et poly-insaturés. Le 7β-OHC induit aussi une altération de 

l’expression de protéines de myéline (PLP, MBP) ce qui pourrait expliquer la 

démyélinisation.  

Das leur ensemble, nos résultats montrent que le DMF, le MMF et la biotine atténuent le 

stress oxydant, le dysfonctionnement mitochondrial et peroxysomal, l'altération du 

métabolisme lipidique et la mort cellulaire, induits par le 7β-OHC, considérées comme des 

caractéristiques des maladies neurodégénératives, incluant la SEP. 

Ainsi, avec la présente étude, trois nouvelles molécules, DMF, MMF et biotine, s’ajoutent à la 

liste peu nombreuse des molécules déjà identifiées comme cytoprotectrices vis-à-vis du 7β-

OHC : α-tocophérol et DHA (C22: 6 n-3) (Nury et al., 2015).  

Comme le 7β-OHC est associé à la neurodégénérescence, l'aptitude du DMF, du MMF et de 

la biotine à contrecarrer la toxicité de cet oxystérol renforce l'intérêt de ces molécules pour le 

traitement des maladies neurodégénératives incluant la SEP, ainsi que d'autres maladies 
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associées à une augmentation du taux de 7β-OHC ((Vejux and Lizard, 2009; Zarrouk et al., 

2014). 

Compte tenu des résultats obtenus, ces travaux ouvrent des nouvelles perspectives à différents 

niveaux. Il serait donc intéressant de: 

 

 Identifier des biomarqueurs sanguins de la SEP chez des patients recevant un 

traitement (DMF, MMF, biotine) afin d’évaluer l’efficacité des molécules utilisées et 

leurs impacts sur le profil lipidique, le statut inflammatoire et oxydant. 

 Déterminer le mécanisme d’action du 7β-OHC ainsi que du DMF, MMF et biotine en 

identifiant des récepteurs potentiels médiant leurs effets et les voies de signalisations 

impliquées. 

 Evaluer l’efficacité de ces médicaments (DMF, MMF et biotine) sur d’autres lignées 

cellulaires, notamment les cellules microgliales, les cellules neuronales en utilisnat 

éventuellement des cultures organotypiques, des cocultures, des approches « Lab on 

Chip » ou des organoïdes. 
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Structure du cholestérol, du 7β-hydroxycholestérol, du diméthyle fumarate, 

du monométhyle fumarate et de la biotine 
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Structure du monométhyle fumarate  

 

 

Structure de la biotine 
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A B S T R A C T

Oxidative stress and mitochondrial dysfunction contribute to the pathogenesis of neurodegenerative diseases and
favor lipid peroxidation, leading to increased levels of 7β-hydroxycholesterol (7β-OHC) which induces oxia-
poptophagy (OXIdative stress, APOPTOsis, autoPHAGY). The cytoprotective effects of dimethylfumarate (DMF),
used in the treatment of relapsing remitting multiple sclerosis and of monomethylfumarate (MMF), its main
metabolite, were evaluated on murine oligodendrocytes 158 N exposed to 7β-OHC (50 μM, 24 h) with or without
DMF or MMF (25 μM). The activity of 7β-OHC in the presence or absence DMF or MMF was evaluated on several
parameters: cell adhesion; plasma membrane integrity measured with propidium iodide (PI), trypan blue and
fluoresceine diacetate (FDA) assays; LDH activity; antioxidant enzyme activities (superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx)); generation of lipid peroxidation products (malondialdehyde
(MDA), conjugated dienes (CDs)) and protein oxidation products (carbonylated proteins (CPs)); reactive oxygen
species (ROS) overproduction conducted with DHE and DHR123. The effect on mitochondria was determined
with complementary criteria: measurement of succinate dehydrogenase activity, evaluation of mitochondrial
potential (ΔΨm) and mitochondrial superoxide anions (O2●−) production using DiOC6(3) and MitoSOX, re-
spectively; quantification of mitochondrial mass with Mitotracker Red, and of cardiolipins and organic acids.
The effects on mitochondrial and peroxisomal ultrastructure were determined by transmission electron micro-
scopy. Intracellular sterol and fatty acid profiles were determined. Apoptosis and autophagy were characterized
by staining with Hoechst 33,342, Giemsa and acridine orange, and with antibodies raised against caspase-3 and
LC3. DMF and MMF attenuate 7β-OHC-induced cytotoxicity: cell growth inhibition; decreased cell viability;
mitochondrial dysfunction (decrease of succinate dehydrogenase activity, loss of ΔΨm, increase of mitochon-
drial O2●− production, alteration of the tricarboxilic acid (TCA) cycle, and cardiolipins content); oxidative stress
induction (ROS overproduction, alteration of GPx, CAT, and SOD activities, increased levels of MDA, CDs, and
CPs); changes in fatty acid and cholesterol metabolism; and cell death induction (caspase-3 cleavage, activation
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of LC3-I in LC3-II). Ultrastructural alterations of mitochondria and peroxisomes were prevented. These results
demonstrate that DMF and MMF prevent major dysfunctions associated with neurodegenerative diseases: oxi-
dative stress, mitochondrial dysfunction, apoptosis and autophagy.

1. Introduction

Oxidative stress is characterized by an imbalance between excessive
production of reactive oxygen species (ROS) and the capacity of anti-
oxidant defenses to attenuate damage caused by free radicals [1] Oxi-
dative stress is amplified in a variety of neurodegenerative, chronic
inflammatory, vascular and neurodegenerative diseases. Thus, several
studies have carefully characterized the relationships between oxida-
tive stress and demyelinating and non demyelinating neurodegenera-
tive diseases [2,3]. Oxidative injury can be involved in brain lesions via
the induction of protein and lipid oxidation [4], or mitochondrial
dysfunction [5]. In the presence of oxidative stress, the high content of
cholesterol in the brain makes it vulnerable to oxidation, which favors
the generation of deleterious compounds, named oxysterols (cholesterol
oxide products), in the central nerve system (CNS) [6]. Some of these
oxysterols (mainly those oxidized on C7, such as 7-ketocholesterol
(7KC) and 7β-hydroxycholesterol (7β-OHC), mostly generated by the
autoxidation of cholesterol [7]) are known to amplify oxidative stress
and mitochondrial damage which contributes to cell death [8]. In hu-
mans, 7KC and 7β-OHC levels were increased in the plasma, cere-
brospinal fluid (CSF) or postmortem brain tissues of patients with
neurodegenerative diseases, including multiple sclerosis (MS) [9],
Parkinson’s disease [10], Huntington’s disease [11] or Alzheimer's
disease (AD) [12]. Aβ peptide, a toxic peptide characteristic of AD, was
shown to participate in the production of 7β-OHC [13]. It is also known
that 7KC can be converted to 7β-OHC [14] by 11β-hydroxyxteroid
dehydrogenase type 1 (11β–HSD1) [15]. In humans, the 11β–HSD1 is
also able to catalyse the conversion of 7β-OHC into 7KC [14]. As 7β-
OHC can be formed from 7KC and vice versa, the deleterious effects of
both are closely related. It is therefore important to consider the ac-
tivities of 7KC and 7β-OHC since these two cytotoxic oxysterols are
involved in neurodegeneration [3]. Currently, it has been demonstrated
in different cell types from various species [16–19], that 7β-OHC in-
duces a more or less pronounced apoptotic mode of cell death asso-
ciated with oxidative stress. Later, a complex cell death process defined
as oxiapoptophagy ((OXIdative stress, APOPTOsis, autoPHAGY)) was
described on microglial cells and oligodendrocytes [8,20]. This parti-
cular type of cell death involving oxidative stress, mitochondrial dys-
function, and induction of apoptosis and autophagy, which are hall-
marks of neurodegenerative diseases, was observed in 7β-OHC-treated
murine oligodendrocytes 158 N [8]. The cellular model used in the
present study (murine oligodendrocytes 158 N treated with 7β-OHC) is
therefore an interesting tool for identifying molecules targeting major
cell alterations (oxidative stress and mitochondrial dysfunction leading
to cell death) associated with demyelination, since oligodendrocytes are
myelin synthesizing cells.
To prevent demyelination, different molecules have been tested for

their neuroprotective capacities such as dimethyl fumarate (DMF), the
active component of Tecfidera (Biogen) also named BG-12 [21]. DMF is
a fumaric acid ester which has immunomodulatory, anti-inflammatory,
and antioxidant proprieties [22–24]. This small drug has been approved
as an oral therapeutic agent for the treatment of patients with relapsing-
remitting MS [25,26]. Many studies have provided that the pharma-
cological effect of DMF is due to its bioactive metabolite, monomethyl
fumarate (MMF) [21,27]. This metabolite has beneficial effects on
neuroinflammation, neurodegeneration and oxidative stress [23,28]. It
is supposed that DMF and MMF act by the activation of Nrf2 (nuclear
factor E2-related factor2) pathway, through the induction of anti-
oxidant protein expression [22]. Under physiological conditions, Nrf2 is
sequestered in the cytoplasm through its interaction with the repressor

protein ‘kelch-like ECH-associated protein 1′ (Keap1). Treatment with
compounds, like DMF, results in the conformational modifications of
cysteine residues on Keap1 [28], which allows activation and nuclear
translocation of Nrf2 to promote protective genes such as heme-oxy-
genase-1 [22] and NADPH-quinone oxidoreductase-1 [28].
In the present study, we evaluated the cytoprotective effects of DMF

and MMF on 7β-OHC-treated murine oligodendrocytes 158 N. We asked
whether DMF and MMF were able to prevent or reduce 7β-OHC-in-
duced cytotoxicity (oxidative stress, mitochondrial dysfunction, mod-
ification of lipid profile, apoptosis and autophagy) accompanying de-
myelination in MS. In addition, as 158 N cells express major myelin
proteins, proteolipid protein (PLP) and myelin basic protein (MBP)
[29], which are major compounds of myelin (a proteolipidic complex
which wraps around the axons and is essential for the transmission of
nerve impulse) [30], the effects of 7β-OHC in the presence or absence
DMF and MMF on PLP and MBP expression were also evaluated.

2. Material and methods

2.1. Cell culture and treatments

Murine oligodendrocyte cells (158 N) [29] were cultured in Dul-
becco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Lonza, Amboise, France)
containing 5% (v/v) heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) (Dut-
scher, Brumath, France) and 1% antibiotics (penicillin, streptomycin)
(Dutscher). Cells were incubated in a humidified atmosphere (5% CO2,
95% air) at 37 °C and passaged twice a week.
The stock solutions of 7β-hydroxycholesterol (7β-OHC) (Sigma-

Aldrich, St Quentin Fallavier, France) was prepared at 800 μg/mL
(2mM) as previously described [19] and stored at 4 °C. Dimethyl fu-
marate (DMF) (ref: 242926, Sigma-Aldrich) and monomethyl fumarate
(MMF) (ref: 651,419; Sigma-Aldrich) stock solutions, were prepared at
50mM in DMSO (Sigma-Aldrich). α-Tocopherol (the major component
of Vitamin E; ref: T3251, Sigma-Aldrich) solution was prepared at
80mM as previously described [19].
In the different experimental conditions, murine oligodendrocytes

158 N were seeded either in Petri dishes (30.000 cells/cm2, 100mm
diameter), or in six-well plates (2.4× 105 cells per well). After 24 h of
culture, and for an additional 24 h period of time, DMF (25 μM), MMF
(25 μM) or α-tocopherol (400 μM) (used as a positive control for cy-
toprotection) were introduced in the culture medium 2 h before the
addition of 7β-OHC (50 μM). The choice of the concentrations of 7β-
OHC (50 μM) as well as of DMF (25 μM) and MMF (25 μM) was based
on a study by Ragot et al. [19] and on the dose-effect relationship of 7β-
OHC (1, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 and 200 μM) (Supplementary Fig. 1)
and of DMF or MMF in the presence or absence of 7β-OHC (Supple-
mentary Fig. 2). With 7β-OHC, the concentration of 50 μM corresponds
to the 50% inhibiting concentration on 158 N cells (Supplementary
Fig. 1). In vitro, it is important to underline that only a part of oxy-
sterols (1–35% depending on the cell type considered) accumulates in
the cells [3,31]. It has been established that the median level of 7β-OHC
was 1.11 μg/mL (2.8 μM) and 1.43 μg/mL (3.6 μM) in the cerebrospinal
fluid of normal subjects and of patients with multiple sclerosis, re-
spectively [9]. Few data are available on the intracellular level of
oxysterols in nerve cells. However, when the oxysterols such as 7β-OHC
are used in vitro at μM concentrations (50 μM in the present study), the
estimated intracellular levels of this compound are in the range of those
found in the frontal and occipital cortex of patients with Alzhei-
mer’disease [12]. Additional experiments were also performed to assess
the effect of DMF and MMF in the recovery of 7β-OHC (50 μM)-induced
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cell death. In these experiments, after 24 h of culture, 158 N cells were
incubated with 7β-OHC for 6 and 10 h before the addition of DMF or
MMF, or α-tocopherol. The cells were further incubated with 7β-OHC in
combination with DMF, MMF or α-tocopherol for an additional 14 or
18 h.

2.2. Evaluation of cell morphology by phase contrast microscopy

After treatment of 158 N cells with or without 7β-OHC (50 μM) in
the presence or absence of DMF (25 μM), MMF (25 μM) or α-tocopherol
(400 μM), cell morphology, cell density and cell detachment (loss of cell
adhesion) were evaluated by phase contrast microscopy using an in-
verted-phase contrast microscope (Axiovert 40 CFL, Zeiss, Jena,
Germany). Images were obtained with a camera (Axiocam ICm 1,
Zeiss).

2.3. Quantification of adherent cells with crystal violet staining

Adherent cells were estimated by staining with crystal violet
(Sigma-Aldrich). After treatment of 158 N cells, adherent cells were
stained with crystal violet for 5min, rinsed three times with water.
Crystal violet was then dissolved with 0.1% sodium citrate (Sigma-
Aldrich) in 50% ethanol (Carlo-Erba, Val de Reuil, France) and the
optical density per well was read at 570 nm with a microplate reader
(Tecan Sunrise, Tecan, Lyon, France).

2.4. Evaluation of cell viability with the fluorescein diacetate (FDA) assay

The FDA assay evaluates the ability of living cells to transform the
FDA to fluorescein after cleavage by plasma membrane esterases [32].
After 24 h of treatment with or without 7β-OHC (50 μM) in the presence
or absence of DMF or MMF (25 μM), 158 N cells were incubated for
5min at 37 °C with 50 μM FDA (Sigma-Aldrich), and then lysed with
10mM of Tris−HCl solution containing 1% sodium dodecyl sulfate
(SDS, Sigma-Aldrich). Fluorescence intensity of fluorescein (λEx Max:
485 nm, λEm Max: 528 nm) was measured with a TECAN fluorescence
microplate reader (Tecan Infinite M 200 Pro, Lyon, France).

2.5. Cell counting of viable cells with trypan blue

Adherent and non-adherent cells were collected by trypsinization
and resuspended in culture medium. The total number of viable cells
was determined with a Mallasez counting chamber under a light mi-
croscope in the presence of trypan blue (v/v), which stains dead cells in
blue.

2.6. Evaluation of plasma membrane permeability and cell death by staining
with propidium iodide

Propidium iodide (PI) was used to quantify plasma membrane
permeability and cell death [33]. At the end of reatment with or
without 7β-OHC (50 μM)) in the presence or absence of DMF (25 μM),
MMF (25 μM) or α-tocopherol (400 μM). 158 N cells (adherent and non-
adherent cells) collected by trypsinization, were stained with 1 μg/mL
of PI (5min at 37 °C) and then immediately analyzed with a Galaxy
flow cytometer (Partec, Münster, Germany). Fluorescence was collected
through a 590/10 bandpass filter on a Galaxy flow cytometer (Partec):
10,000 cells were acquired. Data were analyzed with Flomax (Partec) or
FlowJo (Tree Star Inc.) software.

2.7. Mitochondrial analysis

2.7.1. Measurement of mitochondrial succinate dehydrogenase activity with
the MTT assay
Mitochondrial activity and/or cell proliferation were evaluated with

an MTT based assay. Only metabolically active cells can transform MTT

into formazan by mitochondrial succinate dehydrogenase. MTT data
was interpreted by comparison with results obtained by cell counting in
the presence of trypan blue. The MTT assay was carried as described
previously [34]. The absorbance was read at 570 nm with a microplate
reader (TECAN Sunrise, Tecan, Lyon, France).

2.7.2. Measurement of mitochondrial transmembrane potential with
DiOC6(3)
The mitochondrial transmembrane potential (ΔΨm) was assessed by

flow cytometry with the cationic lipophilic dye 3,3′-dihexylox-
acarbocyanine iodide DiOC6(3) (Thermo Fisher Scientific, Courtaboeuf,
France). At the end of treatment, adherent and non-adherent cells were
pooled, incubated with DiOC6(3) (40 nM, 15min, 37 °C) and then
analyzed with a Galaxy flow cytometer (Partec) [19,35]. The loss of
transmembrane mitochondrial potential (ΔΨm) is indicated by a de-
creased of the green fluorescence collected through a 520 ± 10 nm
band pass filter. For each sample, 10,000 cells were acquired and data
were analyzed with Flomax (Partec) or FlowJo (Tree Star Inc.) soft-
ware.

2.7.3. Measurement of mitochondrial mass with Mitotracker Red
Mitotracker Red (Thermo Fisher Scientific) was used to evaluate

mitochondrial mass [36]. Mitotracker Red stock solution was prepared
at 1mM in DMSO. Adherent and non-adherent cells were pooled, wa-
shed with DMEM without FBS and then incubated for 30min at 37 °C in
a Mitotraker Red solution (100 nM), which was prepared in DMEM
without FBS. The fluorescent signals were collected through a
580 ± 20 nm band pass filter on a Galaxy flow cytometer (Partec).
Data were analyzed with Flomax software (Partec).

2.7.4. Measurement of mitochondrial reactive oxygen species production
with MitoSOX-Red
Mitochondrial production of superoxide anion anion (O2●−) was

quantified by flow cytometry after staining with MitoSOX Red (Thermo
Fisher Scientific). This positively charged probe accumulates in the
mitochondria [36] and exhibits an orange/red fluorescence (λEx
Max= 510 ; λEm Max=580 nm). MitoSOX Red stock solution was
prepared at 5mM in PBS and used at 5 μM in the cells. After cell
treatments, adherent and non-adherent cells were pooled by trypsini-
zation and incubated with MitoSOX Red for 15min at 37 °C. The
fluorescent signals were collected through a 580 ± 20 nm band pass
filter on a Galaxy flow cytometer (Partec). For each sample, 10.000
cells were acquired. Data were analyzed with Flomax software (Partec).

2.7.5. Measurement of mitochondrial cadiolipins levels
The characterisation and quantification of cardiolipins was con-

ducted by liquid chromatography tandem-mass spectrometry (LC–MS/
MS) on an Agilent 6460 QqQ (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA). Total lipid was extracted from cell pellet as described previously
by Folch et al. [37], then dissolved in 100 μL of chloroform/methanol/
water mixture. About 1 to 8 μL of extacted lipid were used for lipidomic
analysis. Lipid standards and chemicals of the highest grade available
were from Avanti Polar Lipids (Coger SAS, Paris, France) and Sigma-
Aldrich, respectively. LC–MS/MS quality grade solvents were from
Thermo Fischer Scientific. Extracted lipids for cardiolipin analysis were
determined as described previously by Vial et al. [38].

2.8. Mass spectrometry analysis of sterols, fatty acids phospholipids and
organic acids

Total lipid was extracted by the Folch’s method [37], and fatty
acids, sterols and organic acids were quantified as described previously
[31,39,40]. Gas chromatography-mass spectrometry (GC–MS) analysis
was performed on a Clarus 600D (Perkin Elmer, USA). The GC was
equipped with an Elite column (30m×0.32mm id× 0.25mm film;
Perkin Elmer) and injection was performed in splitless mode using
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helium (1mL/min) as carrier gas. The temperature program was as
follows: initial temperature of 80 °C was held for 1min, followed by a
linear ramp of 10 °C/min to 220 °C, 20 °C/min to of 280 °C and 5 °C/min
up to 290 °C, which was held for 10min. The mass spectrometer op-
erates in full mass scan or selected ion-monitoring mode. Peak in-
tegration was performed manually, and metabolites were quantified
from selected-ion monitoring analyses against internal standards using
standard curves for all the compounds [39,40]. For phospholipid ana-
lysis, total lipid was also extracted by the Folch’s method [37]; phos-
phatidylcholine and sphingomyelin were quantified as described pre-
viously [19].

2.9. Evaluation of oxidative stress

2.9.1. Analysis of antioxidant enzymes activities: catalase, glutathione
peroxidase (GPx) and superoxide dismutase (SOD)
Catalase (CAT) activity was determined by photometric measure-

ment of H2O2 consumption at 240 nm. 158 N cells were trypsinized,
washed with PBS, and lysed in RIPA buffer (10mM Tris−HCl, pH 7.2,
150mM NaCl, 0.5% Nonidet NP40, 0.5% Na deoxycholate, 0.1% SDS,
2mM EDTA and 50mM NaF) in the presence of 1/25 complete protease
inhibitor cocktail tablets (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA) for
30min on ice. Cell lysates were collected after centrifugation at 12,000g
for 20min at 4 °C. The reaction was initiated by the addition of
Tris−HCL (1M, pH 7.4), and H2O2 (400mM), andthe amount of H2O2
remaining after 2min was measured spectrophotometrically (240 nm),
using a microplate reader (Tecan Infinite M 200 Pro).
Glutathione peroxydase (GPx) activity was quantified as previously

described [41]. 158 N cells were lysed by sonication and centrifuged at
20,000g for 30min at 4 °C. Cell lysates were incubated for 5min at
25 °C with 0.1mM reduced glutathione (GSH) and phosphate buffer
saline (50mM, pH 7.8). The reaction mixture was initiated by addition
of H2O2 and stopped by the incubation with 1% trichlorric acid, for
30min at 4 °C, and then centrifuged at 1000g for 10min. The absor-
bance was measured at 412 nm (Lambda 25 Spectrophotometer, Perkin
Elmer, Villebon sur Yvette, France).
Superoxide dismutase (SOD) activity was quantified using the

method of Misra and Fridovich [42]. This colorimetric assay, evaluates
the ability of SOD to inhibit the Cytochrome c-reduction, induced by
superoxide anions produced by xanthine oxidase enzyme [34]. To this
end, cell lysates were added to potassium phosphate buffer (0.05M, pH
7), and 50 μM xanthine (ref 69-89-6, Sigma-Aldrich). Then 0.01U of
xanthine oxidase (ref 9002-17-9, Sigma–Aldrich) and 5 μM of cyto-
chrome c were added. Absorbance was measured at 550 nm at 20min
intervals for at least five reading. Antioxidant enzyme activities were
expressed relative to the protein content determined with the Bradford
method.

2.9.2. Measurement of thiol (SH group) levels
Measurement of thiols (SH group) was conducted according to the

method of Flaure & Lafon [43]. Cellular lysates were mixed with 5-
5′DiThiobs-(2-NitroBenzoic acid) (DTNB), and incubated in dark for
15min. The absorbance was measured at 415 nm on a Lambda 25
Spectrophotometer (Perkin Elmer).

2.9.3. Measurement of reactive oxygen species (ROS) overproduction with
dihydroethidium and dihydrorhodamine 123
ROS overproduction, including superoxide anion (O2●−), was

quantified by flow cytometry after staining with dihydroethidium
(DHE; Thermo Fisher Scientific) used at 2 μM. Once in the cell, DHE is
rapidly oxidized and exhibits an orange fluorescence (λEx
Max=488 nm; λEm Max= 575 nm) [44]. ROS overproduction, in-
cluding hydrogen peroxide (H2O2), was also detected with dihy-
drorhodamine 123 (DHR 123, Cliniscience, Nanterre, France) used at 6
μM, which is oxidized to Rhodamine 123 (RH123) (λEx Max=505 nm;
λEm Max=529 nm) [45]. After 24 h of treatment, adherent and non-

adherent cells were stained with DHE or DHR123 and incubated at
37 °C for 15min. Fluorescent signals were collected with 590 ± 20 nm
(DHE) and 520 ± 20 nm (DHR 123) band pass filters, respectively. Ten
thousand cells were acquired from each sample. Data were analyzed
with Flomax (Partec) or FlowJo (Tree Star Inc.) software.

2.9.4. Measurement of lipid peroxidation products: conjugated dienes (CDs)
and malondialdehyde (MDA)
Conjugated dienes (CDs) are the products of polyunsaturated fatty

acid peroxidation. The level of CDs was determined with the method of
Esterbauer et al. [46]. Malondialdehyde (MDA) is a lipid peroxidation
product. It is an alkylating agent capable of reacting with biologic
macromolecules. The level of MDA was evaluated as previously de-
scribed [47]. The experimental procedures on 158 N cells were per-
formed as described previously [31].

2.9.5. Measurement of carbonylated proteins (CPs) level
Similarly than lipids, proteins can also be oxidized. The measure-

ment of carbonylated proteins (CPs) level was conducted as described
by Oliver et al. [48]. This method, which is based on the reaction of 2,
4-dinitrophenylhydrazine (DNPH) with CP groups to form protein hy-
drazones, was realized as previously described [31].

2.10. Cell death characterization

2.10.1. Evaluation of cell death by the measurement of lactate
dehydrogenase activity
The culture medium of 158 N cells treated with or without 7β-OHC

(50 μM) in combination with DMF (25 μM), MMF (25 μM) or α-toco-
pherol (400 μM) were collected, and centrifuged to eliminate non ad-
herent cells. Lactate dehydrogenase (LDH) activity was quantified using
a commercial kit (#ab102526, Abcam, Paris, France). A microplate
reader (TECAN Infinite M 200 Pro) was used to measure LDH activity at
a wavelength of 450 nm in a kinetic mode at 25 °C for 30–60min.

2.10.2. Characterization of cell death by the evaluation of nuclear
morphology after staining with Giemsa or Hœchst 33342
Normal and apoptotic versus necrotic cells can be identified by

nuclear morphology evaluated after staining with Giemsa and/or
Hœchst 33,342 as described previously [33]. Apoptotic cells were
characterized by condensed and/or fragmented nuclei whereas normal
cells have regular and round nuclei. A total of 300 cells per sample were
counted to determine the percentage of apoptotic cells.

2.10.3. Measurement of lysosomal destabilization with Acridine Orange
Acridine orange (AO) was used to evaluate lysosomal integrity [49]

and or to quantify autophagic vesicular (acidic vesicular) formation
[50–52]. AO stock solution was prepared at 1mg/mL in DMSO and
used at 1 μg/mL. After 15min of incubation at 37 °C, cells were washed,
and resuspended in PBS for flow cytometry analysis. The fluorescence
of AO was collected using a 630 nm longpass filter and measured on a
logarithmic scale. Ten thousand cells were acquired on a Galaxy flow
cytometer (Partec). Data were analyzed with Flomax (Partec) or FlowJo
(Tree Star Inc.) software.

2.10.4. Polyacrylamide gel electrophoresis and Western blotting
Adherent and floating cells were harvested and lysed for 30min on

ice in a RIPA buffer (10mM Tris−HCl, pH 7.2, 150mM NaCl, 0.5%
Nonidet NP40, 0.5% Na deoxycholate, 0.1% SDS, 2mM EDTA and
50mM NaF) containing a complete protease inhibitor cocktail (Roche
Diagnostics, Indianapolis, IN, USA). The cell debris were eliminated by
centrifugation (20min, 10.000 g), and the supernatant was collected.
The protein concentrations were measured using bicinchoninic acid
reagent (Sigma Aldrich). Seventy micrograms of protein were diluted in
a loading buffer (125mM Tris−HCl, pH 6.8, 10% β-mercaptoethanol,
4.6% SDS, 20% glycerol, and 0.003% bromophenol blue), separated on
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a SDS-PAGE gel, and transferred onto a nitrocellulose membrane
(Thermo Fischer Scientific). Nonspecific binding sites were blocked by
incubation with 5% milk powder in PBST (PBS, 0.1% Tween 20, pH 7.2)
and the membranes were incubated overnight at 4 °C with the primary
antibody diluted in 5% milk in PBST. For apoptosis and autophagy
analysis, the antibodies used were directed against caspase-3 (Ozyme /
Cell Signaling (# 9662) (for detection of the endogenous level of full
length caspase-3 (35 kDa) and its large cleavage product (17 kDa)), and
LC3-I/II (#L8918, Sigma Aldrich) (detecting LC3-I (18 kDa) and LC3-II
(16 kDa)), respectively; all antibodies were rabbit polyclonal

antibodies; they were used at a final dilution of 1/1000. For myelin
protein analysis (proteolipid protein (PLP); myelin basic potein (MBP)),
PLP expression was determined with a rabbit polyclonal antibody (PLP;
Novus, NB10074503) and MBP expression with a mouse monoclonal
antibody (MBP; Millipore, MAB381). An antibody directed against β-
actin (mouse monoclonal antibody (#A2228, Sigma Aldrich)) was used
at a final concentration of 1/10,000. Membranes were washed three
times for 5min, with PBST and incubated for 1 h at room temperature
with horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rabbit (for caspase-3,
LC3-I/-II, and PLP) diluted at 1/5,000 in 1% milk powder in PBST or

Fig. 1. Effect of 7β−OHC, dimethyl fuma-
rate and monomethyl fumarate on cell
growth and cell adhesion. 158 N cells were
cultured for 24 h with or without 7β-hydro-
xycholesterol (7β-OHC, 50 μM) in the presence
or absence of DMF (25 μM), MMF (25 μM) or α-
tocopherol (400 μM). The effects on cell
growth and cell adhesion were determined by
phase contrast microscopy (A) and crystal
violet staining (B). Data shown are
mean ± SD of three independent experiments
performed in triplicate.
A two way ANOVA followed by a Student’s t-
test was realized. Significance of the differ-
ences between 7β-OHC-treated cells and its
vehicle (Ethanol (EtOH) 0.6%); # P≤0.05.
Significance of the differences between 7β-
OHC-treated cells, (7β-OHC+DMF), (7β-
OHC+MMF) or (7β-OHC+α–tocopherol)-
treated cells; * P≤0.05. No significant differ-
ences were observed between control (un-
treated cells), vehicle (EtOH 0.6%), and ve-
hicle (DMSO 0.05%).
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anti-mouse antibody against MBP or β-actin, diluted at 1/5,000 in 1%
milk powder in PBST. The membranes were then washed and antibody
binding revealed using an enhanced chemiluminescence detection kit
(Supersignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate, Thermo
Fisher Scientific) and Chemidoc XRS+ (Bio-Rad, Marnes la Coquette,
France). Band intensity was determined with Image Lab software (Bio-
Rad). The expression of caspase-3 (uncleaved and cleaved) and the ratio
LC3-II / LC3-I were calculated with Image Lab software (Bio-Rad). The
expression of caspase-3 and the level of cleaved caspase-3 were nor-
malized versus β-actin, and expressed as normalized expression versus
control (untreated cells). The ratio LC3-II / LC3-I was calculated for
each assay.

2.10.5. Evaluation of the activation of PKA, PKC and MEK / ERK
signalling pathways in 7β-hydroxycholesterol-treated 158 N cells
To evaluate the signalling pathways activated during 7β-OHC-in-

duced cell death, different inhibitors were used. To this end, 158 N cells
were seeded in 24 wells at 60,000 cells / well. After 24 h of culture,
158 N cells were cultured in the presence or absence of 7β-OHC (50 μM)
with or without different inhibitors such as H89 (20 μM, Sigma-
Aldrich), U73122 (1 μM, Sigma-Aldrich), chelerythrine (1 μM, Sigma-
Aldrich), and U0126 (20 μM, Calbiochem, San Diego, CA, USA), which
inhibit protein kinase A (PKA), phospholipase C (PLC), protein kinase C
(PKC) and MEK, respectively. These inhibitors were choosen for the
following reasons: cAMP level leading to PKA activation is increased
during during 7β-OHC-induced cell death; a cytosoloic Ca2+ increase
contributing to PLC activation is observed during 7β-OHC-induced cell

death; and 7β-OHC-induced cell death is associated with inflammatory
cytokines overproduction as well as enhanced expression of integrins
via the activation of the nuclear factor κB (NF- κB) involving PKC and
MEK-ERK signalling pathways [[16] [18],]. These compounds were
introduced in culture medium 30min before the 7β-OHC. Stock solu-
tions of these inhibitors were prepared as follow: the H89 stock solution
was prepared in distilled water at 1mM, while U0126 (0.1 mM),
U73122 (0.1mM) and chelerythrine (1mM) stock solutions were pre-
pared in DMSO. At the end of the treatments, an FDA assay was carried
out as described previously.

2.11. Quantification of 11β-hydroxyxteroid dehydrogenase type 1
(11β–HSD1) and 11β-hydroxyxteroid dehydrogenase type 2 (11β–HSD2)
by RT-qPCR

11β-HSD1 is an intracellular enzyme that catalyses interconversion
of cortisone in cortisol [53]. 11β–HSD1 also catalyses the conversion of
7KC to 7β-OHC and reciprocally [54,55]. However, the conversion of
7β-OHC to 7KC can also be catalyzed by 11β–HSD2 [56]. Total mRNA
from 158 N cells (and microglial BV-2 cells used as positive control
[20]) were extracted and purified using the RNeasy Mini Kit (Qiagen,
Courtaboeuf, France). Total mRNA concentration was measured with
TrayCell (Hellma, Paris, France). The purity of nucleic acids was con-
trolled by the ratio of absorbance at 260 nm and 280 nm (ratios of
1.8–2.2 were considered satisfactory). One microgram of total mRNA
was used for reverse transcription with the iScript cDNA Synthesis Kit
(Bio-Rad) according to the following protocol: 5 min at 25 °C, 20min at

Fig. 2. Effect of 7β-OHC, dimethyl fumarate and monomethyl fumarate on cell viability and plasma membrane integrity. 158N cells were cultured for 24 h
with or without 7β-hydroxycholesterol (7β-OHC, 50 μM) in the presence or absence of DMF (25 μM), MMF (25 μM) or α-tocopherol (400 μM). The effect of 7β-OHC
(50 μM) with or without DMF (25 μM), MMF (25 μM) or α-tocopherol (400 μM) was determined on cell viability and plasma membrane integrity with complementary
criteria: plasma membrane integrity was measured with the FDA assay (A), plasma membrane permeability was measured after staining with propidium iodide (PI)
(% of PI positive cells) (B), the impact on cell viability was evaluated by the counting of living cells after staining with trypan blue (dead cells are blue whereas living
cells are not) (C) as well as by the measurement LDH activity in the culture medium (D). Data shown are mean ± SD of three independent experiments performed in
triplicate. A two way ANOVA followed by a Student’s t-test was realized. Significance of the differences between 7β-OHC-treated cells and its vehicle (Ethanol (EtOH)
0.6%); # P≤0.05. Significance of the differences between 7β-OHC-treated cells and (7β-OHC+DMF)-, (7β-OHC+MMF)- or (7β-OHC+α–tocopherol)–treated
cells; * P≤ 0.05. No significant differences were observed between control (untreated cells), vehicle (EtOH 0.6%), and vehicle (DMSO 0.05%).
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46 °C, 5min at 95 °C. cDNA was amplified using the FG Power SYBR
Green (Thermo Fischer Scientific). All PCR reactions were performed on
an Applied Biosystem Step One plus QPCR machine (Life Science
Technologies). The primer sequence of 11β–HSD1 was:

• 11β–HSD1: forward 5′-actcagacctcgctgtctct-3′ and reverse 5′-gcttgca-
gagtagggagcaa-3′
• 11β–HSD2: forward 5′-ggttgtgacactggttttggc-3′ and reverse 5′-agaa-
cacggctgatgtcctct-3′

Thermal cycling conditions were as follows: activation of DNA
polymerase at 95 °C for 10min, followed by 40 cycles of amplification
at 95 °C for 15 s, 60 °C for 30 s, and 72 °C for 30 s, followed by a melting
curve analysis to test for the absence of non-specific products. Gene
expression was quantified using cycle to threshold (Ct) values and
normalized by the 36B4 reference gene (forward 5′-gcgacctggaagtc-
caacta-3′ and reverse 5′-atctgcttggagcccacat-3′). The quantitative ex-
pressions of 11β–HSD1 and 11β–HSD2 were determined as fold induc-
tion above the control.

2.12. Statistical analysis

Statistical analyses were performed using the Statview Software
(SAS Institut Inc, NC, USA) using a one way or a two way analysis of
variance (ANOVA) followed by Student’s t-test. Data shown are the
mean ± standard deviation (SD) of two or three independent experi-
ments, usually conducted in triplicate. Data were considered statisti-
cally significant at a P-value of 0.05 or less.

3. Results

3.1. Effects of dimethyl fumarate and monomethyl fumarate on the
adhesion and morphology of 158 N cells

158 N cells treated with 7β-OHC are a relevant model to evaluate
the relationship between oxidative stress, apoptosis and autophagy
(oxiapoptophagy); to specify the role played by mitochondria, in this
process; and to identify natural or synthetic molecules capable of pre-
venting the toxic effects of 7β-OHC associated with major age-related
and neurodegenerative diseases. To evaluate the cytoprotective activity

of DMF and MMF on 7β-OHC-treated 158 N cells, these cells were
cultured for 24 h with or without 7β-OHC (50 μM, 24 h) in the presence
or absence of DMF and MMF, used at 25 μM. α-tocopherol (400 μM)
was choosen as positive cytoprotective control. The effects of DMF and
MMF were evaluated compared to untreated cells (control) and vehicle-
treated cells (ethanol 0.6% or DMSO 0.05%).
Based on the observations performed by phase contrast microscopy,

morphological changes were identified under treatment with 7β-OHC: a
pronounced increase of the number of round and floating cells, in-
dicating of loss of cell adhesion and an induction of cell death, was
observed; whereas only few non adherent cells were present in control
and vehicle-treated cells (Fig. 1A). Of note, when 7β-OHC was asso-
ciated with DMF, MMF or α-tocopherol, the loss of cell adhesion was
prevented and an important decreases of the number of non adherent
cells was observed. (Fig. 1A).
The impact of DMF and MMF on cell adhesion was confirmed by the

crystal violet assay. Under treatment with 7β-OHC and compared to
control and vehicle-treated cells, a significant decrease of adherent cells
was revealed (Fig. 1B). When 7β-OHC was associated with DMF and
MMF the percentage of adherent cells was significantly increased: DMF
and MMF increased by 30–32% the percentage of adherent cells, re-
spectively. This effect is comparable to those observed with α-toco-
pherol (Fig. 1B).

3.2. Effects of dimethyl fumarate and monomethyl fumarate on plasma
membrane integrity and cell viability

The impact of DMF and MMF on 7β-OHC-induced loss of plasma
membrane integrity and on cell death induction was determined on
158 N cells. To this end, 158 N cells were stained either with fluor-
esceine diacetate (FDA), propidium iodide (PI) or trypan blue, and in
addition LDH was measured in the culture medium.
After staining with FDA, a significant decrease of FDA positive cells

(FDA+ cells) was observed in 7β-OHC-treated cells compared to the
corresponding vehicle and to the control (Fig. 2A). With the trypan blue
assay, a significant decrease of the total number of living cells was si-
multaneously observed with 7β-OHC. Compared to 7β-OHC, co-treat-
ment with DMF or MMF induced a significant increase of almost 40% of
(FDA+ cells) as well as an increase of the total number of living cells
evaluated after staining with trypan blue. More pronounced

Fig. 3. Effect of dimethyl fumarate and monomethyl fumarate on 7β-hydroxycholesterol-induced reactive oxygen species (ROS) overproduction. 158 N
cells were cultured for 24 h with or without 7β-hydroxycholesterol (7β-OHC; 50 μM) in the presence or absence of DMF (25 μM), MMF (25 μM), or α-tocopherol
(400 μM). ROS overproduction was measured by flow cytometry; ROS overproduction, including superoxide anion (O2●−), was evaluated with DHE (% DHE positive
cells) (A), and with DHR123, which takes into account hydrogen peroxide (H2O2) overproduction (% DHR 123 positive cells) (B). Data shown are mean ± SD of
three independent experiments performed in triplicate. A two way ANOVA followed by a Student’s t-test was realized. Significance of the difference between vehicle
(ethanol (EtOH) 0.6%) and 7β-OHC-treated cells; # p≤0.05 or less. Significance of the differences between 7β-OHC-treated cells and (7β-OHC+DMF)-, (7β-
OHC+MMF)- or (7β-OHC+α–tocopherol)-treated cells;* P≤ 0.05. No significant differences were observed between control (untreated cells), vehicle (EtOH
0.6%), and vehicle (DMSO 0.05%).
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cytoprotective effects were seen with α-tocopherol (Fig. 2A and B).
After staining with PI, in the presence of 7β-OHC, more than 70% of

propidium iodide positive cells (PI +) were observed, indicating an
increased permeability of the plasma membrane to PI which stains cells
with damaged plasma membranes, often corresponding to dead cells
(Fig. 2C). The increase of permeability to PI was strongly attenuated by
DMF and MMF (Fig. 2C).
In addition, the quantification of LDH acitivity in the culture

medium, which is a criteria of cell death, showed an increased LDH
activity in 7β-OHC-treated cells (Fig. 2D). This increase was strongly
attenuated by DMF and MMF; in the culture medium of (7β-
OHC+DMF) or (7β-OHC+MMF), the LDH activity was only slightly
higher than in control and vehicle-treated cells (Fig. 2D).
Of note, the ability of DMF and MMF to prevent the decrease of

FDA+ cells and of living cells, as well as the increase of PI+ cells was
similar to that observed with α-tocopherol (Fig. 2).

3.3. Effects of dimethyl fumarate and monomethyl fumarate on 7β-
hydroxycholesterol-induced oxidative stress

To determine the ability of DMF and MMF to prevent 7β-OHC-in-
duced oxidative stress, we studied the impact of these fumarate esters
on the production of reactive oxygen species (ROS: O2●−, H2O2), an-
tioxidant enzyme (SOD, CAT, GPx) activities, and macromolecule oxi-
dation products (MDA, carbonylated proteins) as well as on the level of
SH-groups and conjugated dienes (CDs).
The measurement of ROS production was evaluated by flow cyto-

metry after staining with DHE and DHR123. The highest percentage of
DHE and DHR123 positive cells was observed when 158 N cells were
exposed to 7β-OHC compared to control and vehicle-treated cells. This

increase was significantly inhibited when 7β-OHC was associated with
DMF and MMF (Fig. 3). The most important attenuation of 7β-OHC-
induced ROS overproduction was observed with α-tocopherol used as
positive control anti-oxidant molecule (Fig. 3).
Under treatment with 7β-OHC, a significant increase of GPx, SOD,

and CAT activities was observed compared to control and vehicle-
treated cells (Fig. 4A–C). Compared to 7β-OHC-treated cells, GPx, SOD
and CAT activities were significantly increased when 7β-OHC was as-
sociated with DMF or MMF, and the most important increase was ob-
served with DMF (Fig. 4A-C). In the presence of α-tocopherol, the ef-
fects were similar to those of DMF and MMF. On the other hand, a
significant decrease in the level of SH-groups was observed in 7β-OHC-
treatd cells compared to control and vehicle-treated cells (Fig. 4D). Of
note, the level of SH-groups was almost normalized, and in the range of
that measured in control and vehicle-treated cells, when 7β-OHC was
associated with DMF, MMF and α-tocopherol (Fig. 4D). With bio-
chemical colorimetric methods of analysis, allowing evaluation of lipid
and protein oxidation products, a significant increase of CDs, MDA, and
carbonylated proteins levels (CPs) which are biomarkers of lipid and
protein oxidation, was observed when 158 N cells were exposed to 7β-
OHC compared to control and vehicle-treated cells (Fig. 5A–C). Inter-
estingly, this increase was significantly attenuated when 7β-OHC was
associated with DMF and MMF (Fig. 5A–C). Similar effects than DMF
and MMF were found in the presence of α-tocopherol (Fig. 5).

3.4. Effects of dimethyl fumarate and monomethyl fumarate on 7β-
hydroxycholesterol-induced mitochondrial damage and peroxisomal changes

As mitochondrial damage is induced by 7β-OHC in 158 N cells, the
impact of DMF and MMF at the mitochondrial level was studied. To this

Fig. 4. Effect of dimethyl fumarate and monomethyl fumarate on 7β-hydroxycholesterol-induced oxidative stress. 158 N cells were cultured for 24 h with or
without 7β-hydroxycholesterol (7β-OHC, 50 μM) in the presence or absence of DMF (25 μM), MMF (25 μM) or α-tocopherol (400 μM). The effects on antioxidant
enzyme activities were determined by colorimetric assays with the measurement of glutathione peroxidase (GPx) activity (A) superoxide dismutase (SOD) activity (B)
and catalase (CAT) activity (C) as well as by the measurement of thiol-SH group (D). Data shown are mean ± SD of three independent experiments conducted in
triplicate. A two way ANOVA followed by a Student’s t-test was realized. Significance of the differences between 7β-OHC-treated cells and its vehicle (Ethanol (EtOH)
0.6%); # P≤0.05 or less. Significance of the differences between 7β-OHC-treated cells, (7β-OHC+DMF), (7β-OHC+MMF) or (7β-OHC+α-toco)-treated cells; *
P≤0.05 or less. No significant differences were observed between control (untreated cells), vehicle (EtOH 0.6%), and vehicle (DMSO 0.05%).
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end, succinate dehydrogenase activity, transmembrane mitochondrial
potential (ΔΨm), mitochondrial mass, superoxide anions (O2●−) pro-
duction, and cardiolipins levels were evaluated.
The MTT assay, used to measure succinate dehydrogenase activity,

showed that the ratio [(% MTT positive cells in the assay) / (% MTT
positive cells in the control)] was significantly reduced with 7β-OHC
compared to control and ethanol-treated cells (Fig. 6A). When 7β-OHC
was associated with DMF and MMF this ratio was significantly in-
creased. A similar effect was observed with α-tocopherol. These data
showed that DMF and its main metabolite MMF prevent the decrease of
succinate dehydrogenase activity which participates in both the TCA
cycle and the electron transport chain at the mitochondrial level. These
data lead us to examine the effect of DMF and MMF on 7β-OHC-induced
loss of transmembrane mitochondrial potential (ΔΨm) on 158 N cells
by staining with DiOC6(3). A high value (33%) of DiOC6(3) negative
cells, indicating a decrease in ΔΨm (cells with depolarized mitochon-
dria) was detected under treatment with 7β-OHC (Fig. 6B). The per-
centage of DiOC6(3) negative cells was strongly reduced when 158 N
cells were co-treated with DMF, MMF or α-tocopherol (Fig. 6B). An-
other fluorochrome (MitoTracker Red) was used to evaluate the mi-
tochondrial mass. Upon staining with Mitotracker Red, an increase in
the mean fluorescence intensity (MFI) of this dye was observed when
the cells were treated with 7β-OHC compared to control and vehicle-
treated cells (Fig. 6C). This increase was significantly inhibited by DMF
and MMF, as well as by α-tocopherol (Fig. 6C).
Due to the important role played by cardiolipins, which are essential

mitochondrial phospholipids for electron transport, oxidative phos-
phorylation and energy production [57,58], it was important to de-
termine the effect of 7β-OHC on the cardiolipins content. No difference
in cadiolipins content was observed between untreated cells (control)
and vehicle-treated cells (Fig. 6D). The highest levels of cardiolipins
was found with DMF and MMF (Fig. 6D). Total cardiolipins content was
significantly decreased in 7β-OHC-treated cells compared to control
and vehicles-treated cells (Fig. 6D), When 7β-OHC was associated with
DMF and MMF, this decrease was counteracted and the cardiolipin
values observed were in the range of that observed in control and ve-
hicle-treated cells (Fig. 6D). The same observation was made with α-
tocopherol (Fig. 6D).
In addition, flow cytometric analyses were performed with MitoSOX

allowing the measurement of O2●− production at the mitochondrial
level (MitoSOX positive cells). In cells incubated with 7β-OHC com-
pared control and to vehicle-treated cells an overproduction of O2●−

was observed. This overproduction of O2●− was counteracted by DMF,
MMF and α-tocopherol (Fig. 6E).
As mitochondria and peroxisome are tightly connected organelles

[59], the effects of 7β-OHC on the peroxisome was evaluated by
transmission electron microscopy (Fig. 7). Whereas round peroxisomes
were mainly observed in control cells, several peroxisomes with irre-
gular shapes, which were often larger or smaller than in the control,
were detected in 7β-OHC-treated cells (Fig. 7). Several mitochondria,
which were smaller than in control cells, were also frequently observed
in 7β-OHC-treated cells (Fig. 7). Of note, these modifications of the
peroxisomal and mitochondrial morphologies were prevented when 7β-
OHC was associated with DMF (Fig. 7).
Altogether, our data demonstrate that 7β-OHC induced several

types of mitochondrial damage, and that DMF and MMF have strong
cytoprotective effects at the mitochondrial level.

3.5. Impact of 7β-hydroxycholesterol, dimethyl fumarate, and monomethyl
fumarate on cell metabolism

3.5.1. Effects of 7β-hydroxycholesterol, dimethyl fumarate, and
monomethyl fumarate on glycolysis and TCA cycle
TCA cycle, also known as Krebs cycle, is the metabolic pathway used

to release stored energy through the oxidation of acetyl-CoA, to provide
the reducing agent NADH and precursors of certain amino acids. Thic
cycle takes place in the matrix of the mitochondria. Thus, we con-
sidered pertinent to understand the impact of 7β-OHC, DMF, MMF and
7β-OHC associated with DMF or MMF on the TCA cycle. Lactate de-
hydrogenase (LDH) converts two pyruvates into 2 lactate molecules,

Fig. 5. Effect of dimethyl fumarate and monomethyl fumarate on 7β-hy-
droxycholesterol-induced lipid peroxidation and carbonylated protein
formation. 158 N cells were cultured for 24 h with or without 7β-hydro-
xycholesterol (7β-OHC, 50 μM) in the presence or absence of DMF (25 μM),
MMF (25 μM) or α-tocopherol (400 μM). The effects on lipid peroxidation
product formation were evaluated by the measurement of CDs (A), and MDA
(B) levels. The impact on protein oxidation was evaluated by the measurement
of carbonylated protein (CPs) levels (C). Data shown are mean ± SD of three
independent experiments performed in triplicate. A two way ANOVA followed
by a Student’s t-test was realized. Significance of the differences between 7β-
OHC-treated cells and its vehicle (Ethanol (EtOH) 0.6%); # P≤0.05 or less.
Significance of the differences between 7β-OHC-treated cells, (7β-
OHC+DMF)-, (7β-OHC+MMF) or (7β-OHC+α-toco)-treated cells; *
P≤0.05 or less. No significant differences were observed between control
(untreated cells), vehicle (EtOH 0.6%), and vehicle (DMSO 0.05%).
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using NADH as a coenzyme so that the cell can continue to perform
glycolysis by regenerating NAD+. The effect of 7β-OHC, DMF, MMF
and 7β-OHC associated with DMF or MMF on these metabolic pathways
was also evaluated. When exposed to 7β-OHC, a significant increase in
lactic acid (lactate) levels was observed (220.59 ± 2.50 ng/million
cells) compared to vehicle - treated cells (EtOH 0.6%:
122.64 ± 3.53 ng/million cells); this increase in lactic acid was sig-
nificantly reduced, under treatment with DMF and MMF in the presence
of 7β-OHC (Table 1). However, a marked and significant decreases in
pyruvic acid (pyruvate), succinic acid (succinate), fumaric acid (fu-
marate), malic acid (malate) and citric acid (citrate) levels were ob-
served in 7β-OHC-treated 158 N cells compared to vehicle; this decrease

was attenuated when the cells were simultaneously treated with 7β-
OHC and DMF or MMF (Table 1).

3.5.2. Effects of 7β-hydroxycholesterol, dimethyl fumarate, and
monomethyl fumarate on cholesterol metabolism
In the presence of 7β-OHC, the cholesterol level was significantly

decreased compared to vehicle-treated cells (Table 2). This reduction of
the cholesterol level was still observed when the cells were simulta-
neously treated with 7β-OHC and MMF (Table 2). Compared to 7β-
OHC-treated cells, the cholesterol level was significantly increased,
when the cells were co-treated with 7β-OHC and DMF (Table 2). When
cholesterol precursors were measured after treatment with 7β-OHC,

Fig. 6. Evaluation of the effect of dimethyl
fumarate and monomethyl fumarate on 7β-
hydroxycholesterol-induced mitochondrial
damage. 158 N cells were cultured for 24 h
with or without 7β-hydroxycholesterol (7β-
OHC, 50 μM) in the presence or absence of
DMF (25 μM), MMF (25 μM) or α-tocopherol
(400 μM). Under these conditions, the effects
on succinate deshydrogenase activity were
evaluated with the MTT test (A). The trans-
membrane mitochondrial potential (ΔΨm) was
measured by flow cytometry after staining
with DiOC6(3) (B). The mitochondrial mass
was determined by flow cytometry after
staining with MitoTracker Red (C).
Cardiolipins levels were determined by GC-MS
(D) and mitochondrial superoxide anion
(O2●−) production was evaluated by flow cy-
tometry after staining with MitoSOX (E). Data
shown are mean ± SD of three independent
experiments performed in triplicate. A two way
ANOVA followed by a Student’s t-test was
realized. Significance of the differences be-
tween 7β-OHC-treated cells and its vehicle
(Ethanol (EtOH) 0.6%); # P≤0.05 or less.
Significance of the differences between 7β-
OHC-treated cells, (7β-OHC+DMF), (7β-
OHC+MMF)- or (7β-OHC + α-toco)-treated
cells; * P≤ 0.05 or less. No significant differ-
ences were observed between control (un-
treated cells), vehicle (EtOH 0.6%), and ve-
hicle (DMSO 0.05%).
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significant reduced levels of lathosterol, desmosterol, and lanosterol
were observed compared to control and vehicle (EtOH 0.6%)-treated
cells (Table 2). While lanosterol level was normalized with DMF and
MMF, a most important decrease of other cholesterol precursors levels
was detected (Table 2). In addition, cholesterol auto-oxidation products
(triol, ketocholesterol (7KC) and 7β-hydroxycholesterol (7β-OHC))
were measured in the same conditions. In 158 N cells treated with 7β-
OHC, important levels of this oxysterol were found supporting an ac-
cumulation and/or an interaction of this compounds with the cells
(Table 2). After 24 h of incubation with 7β-OHC, the levels of this
oxysterol present in the cells (when 158 N cells were only cultured in
the presence of 7β-OHC) represents 1% of the quantity of 7β-OHC in-
troduced in the culture medium (Table 2). This accumulation is lower
than those reported with 7KC and 27-hydroxycholesterol which

represents 10–20% of the quantity of oxysterols initially introduced in
the culture medium [3]. It is noteworthy that in the plasma of X-ALD
patients, the concentration of 7β-OHC can reach 2.5 μM [20]. In the
presence of 7β-OHC, in agreement with the ability of 7β-OHC to sti-
mulate the oxidative stress, higher levels of triol and 7KC were also
observed compared to control cells and vehicle-treated cells; this in-
crease was significantly reduced when 7β-OHC was associated with
DMF or MMF (Table 2). Despite the levels of triol and 7KC being sig-
nificantly reduced, when 7β-OHC was cultured in the presence of DMF
or MMF, the levels of 7β-OHC remained increased, and were even
higher than in cells only treated with 7β-OHC (Table 2). Therefore,
DMF and MMF inhibit the signalling pathways leading to 7β-OHC-in-
duced cytotoxicity without preventing the cellular accumulation of this
oxysterol. In 158 N cells, the Ct value of the gene HSD11B1 encoding

Fig. 7. Ultrastructural characterization by
transmission electron microscopy of mi-
tochondria and peroxisomes on 158N
murine oligodendrocytes incubated with or
without 7β-hydroxycholesterol in the pre-
sence or absence of dimethyl fumarate
(DMF). 158N cells were cultured for 24 h with
or without 7β-hydroxycholesterol (7β-OHC,
50 μM) in the presence or absence of DMF
(25 μM). Ultrastructural aspects of mitochon-
dria and peroxisomes in untreated (control)
(A), DMF (B), 7β-OHC (C), and (7β-
OHC+DMF) (D)-treated 158 N cells. In the
presence of 7β-OHC, several peroxisomes and
mitochondria smaller than in the control were
observed (C); these differences were no longer
observed when 7β-OHC was associated with
DMF (D). One experiment was performed.

Table 1
Profile of organic acids in 158 N cells exposed to 7β-hydroxycholesterol with or without dimethyl fumarate (DMF) or monomethyl fumarate (MMF).

Lactic acid Pyruvic acid Succinic acid Fumaric acid Malic acid Citric acid

Control 126.98 ± 7.99 15.27 ± 0.36 7.55 ± 0.11 1.33 ± 0.04 3.69 ± 0.10 4.79 ± 0.20
EtOH (0.6%) 122.64 ± 3.53 14.13 ± 0.50 6.82 ± 0.05 1.22 ± 0.06 2.54 ± 0.08 3.84 ± 0.11
DMSO (0.05%) 125.90 ± 12.62 13.43 ± 0.78 6.88 ± 0.11 1.30 ± 0.03 2.36 ± 0.03 4.60 ± 0.06
DMF (25 μM) 97.30 ± 1.51 16.43 ± 1.48 6.97 ± 0.73 2.66 ± 0.21 3.88 ± 0.22 5.89 ± 0.16
MMF (25 μM) 104.84 ± 3.45 15.46 ± 0.01 7.18 ± 0.11 2.72 ± 0.05 4.93 ± 0.17 6.34 ± 0.04
7β-OHC (50 μM) 220.59 ± 2.50 # 8.11 ± 0.06 # 5.46 ± 0.01 # 0.93 ± 0.02 # 1.75 ± 0.08 # 2.80 ± 0.25 #
7β-OHC (50 μM) + DMF (25 μM) 147.63 ± 6.46* 15.64 ± 0.87* 7.41 ± 0.58* 1.35 ± 0.16 * 4.67 ± 0.11* 3.60 ± 0.05*
7β-OHC (50 μM) + MMF (25 μM) 120.84 ± 4.03* 12.55 ± 1.35* 11.48 ± 0.45* 1.78 ± 0.00* 3.59 ± 0.08* 4.07 ± 0.08*

Concentrations are expressed as ng/million cells.
Results are expressed as mean ± SD of three independent experiments. A two way ANOVA followed by a Student’s t-test was realized. Significant difference between
vehicle (EtOH 0.6%) and 7β-OHC-treated cells is indicated by #; P < 0.05; significant difference between 7β-OHC and (7β-OHC+DMF) or (7β-OHC+MMF) is
indicated by *; P < 0.05.
No significant differences are observed between Control, EtOH and DMSO. 7β-hydroxycholesterol: 7β-OHC.
Sghaier R et al.
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for the enzyme 11β-HSD1 (Ct (HSD11B1)= 36.5 ± 1.0) was high
whereas the Ct value of the reference gene 36B4 was low (Ct
(36B4)= 18.4 ± 0.1) supporting a good expression of 36B4 in 158 N
cells (Supplementary Fig. 3). In 158 N cells, the gene HSD11B1 en-
coding for the enzyme 11β-HSD1 can be considered as non expressed
since multiple peaks were observed on the melt curve demonstrating a
non specific amplification (Supplementary Fig. 3). However, on mi-
croglial BV-2 cells, used as positive control, the Ct value of the gene
HSD11B1 encoding for 11β-HSD1 was lower (Ct (HSD11B1)= 30.2 ±
0.6) than in 158 N cells (Ct (HSD11B1)= 36.5 ± 1.0); as a melt curve
with homogeneous peaks was observed, this supports that BV-2 express
the gene of 11β-HSD1 and that the primer sequences used are appro-
priated (Supplementary Fig. 3). According to these data, our results do
not support a conversion of 7KC in 7β-OHC, and reciprocally via 11β-
HSD1, in 158 N cells. Since 7β-OHC can be converted to 7KC by the
enzyme 11β-HSD2, the expression of the HSD11B2 gene encoding this
enzyme was quantified on both 158 N (Ct= 26.0 ± 0.6) and BV-2
(Ct= 29.3 ± 0.3) (Supplementary Fig. 4). The Ct values and the ap-
pearance of the melt curves are in favor of an expression of the
HSD11B2 gene in these cells. This suggests that in 158 N cells, 7β-OHC
could be converted to 7KC, especially when the cells are co-treated with
7β-OHC associated with DMF or MMF. The expression of the HSD11B2
gene, which is decreased in the presence of 7β-OHC, evokes that of the
control when the cells are cultured in the presence of 7β-OHC asso-
ciated with DMF or MMF (Supplementary Fig. 4).

3.5.3. Effects of 7β-hydroxycholesterol, dimethyl fumarate and
monomethyl fumarate on the cellular fatty acid profile
In order to identify the effects of 7β-OHC, DMF, MMF, and 7β-OHC

with or without DMF and MMF on fatty acid metabolism, fatty acid
profiles were determined.
As shown in Table 3, 7β-OHC induced a significant decrease inthe

total long chain saturated fatty acids (∑SFA (C < 22)) compared to
vehicle-treated cells. A significant decrease in myristic acid (C14:0),
palmitic acid (C16:0), stearic acid (C18:0), and arachidic acid (C20:0)
levels was observed in 7β-OHC-treated 158 N cells compared to the
vehicle-treated cells. However, under treatment with 7β-OHC, the total
very long chain saturated fatty acid ((∑VLCSFA C≥22) level was 3
times higher than in the vehicle treated cells. Thus, behenic acid
(C22:0), tetracosanoic acid (C24:0), and cerotic acid (C26:0) levels
were significantly enhanced in 7β-OHC-treated cells compared to ve-
hicle. When 158 N cells were co-tretaed with MMF and 7β-OHC, all SFA
levels were in the range of untreated and vehicle-treated cells (Table 3).
However, when 158 N cells were co-treated with DMF and 7β-OHC,
only C18:0, C22:0 and C26:0 levels were normalized (Table 3).

As shown in Table 4, 7β-OHC also induced a significant decrease in
the total mono-unsaturated fatty acid (∑MUFA) compared to vehicle-
treated cells. Thus, myristoleic acid (C14:1 n-5), sapienic acid (C16:1 n-
10), palmitoleic acid (C16:1 n-7), eicinoneic acid (C20:1 n-9), and ei-
cisenoic acid (C20:1 n-7) levels were significantly decreased in 158 N
treated with 7β-OHC compared to vehicle-treated cells; however, under
the same conditions, very long chain monounsaturated fatty acids such
as nervonic acid (C24:1 n-9) and hexacosaenoic acid (C26:1 n-9) levels
were enhanced (Table 4). MMF and DMF had almost similar effects on
the MUFA profile when used 2 h prior the incubation with 7β-OHC. In
fact, all the MUFA levels came closer to those of the untreated cells or
vehicle treated cells, with the exception of C16:1 n-10 or n-9 and C16:1
n-7, of which levels were higher even than control and vehicle treated
cells. Interestingly when added alone, these molecules (DMF and MMF)
and in particular MMF were able to significantly enhance levels of
several MUFA compared to the corresponding vehicle.
As shown in Table 5, 7β-OHC induced a significant decrease of all

polyunsaturated fatty acid (PUFA) levels compared to vehicle-treated
cells; thus, total PUFA content was reduced by about half in the cells.
When DMF and MMF were used alone on 158 N cells, linoleic acid
(C18:2 n-6), arachidonic acid (AA; C20:4 n-6), and docosahexaenoic
acid (DHA; C22:6 n-3) were enhanced, compared to corresponding to
the vehicle. Co-treatment of 7β-OHC with DMF and MMF induced a
correction of all PUFA levels which are in the range of vehicle treated
cells (Table 5), with the expection of (C20:4 n-6) and eicosapentaenoic
acid (EPA; C20:5 n-3), which remained lower than in vehicle- and 7β-
OHC-treated cells.
Furthermore, Δ4-desaturase (C22:6 n-3/C22:5 n-3), Δ8-desaturase

(C20:3 n-6 /C20:2 n-6), Δ9- desaturase (C18:1 n-9/ C18:0), ande-
longase activity index (C22:5 n-3 /C20:5 n-3) activity index were sig-
nificantly increased in 7β-OHC-treated cells (Table 5). Compared to 7β-
OHC, these indices were significantly reduced when the cells were co-
treated with 7β-OHC associated with DMF and MMF. The elongase
(C18:0/C16:0) activity index was higher in 7β-OHC cells comparatively
to (7β-OHC+DMF); however, it was reduced in (7β-OHC+MMF)
compared to 7β-OHC (Table 5).
Our results demonstrated the impact of 7β-OHC on fatty acid me-

tabolism, which could be at least in part, due to mitochondrial damage,
since this organelle plays important roles in fatty acid anabolism and
catabolism. Our data also demonstrate that DMF and MMF prevent fatty
acidsmetabolic disorders in 7β-OHC-treated cells.

3.5.4. Effects of 7β-hydroxycholesterol, dimethyl fumarate and
monomethyl fumarate on sphingomyelin and phosphatidylcholine content
The effects of 7β-OHC, DMF, MMF, and 7β-OHC with or without

Table 2
Profiles of cholesterol, cholesterol precursors (lathosterol, desmosterol, lanosterol) and oxysterols (triol, 7-ketocholesterol, 7β–hydroxycholesterol) in 158 N cells
exposed to7β–hydroxycholesterol with or without dimethyl fumarate (DMF) or monomethyl fumarate (MMF).

Cholesterol Cholesterol precursors Oxysterols

Lathosterol Desmosterol Lanosterol Triol 7KC 7β-OHC

Control 2.84 ± 0.01 14.80 ± 0.15 12.93 ± 0.37 0.63 ± 0.00 0.17 ± 0.01 0.56 ± 0.02 0.62 ± 0.00
EtOH (0.6%) 2.86 ± 0.02 14.08 ± 0.02 12.08 ± 0.13 0.58 ± 0.02 0.12 ± 0.01 0.59 ± 0.00 0.66 ± 0.04
DMSO (0.05%) 2.64 ± 0.03 13.64 ± 0.36 10.01 ± 0.42 0.45 ± 0.03 0.08 ± 0.01 0.42 ± 0.06 0.56 ± 0.02
DMF (25 μM) 2.72 ± 0.11 14.93 ± 0.19 9.58 ± 0.26 0.65 ± 0.02 0.09 ± 0.02 0.51 ± 0.00 0.62 ± 0.07
MMF (25 μM) 2.83 ± 0.10 17.10 ± 0.94 10.07 ± 0.50 0.69 ± 0.03 0.05 ± 0.01 0.60 ± 0.09 2.94 ± 0.07
7β-OHC (50 μM) 2.17 ± 0.13 # 8.53 ± 0.17 # 6.46 ± 0.07 # 0.23 ± 0.01 # 1.89 ± 0.16 # 10.88 ± 0.34 # 246.70 ± 0.59 #
7β-OHC (50 μM) + DMF (25 μM) 2.56 ± 0.05 * 5.33 ± 0.14 * 6.20 ± 0.07* 0.66 ± 0.03 * 0.86 ± 0.01 * 5.72 ± 0.39 * 470.12 ± 9.95 *
7β-OHC (50 μM) + MMF (25 μM) 2.16 ± 0.12 6.72 ± 0.34 * 5.08 ± 0.21 * 0.32 ± 0.00* 0.88 ± 0.29 * 9.33 ± 0.47 * 426.67 ± 6.19 *

Concentrations are expressed as ng/million cells.
Results are expressed as mean ± SD of three independent experiments. A two way ANOVA followed by a Student’s t-test was realized. Significant difference between
vehicle (EtOH 0.6%) and 7β-OHC-treated cells is indicated by #; P < 0.05; significant difference between 7β-OHC and (7β-OHC+DMF) or (7β-OHC+MMF) is
indicated by *; P < 0.05. No significant differences are observed between Control, EtOH and DMSO.
β-hydroxycholesterol: 7β-OHC.
Sghaier R et al.
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DMF orMMF on the cell content in sphingomyelin (SM) and phospha-
tidylcholine (PC) were determined by GC/MS. In the presence of 7β-
OHC, significant decreases in SM and PC were observed comparatively
to control (untreated cells), vehicle-treated cells (EtOH 0.6% or DMSO
0.05%), α-tocopherol, DMF and MMF (Fig. 8). Whereas α-tocopherol
either failed to, or had a minor effect in preventing the 7β-OHC-induced
decreased of SM and PC, respectively, DMF was more efficient than
MMF at attenuating the decrease of SM and PC under treatment with
7β-OHC (Fig. 8).

3.6. Effects of 7β-hydroxycholesterol with or without dimethyl fumarate
and monomethyl fumarate on apoptosis and autophagy

The oxidative stress induced by 7β-OHC in 158 N cells was asso-
ciated with characteristic features of apoptotosis and autophagy, in
agreement with previous studies showing that 7β-OHC triggers an
oxiapoptophagic mode of cell death on 158 N cells [8] (Fig. 9). Apop-
tosis is morphologically characterized by the presence of cells with
condensed and/or fragmented nuclei (Fig. 9A) and by an induction of
cleaved caspase-3 (Fig. 10). The occurrence of autophagy is supported
by an enhancement of the percentage of acridine orange (AO)-positive
cells (Fig. 9B), which could correspond to the presence of cells with
large and/or numerous autophagic vesicles, as well as by an activation
of LC3-I into LC3-II leading to an enhancement of the [(LC3-II) / (LC3-
I)] ratio (Fig. 10). Of note, DMF and MMF were able to counteract 7β-
OHC-induced apoptosis and autophagy. Thus, in (7β-OHC+DMF)- and
(7β-OHC+MMF)-treated cells, the percentage of apoptotic cells was
strongly and significantly decreased, and the cleavage of caspase-3 was
also reduced; in addition, the percentage of AO positive cells was also
strongly decreased and the activation of LC3-I into LC3-II was dimin-
ished (Fig. 10). As little is known on the signalling pathway leading to
7β-OHC-induced cell death, various inhibitors were used: H89 (20 μM),
U73122 (1 μM), chelerythrine (1 μM), and U0126 (20 μM), which in-
hibit protein kinase A (PKA), phospholipase C (PLC), protein kinase C
(PKC) and MEK, respectively. Undetectable or slight inhibition of cell
death evaluated with the FDA assay was observed when 7β-OHC was
associated with U73122 and H89, respectively (Fig. 11). However, 7β-
OHC-induced cell death was markedly reduced in the presence of
chelerythrine and U0126 (Fig. 11) supporting an involvement of PKC
and MEK in the deleterious effects of 7β-OHC in 158 N cells.

3.7. Effect of dimethyl fumarate and monomethyl fumarate on the recovery
of 7β-hydroxycholesterol-induced cell death

We also studied the effect of DMF (25 μM) and MMF (25 μM) on 7β-
OHC (50 μM)-induced cell death when DMF and MMF were added after
7β-OHC. With the FDA assay, the ability of α-tocopherol (400 μM) to
prevent 7β-OHC-induced cell death was the most efficient when it was
introduced in the culture medium 6 h after 7β-OHC; whereas sig-
nificant, the cytoprotection found when α-tocopherol was introduced
10 h after 7β-OHC, was very slight (Supplementary Fig. 5). Based on
these data, the effects of DMF and MMF were evaluated when they were
added 6 h after 7β-OHC;of note, under these conditions, data obtained
by cell counting with trypan blue, and nuclear staining with Hoechst,
33342 show that DMF and MMF prevent 7β-OHC-induced cell death
and apoptosis (Fig. 12). Therefore, DMF and MMF also have cytopro-
tective effects on 7β-OHC-induced cell death when they are added after
this oxysterol.

3.8. Analysis of myelin proteins expression (PLP, MBP) in 7β-
hydroxycholesterol-treated murine oligodendrocytes 158 N without or with
dimethyl fumarate and monomethyl fumarate

Myelin proteins such as proteolipid protein (PLP) and myelin basic
protein (MBP) correspond to 50 and 30% of myelin proteins, respec-
tively [30], and are expressed by 158 N cells [29]. Therefore, weTa
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determined whether PLP and MBP expression was affected by 7β-OHC
(50 μM), and the impact of DMF (25 μM), MMF (25 μM) and α-toco-
pherol (400 μM; used as cytoprotective agent) on these proteins.
Compared to control cells, PLP expression was either similar or

slightly lower in vehicles-treated cells (Supplementary Fig. 6); it was
similar in, α-tocopherol-, DMF- and MMF-treated cells (Supplementary
Fig. 6). However, PLP expression was higher in 7β-OHC-, (7β-OHC +
α-tocopherol)-, and (7β-OHC+MMF)-treated cells (Supplementary
Fig. 6). In the mouse, MBP is present under 2 major (around 18.5 and
14 kDa) and two minor (around 21.5 and 17 kDa) forms [60]. In 158 N
cells, the 21 kDa (minor form) and 18 kDa (major form) were easily
detected (Supplementary Fig. 6). Compared to control cells, MBP ex-
pression was enhanced by DMF (Supplementary Fig. 6). MBP expression
was also higher in 7β-OHC-, (7β-OHC + α-tocopherol), (7β-

OHC+DMF), and (7β-OHC+MMF)-treated cells (Supplementary
Fig. 6). Thus, an increase in the expression of PLP and MBP is observed
with 7β-OHC; the increase in PLP is not corrected by α-tocopherol, and
DMF but normalized with MMF; the increase in MBP observed with 7β-
OHC is slightly and non significantly accentuated in the presence of α-
tocopherol (Supplementary Fig. 6). DMF is more efficient than MMF to
reduce the overexpression of PLP, mainly the 18 kDa (Supplementary
Fig. 6).

4. Discussion

Oxidative stress and mitochondrial dysfunction are involved in
numerous neurodegenerative diseases [61]. These dysfunctions favor
lipid peroxidation leading to increased levels of 7-ketocholesterol (7KC)

Fig. 8. Phospholipid (sphingomyelin, phospatidylcholine) content in 158 N cells exposed to 7β-hydroxycholesterol with or without dimethyl fumarate or
monomethyl fumarate. 158 N cells were cultured for 24 h with or without 7β-hydroxycholesterol (7β-OHC, 50 μM) in the presence or absence of DMF (25 μM),
MMF (25 μM) or α-tocopherol (400 μM). Under these conditions, the quantity of sphingomyelin (SM) and phospatidylcholine (PC) per 106 cells was determined by
GC/MS. Data shown are mean ± SD of three independent experiments performed in triplicate. A two way ANOVA followed by a Student’s t-test was realized.
Significance of the differences between 7β-OHC-treated cells and its vehicle (Ethanol (EtOH) 0.6%); # P≤0.05 or less. Significance of the differences between 7β-
OHC-treated cells, (7β-OHC+DMF)-, (7β-OHC+MMF)- or (7β-OHC+α-toco)-treated cells; * P≤0.05 or less. No significant differences were observed between
control (untreated cells), vehicle (EtOH 0.6%), and vehicle (DMSO 0.05%).

Fig. 9. Effect of dimethyl fumarate and monomethyl fumarate on 7β-hydroxycholesterol-induced morphological nuclear changes characteristic of
apoptosis and lysosomal modifications evocating autophagy. 158 N cells were cultured for 24 h with or without 7β-hydroxycholesterol (7β-OHC, 50 μM) in the
presence or absence of DMF (25 μM), MMF (25 μM) or α-tocopherol (400 μM). Under these conditions, the quantification of the percentage of apoptotic cells was
evaluated by nuclear morphologic criteria after staining with Giemsa and Hoechst 33,342; apoptotic cells are characterized by condensed and/or fragmented nuclei
whereas normal cells have round and regular nuclei (A). The impact of 7β-OHC (50 μM) with or without DMF (25 μM), MMF (25 μM) or α-tocopherol (400 μM) on the
lysosome, which is involved in the autophagic process, was determined by flow cytometry after staining with acridine orange (AO); under these conditions, the
percentage of AO positive cells was quantified (B). Data shown are mean ± SD of three independent experiments performed in triplicate. A two way ANOVA
followed by a Student’s t-test was realized. Significance of the differences between 7β-OHC-treated cells and its vehicle (Ethanol (EtOH) 0.6%); # P≤0.05 or less.
Significance of the differences between 7β-OHC-treated cells, (7β-OHC+DMF)-, (7β-OHC+MMF)- or (7β-OHC+α-toco)-treated cells; * P≤ 0.05 or less. No
significant differences were observed between control (untreated cells), vehicle (Ethanol 0.6%), and vehicle (DMSO 0.05%).
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and 7β-OHC [7,19]. These oxysterols are found at significantly elevated
levels in the brain, CSF and / or plasma of patients with AD [3], MS [9]
as well as in patients with X-linked adrenoleukodystrophy [20]. These
modifications could play a critical role in the evolution of neurode-
generative diseases since these oxysterols are able to modify numerous
cellular functions [3]. Indeed, it has been reported that 7β-OHC as well
as 7KC, known as indicators of oxidative stress [62], contribute to
disruption of Redox homeostasis and are potent inducers of in-
flammation and cell death in different cell types of the CNS [3,16]. This

simultaneous induction of cell death associated with oxidative stress,
and presenting apoptotic and autophagic criteria, has been described in
oligodendrocytes and microglial cells treated with 7KC, 7β-OHC and
24S-hydroxycholesterol, and was defined as oxiapoptophagy [8]. To
prevent neurodegenerative diseases associated with these molecules, it
is therefore important to better know their signalling pathways to de-
velop therapeutic strategies to oppose their deleterious effects. Cur-
rently, the ability of several molecules to attenuate oxysterols-induced
oxiapoptophagy was mainly studied on oligodendrocytes 158 N and the
most powerful compound identified at the moment is α-tocopherol
[8,17,19,39]. In the present study, DMF and its main metabolite, MMF,
have been chosen to counteract 7β-OHC-induced oxidative stress, mi-
tochondrial damage and cell death given their ability to prevent oxi-
dative stress via upregulation of anti-oxidative mechanisms [63]. DMF,
marketed under the name of Tecfidera (Biogen), is used to treat the
relapsing-remitting form of MS. In this study, 158 N murine cells were
used since they present several characteristics of differentiated oligo-
dendrocytes, which are myelin producing cells in the CNS and con-
sequenty essential for an efficient transmission of the nervous impulse.
In addition, 158 N cells express major myelin proteins (PLP, MBP) [29].
Therefore, the effects of 7β-OHC with or without DMF and MMF on PLP
and MBP expression were also evaluated. Our data show important
cytoprotective effects of DMF and MMF on 7β-OHC-treated 158 N cells,
and demonstrate the ability of DMF and MMF to prevent 7β-OHC-in-
duced oxiapoptophagy.
In 158 N cells, 7β-OHC exhibits cytotoxic effects. An increased

percentage of floating round cells and a decreased of adherent cells
associated with a loss of membrane integrity were revealed, suggesting
an alteration of membrane constituents associated with cell death.
These alterations could be explained by Redox disequilibrum induced
by 7β-OHC, which could affect the different cellular compartments as a
consequence of lipid peroxidation. Indeed, an overproduction of ROS
and of mitochondrial O2●− associated with an enhancement of anti-
oxidant enzyme activities (SOD, catalase, GPx), as well as lipid and
protein oxidized derivatives were revealed under treatment with 7β-
OHC. The enhanced activity of SOD evocates the data obtained by Yuan
et al., who showed that human macrophages exposed to 7KC have in-
creased levels of MnSOD mRNA [50]. The increased levels of GPx,

Fig. 10. Western blotting analysis of the
effects dimethyl fumarate and monomethyl
fumarate on 7β-hydroxycholesterol-in-
duced apoptosis and autophagy on 158N
murine oligodendrocytes. 158 N cells were
cultured for 24 h with or without 7β-hydro-
xycholesterol (7β-OHC, 50 μM) in the presence
or absence of DMF (25 μM), MMF (25 μM) or α-
tocopherol (400 μM). Apoptosis and autophagy
were characterized by Western blotting with
appropriate antibodies raised against un-
cleaved and cleaved caspase-3 and LC3-I / LC3-
II, respectively. Autophagy is characterized by
an enhanced (LC3-II / LC3-I) ratio. Data shown
are characteristic of at least three independent
experiments. A two way ANOVA followed by a
Student’s t-test was realized. Significance of the
differences between 7β-OHC-treated cells and
its vehicle (Ethanol (EtOH, 0.6%); # P≤0.05
or less. Significance of the differences between
7β-OHC-treated cells, (7β-OHC+DMF)-, (7β-
OHC+MMF)- or (7β-OHC+α-toco)-treated
cells; * P≤ 0.05 or less. No significant differ-
ences were observed between control (un-
treated cells), vehicle (EtOH 0.6%), and ve-
hicle (DMSO 0.05%).

Fig. 11. Evaluation of protein kinase A (PKA), phospholipase C (PLC)/
protein kinase C (PKC) and MEK / ERK signalling pathways in 7β-OHC-
induced cell death on 158N cells. Murine oligodendrocyte 158 N cells pre-
viously cultured for 24 h were further cultured for 24 h with or without 7β-OHC
(50 μM) in the presence or absence of different inhibitors, H89, U0126, U73122
and chelerythrine, introduced 30min before the addition of 7β-OHC. Data
shown are mean ± SD of two independent experiments performed in triplicate.
A two way ANOVA followed by a Student’s t-test was realized. No significant
difference was observed between control (untreated cells), vehicle (ethanol
(EtOH): 0.6%)-treated cells and inhibitors (H89, U0126, U73122 or cheler-
ythrine)-treated cells. Significance of the differences between 7β-OHC-treated
cells and vehicle (EtOH 0.6%); # P≤0.05 or less. Significant of the differences
between 7β-OHC-treated cells and (7β-OHC+ (H89, U0126, U73122, or che-
lerythrine))-treated cells: * P≤0.05.

R. Sghaier, et al. Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology 194 (2019) 105432

16



catalase, and SOD activities, were considered as a cellular reaction in-
volved in the defense against the free radicals. The overproduction of
ROS could favor the increase of SOD, catalase and GPx activities in a
cascade of events to reduce oxidative stress. The disruption of Redox
equilibrium observed under treatment with 7β-OHC, in agreement with
previous studies [8,19,34,64], is also associated with an increase of
lipid and protein oxidation (MDA, CDs and CPs) which could be used as
biomarkers of oxidative stress in diseases associated with increased
levels of this oxysterol.
In 158 N cells exposed to 7β-OHC, as observed under treatment with

7KC [39], the overproduction of ROS was associated with a loss of
transmembrane mitochondrial potential (ΔΨm). Thus, we were inter-
ested in the characterization of mitochondrial functions in the presence
of 7β-OHC. In agreement with previous studies, we found that 7β-OHC
is an inducer of cell death associated with mitochondrial dysfunction,
including morphological, functional and metabolic mitochondrial al-
terations [8]. This includes: a loss of succinate dehydrogenase activity,
a loss of ΔΨm, an increase of mitochondrial mass, and an over-
production of O2●− at the mitochondria level. These findings are in
accordance with studies conducted on various cell types from different
species [16,17]. The increase of mitochondrial mass could be an
adaptative response of the mitochondria to prevent the loss of trans-
membrane mitochondrial potential and preserve mitochondrial meta-
bolism [65]. It has been reported that an increase of mitochondrial
mass was correlated to the hyperactivity of the mitochondrial complex
IV in the axons of patients with MS [66,67]. As it is known, the main
mitochondrial function is to control respiratory chain in order to pro-
duce energy in the form of ATP via TCA cycle which is primordial for
numerous cellular functions such as carbohydrates, proteins and lipids
metabolism [68]. Here, we remarked an enhancement of cellular lactate
(lactic acid), associated with a decrease of pyruvate level in the pre-
sence of 7β-OHC. This suggests a defect of carbohydrate metabolism
and in particular of glycolysis. The accumulation of lactic acid could
result from pyruvate conversion to regenerate NAD+ used to restore
glycolysis. Since pyruvate is the precursor of acetyl-CoA, the decreased
amount of pyruvate could be at the origin of TCA cycle impairment. The
alteration of the TCA cycle is supported by the reduced concentrations
of some organic acids of the TCA cycle, citrate, fumarate, succinate, and
malate in the presence of 7β-OHC. TCA cycle impairment can lead to
oxidative phosphorylation alteration, and consequently to

mitochondrial failure [39]. On the other hand, 7β-OHC induces a de-
crease in the cardiolipin levels. Similar observations were made in158 N
exposed to 7KC [69]. Cardiolipins are mitochondrial phospholipids
synthesized and located in the inner mitochondrial membrane, and are
involved in various mitochondrial functions and in bioenergetics [58].
The loss of cardiolipins content in mitochondria may also reflect bio-
chemical modifications of mitochondrial membrane. It is suggested that
the observed decrease of cardiolipins content could be consequence of
their increased hydrolysis by endogenous phospholipases, and/or by a
decreased de novo synthesis resulting from impaired function of the
enzymes involved in their synthesis, or by a decreased bioavailability of
cardiolipins precursors. During cell death, release of cardiolipins out-
side the mitochondria and outside the cells is also possible. These data
underline the major role of 7β-OHC in mitochondrial dysfunction.
Given the important role of lipids, including cholesterol in myelin

structure and brain health [70], it was important to evaluate the impact
of 7β-OHC on cholesterol metabolism via the quantification of some of
its precursors and derivatives. Under treatment with 7β-OHC, reduced
levels of total cholesterol and its precursors, lathosterol, lanosterol, and
desmosterol were observed, arguing in favor a defect on cholesterol
synthesis. Our results support previous findings reported on different
cellular lines treated with 24(S)-hydroxycholesterol or 7KC: these stu-
dies have shown that cholesterol synthesis alteration was associated
with other events such as mitochondrial damage and cell death [39]. As
our study reveals oxidative stress along with severe mitochondrial
dysfunctions, under treatment with 7β-OHC, this could explain even in
part, the cellular accumulation of 7KC formed by an oxidation of cho-
lesterol induced by ROS overproduction.
Our results support the idea that the alteration of cholesterol

synthesis, lead to cholesterol homeostasis disturbance, which in oxi-
dative stress conditions might be associated with increased levels of
some oxysterols. In addition, it has been reported that oxysterols can
disturb lipid homeostasis through the activation of transcription factors.
They can act on sterol responsive element binding proteins (SREBPs),
which activate several genes involved in cholesterol, triglycerides,
phospholipids, and fatty acid synthesis [71]. In addition, fatty acids,
which are components of phospholipids, are essential constituents in
the structure and functions of myelin sheath [72]. Thus, it was im-
portant to evaluate both the fatty acid profile and the phospholipid
content (sphingomyelin, phosphatidylcholine) when 158 N cells were

Fig. 12. Effects of dimethyl fumarate and mono methyl fumarate on the recovery of 7β-hydroxycholesterol-induced cell death. In these experiments, after
24 h of culture, 158 N cells were incubated with 7β-OHC (50 μM) for 6 h before the addition of DMF (25 μM), MMF (25 μM), or α-tocopherol (400 μM). The cells were
subsequently incubated with 7β-OHC (50 μM) associated with DMF, MMF or α-tocopherol for an 18 h additional period of time. A: total number of living cells
evaluated after staining with trypan blue; B: percentage of cells with apoptotic nuclei determined after staining with Hoechst 33,342. Data shown are mean ±
standard deviation (SD) of three independent experiments performed in triplicate. A two way ANOVA followed by a Student’s t-test was realized. Significant
differences between 7β-OHC-treated cells and the vehicle (ethanol (EtOH, 0.6%): # P≤0.05. Significant differences between 7β-OHC-treated cells and (7β-
OHC+DMF)-, (7β-OHC+MMF)- or (7β-OHC + α–tocopherol)–treated cells; * P≤0.05. No significant differences were observed between control (untreated
cells), vehicle (EtOH 0.6%), and vehicle (DMSO 0.05%).
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exposed to 7β-OHC. In this condition, a reduction of saturated fatty
acids as myristic acid (C14:0), palmitic acid (C16:0) and stearic acid
(C18:0), structural elements of membrane phospholipids, as well as of
phosphatidylcholine and sphingomyelin were observed. In addition, an
accumulation of total and very long chain saturated fatty acids
(VLCSFAs) has been remarked under treatment with 7β-OHC, which
points towards peroxisomal defect, since β-oxidation of VLCSFAs
leading to their degradation takes place in the peroxisome [73]. Thus,
as reported with 7KC, the treatment with 7β-OHC also induces perox-
isomal dysfunction [69]. Furthermore, it has been demonstrated that
the VLCSFAs are able to induce cell death, mitochondrial impairment,
and oxidative stress in nerve cells [74], which could aggravate the
cytotoxic effect of 7β-OHC. Moreover, MUFA and PUFA levels were also
reduced, which is in accordance with other studies, conducted on 158 N
cells in the presence of 7β-OHC [34]. It is also well established that
MUFA and PUFA are indispensable for neuronal membrane fluidity
[75], and have neuroprotective, anti-inflammatory, and antioxidant
properties [76,77].
According to previous findings on different cell lines, 7β-OHC was

considered as a strongly cytotoxic oxysterol. So, we intended to char-
acterize 7β-OHC-induced cell death. Our data show that 7β-OHC-in-
duced cell death triggers caspase-3 activation associated with frag-
mented and/or condensed nuclei. This supports that 7β-OHC induces an
apoptotic mode of cell death. Moreover, our data confirm that 7β-OHC
also triggers autophagy. Indeed, a higher percentage of cells with al-
tered lysosomes was observed. These data underline that 7β-OHC-in-
duced cell death is characterized by lysosomal dysfunction [78] which
could favor mitochondrial alteration [79]. Furthermore, a conversion of
LC3-I to LC3-II, and an increase of (LC3-II / LC3-I) ratio, which are
characteristics of autophagy, were detected demonstrating that 7β-OHC
simultaneously triggers apoptosis and autophagy, and induces an oxi-
apoptophagic process [64]. Altogether, our data highlight the major
role played by 7β-OHC in mitochondrial dysfunction, oxidative stress
induction, cellular metabolism alteration and cell death induction
which are common features observed during neurodegeneration. In
addition, our study brings new information on the signalling pathway
induced during 7β-OHC-induced cell death and supports the hypothesis
of an activation of the PKC / p38 / MEK signalling pathway [18].
When 158 N cells were simultaneously treated with DMF or MMF

and 7β-OHC, our data demonstrate that DMF, a therapeutic agent
(prescribed under the name of Tecfidera used for the treatment of re-
lapsing remitting MS), as well as MMF, which is its major metabolite,
known to have antioxidant and neuroprotective activities are able to
prevent 7β-OHC-induced cytotoxicity [22,23]. Under these conditions,
we observed an attenuation of cell detachment and a preservation of
plasma membrane integrity. It has also been shown that DMF induces
an increase of antioxidant molecules such as glutathione (GSH), car-
nitine, and ascorbic acid above basal levels [24]. These molecules,
especially ascorbic acid, are able to maintain membrane integrity in a
pro-oxidative environment by preventing lipid peroxidation [80]. In
our study, the ability of DMF to increase the levels of SH-groups sug-
gests that this compound might favor this mechanism. It may act
through the activation of Nrf2 pathway [81]. Thus, it was of interest to
evaluate the part taken by DMF and its major metabolite MMF on
Redox status. We therefore determine the ability of DMF and MMF to
inhibit the overproduction of ROS, to increase the antioxidant enzyme
activities (SOD, catalase, GPx), to increase SH-groups level, and to re-
duce lipid peroxidation and protein oxidation products. Overall, the
cytotoxic effects induced by 7β-OHC on 158 N cells were strongly at-
tenuated by DMF and MMF. In line with these findings, on human
oligodendrocytes (MO3.13 cells), it has been reported that DMF prevent
H2O2 overproduction-induced cell death, and enhances antioxidant
molecule levels [24]. In the presence of 7β-OHC, treatment with DMF
and MMF favors the recovery of mitochondrial function through the
restoration of succinate dehydrogenase activity, and mitochondrial
transmembrane potential. Furthermore, DMF and MMF are able to

counteract mitochondrial O2●− overproduction, supporting a role of
DMF and MMF on the control of cellular Redox potential [82]. In ad-
dition, DMF and MMF were able to attenuate the increase of mi-
tochondrial mass corresponding either to an increase of the number of
mitochondria and/or of their size [34]. Moreover, DMF and MMF
normalize cardiolipins levels. Since a loss of cardiolipins content or
alterations in the composition of these molecules have been associated
with mitochondrial dysfunction, the restoration of their content argues
in favor of the ability of DMF and MMF to prevent and restore mi-
tochondrial dysfunction. This conclusion is reinforced by the ability of
DMF and MMF to prevent TCA cycle alterations. These results underline
that DMF and MMF influence the activities of mitochondrial enzymes
including those of the TCA cycle. Pyruvate levels were also increased
associated with a reduction of lactate after preatreatment with DMF or
MMF: this argues in favor a recovery on carbohydrate metabolism and
especially glycolysis.
It is also well known that the myelin sheath is composed of ap-

proximately 70–80% of lipids [72]. The synthesis and incorporation of
phospholipids, sphingolipids, and cholesterol are critical for its devel-
opment and maintenance. Based on data demonstrating neuroprotec-
tion of DMF, we postulated that this molecule and its metabolite (MMF)
might increase the synthesis of lipids, which are major components of
myelin sheath. Of note, DMF and MMF were able to prevent 7β-OHC-
induced modification of cholesterol synthesis through the restoration of
the content of cholesterol precursors. The formation of oxidized cho-
lesterol derivatives (mainly 7KC) resulting chiefly from cholesterol
autoxidation was also reduced in the presence of DMF or MMF. How-
ever, DMF and MMF were unable to prevent the intracellular accu-
mulation of 7β-OHC. As the expression of the gene HSD11B1 encoding
for the enzyme 11β-HSD1 is considered unlikely, a conversion of 7β-
OHC to 7KC by this enzyme, is excluded. On the other hand, as the gene
HSD11B2 encoding for the enzyme 11β-HSD2 catalyzing the conversion
of 7β-OHC to 7KC is expressed, this may explain the persistent presence
of 7KC despite the powerful antioxidant effects of DMF and MMF. In
addition, we report the ability of DMF and MMF to normalize the fatty
acid profile. The reduction of VLCSFAs levels observed when 7β-OHC
was associated with DMF and MMF support that DMF and MMF not
only tend to normalize mitochondrial activity, but also peroxisomal
activity. Of note, DMF and MMF were also able to attenuate the de-
crease of phospholipids (sphingomyelin, phosphatidylcholine) which
are important component of myelin. Indeed, whereas the molar ratio of
cholesterol, phospholipids and glycosphingolipids in most membranes
is in the order of 25%:65%:10%, the molar ratios in myelin are in the
range of 40%:40%:20% [83]. As DMF and MMF contribute to restore a
normal lipid profile, concerning myelin associated-lipids (cholesterol,
phospholipids), it was important to determine how major myelin pro-
teins such as proteolipid protein (PLP) and myelin basic protein (MBP),
which correspond to 50 and 30% of myelin proteins, respectively [30],
and which are expressed by the 158 N cells [29], were affected by 7β-
OHC and what was the impact of DMF and MMF on these proteins.
Noteworthy, the increased expression of PLP was normalized with
MMF, and the increase expression of MBP observed with 7β-OHC was
more or less attenuated by DMF and MMF.
Finally, DMF and MMF are also able to counteract 7β-OHC-induced

apoptosis as well as autophagy. At the moment, on 158 N cells, similar
cytoprotective effects were only observed with α-tocopherol, DHA, and
biotin which allow attenuation of 7β-OHC-induced oxiapoptophagy
[8,31].

5. Conclusion

Our data obtained on oligodendrocytes 158 N demonstrate that 7β-
OHC induces ROS overproduction subsequently leading to increased
antioxidant enzyme activity, and oxidation of cellular macromolecules.
In addition, 7β-OHC triggers important mitochondrial dysfunctions:
decreases of ΔΨm, increases of mitochondrial mass, decreased
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cardiolipins content and alteration of the TCA cycle, which can influ-
ence the cellular metabolism, especially lipid metabolism. These dif-
ferent alterations contribute to cell death through oxiapoptophagy. The
different events associated with oxiapoptophagy, revealed from data
obtained in the present study and in previous studies, are summarized
in Supplementary Fig. 7. Our data also show that DMF and MMF at-
tenuate 7β-OHC-induced oxidative stress, mitochondrial dysfunction,
lipid metabolism alteration and cell death, which are hallmarks of
neurodegenerative diseases. As 7β-OHC is associated with neurode-
generation, the ability of DMF and MMF to counteract the toxicity of
this oxysterol reinforces the interest of DMF for the treatment of neu-
rodegenerative diseases as well as of other diseases associated with
increased levels of 7β-OHC [3,16].
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Biotin attenuation of oxidative stress, mitochondrial dysfunction, lipid
metabolism alteration and 7b-hydroxycholesterol-induced cell death in
158N murine oligodendrocytes

Randa Sghaiera,b,c,d, Amira Zarroukb,c,e,f�, Thomas Nurya, Ilham Badreddinea,g,h, Nora O’Briene,
John J. Mackrillf, Anne Vejuxa, Mohammad Samadii, Boubker Nasserh, Claudio Cacciaj, Valerio Leonik,
Thibault Moreaua,l, Mustapha Cherkaoui-Malkia , Ahmed Salhedine Masmoudid and G�erard Lizarda�
aUniversity Bourgogne Franche-Comt�e/Inserm, Team ‘Biochemistry of the Peroxisome, Inflammation and Lipid Metabolism’, Dijon,
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ABSTRACT
Mitochondrial dysfunction and oxidative stress are involved in neurodegenerative diseases
associated with an enhancement of lipid peroxidation products such as 7b-hydroxycholesterol (7b-
OHC). It is, therefore, important to study the ability of 7b-OHC to trigger mitochondrial defects, oxi-
dative stress, metabolic dysfunctions and cell death, which are hallmarks of neurodegeneration,
and to identify cytoprotective molecules. The effects of biotin were evaluated on 158N murine oli-
godendrocytes, which are myelin synthesizing cells, exposed to 7b-OHC (50mM) with or without
biotin (10 and 100nM) or a-tocopherol (positive control of cytoprotection). The effects of biotin on
7b-OHC activities were determined using different criteria: cell adhesion; plasma membrane integ-
rity; redox status. The impact on mitochondria was characterized by the measurement of trans-
membrane mitochondrial potential (DWm), reactive oxygen species (ROS) overproduction,
mitochondrial mass, quantification of cardiolipins and organic acids. Sterols and fatty acids were
also quantified. Cell death (apoptosis, autophagy) was characterized by the enumeration of apop-
totic cells, caspase-3 activation, identification of autophagic vesicles, and activation of LC3-I into
LC3-II. Biotin attenuates 7b-OHC-induced cytotoxicity: loss of cell adhesion was reduced; antioxi-
dant activities were normalized. ROS overproduction, protein and lipid oxidation products were
decreased. Biotin partially restores mitochondrial functions: attenuation of the loss of DWm;
reduced levels of mitochondrial O2

�� overproduction; normalization of cardiolipins and organic
acid levels. Biotin also normalizes cholesterol and fatty acid synthesis, and prevents apoptosis and
autophagy (oxiapoptophagy). Our data support that biotin, which prevents oligodendrocytes dam-
ages, could be useful in the treatment of neurodegeneration and demyelination.
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Introduction

Oxysterols are oxidized derivatives of cholesterol which
can accumulate in the plasma membrane and inside
the cell [1]. They have at least one additional oxygen
functionality in the chemical structure of cholesterol,
either in the ring region or in the side chain [1].

Oxysterols are formed by either spontaneous auto-oxi-
dation of cholesterol, by enzymatic reactions involving
cytochrome P450 enzymes, hydroxylases and dehydro-
genases, or by both processes [1]. Thus, 7b-hydroxycho-
lesterol (7b-OHC) can be produced either by auto-
oxidation of cholesterol on B hydrocarbon at C7, via
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free radicals [1], or by enzymatic synthesis from 7-oxo-
cholesterol (also named 7-ketocholesterol (7 kC)), which
is catalyzed by 11b-hydroxysteroid dehydrogenase 1
(HSD11B1) [2]. Several studies have highlighted the
harmful effects of some oxysterols, particularly in age-
related diseases [3]. It is well established that 7b-OHC is
associated with familial combined hyperlipidemia [4].
Moreover, it has been reported that 7b-OHC is one of
the most abundant oxysterols contributing to severe
cardiovascular diseases [5], and also to the progression
of coronary atherosclerotic plaques and atherosclerosis
[6,7]. 7b-OHC was also found at high levels in the
plasma of patients with Smith–Lemli–Opitz syndrome,
which is due to a defect in the cholesterol synthesizing
enzyme 7-dehydrocholesterol reductase [8], as well as
in Niemann–Pick disease type C, which is caused by a
lipid trafficking disorder [9].

It is noteworthy that the brain is rich in cholesterol
[10], which makes it vulnerable to ROS and to the for-
mation of oxysterols as 7b-OHC. In Parkinson’s disease
(PD) abnormally high levels of 7b-OHC were localized
to the visual cortex [11]. In Huntington’s disease (HD)
increased levels of 7b-OHC were found in the putamen
[12]. In Alzheimer’s disease (AD), which is characterized
by the accumulation of b-amyloid, produced from the
amyloid precursor protein (APP) via a proteolysis reac-
tion, both amyloid-b and APP contribute to the
enhancement of the neurotoxic effects of 7b-OHC [13].
In AD, both 7b-OHC and 7 kC are abundant [14]. There
is now evidence of a progressive myelin breakdown in
AD, resulting from oligodendrocyte dysfunction [15].
Myelin is a proteolipidic complex which wraps around
the axons and is essential for the transmission of nerve
impulse [16]; its composition is �70% lipid and 30%
protein including proteolipid protein (PLP) and myelin
basic protein (MBP) [17]. Oligodendrocytes, which are
myelin-producing cells, are vulnerable to b-amyloid and
iron accumulation, considered as risk factors of AD [18].
In addition, 7 kC and 7b-OHC are associated with
demyelinating neurodegenerative diseases such as
X-linked adrenoleukodystrophy (X-ALD) and multiple
sclerosis (MS) [19]. In X-ALD, oxidative stress is one of
the most important biomarkers of this disease; it can
contribute to cholesterol auto-oxidation leading to the
formation of oxysterols such as 7 kC and 7b-OHC, which
may favour the development and the progression of
the disease [19]. In MS, which is a neurodegenerative
disease of the central nervous system (CNS) character-
ized by damage to myelin and nerves destruction [20],
the plasma level of 7 kC is increased compared to that
of normal individuals. It has also been reported that
7 kC can be converted to 7b-OHC by HSD11B1 [2]. This

isoenzyme was described in glial (oligodendrocytes,
astrocytes) and neuronal cells [21]. In humans, HSD11B1
catalyzes both the conversion of 7b-OHC to 7 kC and
the reciprocal reaction [22]. It is important to underline
that these two oxysterols are tightly interdependent
and that the biological effects of one of them do not
exclude the involvement of the other. Since 7b-OHC is
often associated with diseases which enhanced 7-kC
levels, it is thus possible that 7b-OHC might contribute
to the pathology of MS.

Currently, it is supposed that all neurodegenerative
diseases have a similar pathoetiology involving oxida-
tive stress, mitochondrial damage, inflammation and/or
cell death processes, and it can be hypothesized, based
on experimental data, that some oxysterols such as 7b-
OHC can contribute to neurodegeneration [23,24]. As
there is considerable evidence supporting a role for 7b-
OHC in demyelinating diseases, it is important to char-
acterize its biological activities. It has been shown that
7b-OHC triggers an apoptotic mode of cell death in
human U937 monocytic cells [25], C6 rat glioma cells
[26], human retinal pigment epithelial cells [27], and in
158N murine oligodendrocytes [24]. In 158N cells, 7b-
OHC induces a mode of cell death by oxiapoptophagy,
characterized by the induction of oxidative stress asso-
ciated with mitochondrial dysfunction leading to a
mode of cell death with both apoptotic and autophagic
characteristics [24]. Oxiapoptophagy was also observed
in 7 kC and 24S-hydroxycholesterol-treated 158N cells
[24,28]. Thus, based on its side effects, 7b-OHC might
contribute to demyelinating processes via oligodendro-
cyte dysfunction.

To oppose the deleterious effect of 7b-OHC, different
strategies can be proposed, they can consist of either (i)
degrading 7b-OHC and/or (ii) inactivating it via sulfon-
ation or esterification with specific enzymes and/or (iii)
inhibiting its signalling pathways leading to side effects
with natural or synthetic molecules [29]. At the
moment, a-tocopherol (the major component of vita-
min E) and docosahexaenoic acid (DHA, C22:6 n–3) are
the only molecules that can attenuate the noxious
effects of 7b-OHC [24,30]. Biotin is present in human
plasma at 0.25 nM and in the cerebrospinal fluid (CSF)
at 0.06 nM [31]. Furthermore, it is used at high doses
(300mg/day/orally; MD1003, MedDay Pharmaceuticals,
Paris, France) for the treatment of progressive MS [32].
Under treatment with MD1003, the plasma level of bio-
tin reaches 1.5mM 3hours after oral administration and
rapidly decreases, but no information is available on
the corresponding levels of biotin in the CSF. However,
if we consider that biotin level is 4–5 times lower in the
CSF than in the plasma, the maximum biotin content in
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the CSF could reach around 300–400 nM with MD1003.
Currently, biotin is considered as a promising drug,
through its biological activities, and ongoing clinical tri-
als [33]. It has been established that biotin (vitamin B8/
vitamin H) acts as a coenzyme for five carboxylases
involved in the TCA cycle and the metabolism of fatty
acids: acetyl-CoA carboxylases 1 and 2 (ACC1, ACC2),
pyruvate carboxylase (PC), propionyl-CoA carboxylase
(PCC) and 3-methylcrotonyl-CoA carboxylase (MCC)
[34]. Indeed, biotin is covalently bound to e-amino
group of a specific lysine residue on apocarboxylase.
The biotinylation of carboxylases is catalyzed by holo-
carboxylase synthetase and requires ATP [35] promot-
ing different carboxylation reactions, which are
involved in fatty acid synthesis, glucose metabolism
and amino acid catabolism [34]. In addition, biotin reg-
ulates the expression of various genes. In a human T
cell line (Jurkat cells), biotin regulates the activity of the
transcription factor NF-kB [36]. Biotin is also involved in
the control of the expression of asialoglycoprotein
receptor and insulin receptor in human hepatoblastoma
cells [37]. In the murine macrophage cell line (J774.1)
biotin downregulates TNF-a production [38]. Biotin,
which is often used as a dietary supplement, also has
therapeutic effects for various chronic dermatitis dis-
eases [39] and it decreases hypercholesterolemia [40].
Moreover, it is an efficient treatment for the orphan
neurological disease, biotin-thiamine-responsive basal
ganglia disease [41]. High doses of biotin (MD1003)
used as treatment for X-ALD and MS [33,42], have lead
to the suggestion that biotin might promote myelin for-
mation in oligodendrocytes and increase the produc-
tion of brain energy [33] which are considered as an
attractive strategy for the treatment of MS in its pro-
gressive form [43].

As biotin plays a crucial role in brain chemistry [44],
and given its ability to prevent mitochondrial damage
[33], we asked whether it was able to prevent 7b-OHC-
induced side effects leading to oligodendrocyte dam-
age, which can contribute to demyelination.

Material and methods

Cell culture and treatments

Murine oligodendrocyte 158N cells were cultured in
Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) (Lonza,
Amboise, France) containing 5% (v/v) heat-inactivated
fetal bovine serum (FBS) (Dutscher, Brumath, France)
and 1% antibiotics (penicillin, streptomycin) (Dutscher).

7b-hydroxycholesterol (7b-OHC) was provided by
Mohammad Samadi (Metz, France) [45]; quality control
was realized with 1H and 13C NMR spectra obtained

with a Bruker Avance 400 spectrometer; the purity was
>99% (Supplementary Figure 1). Stock solutions of
7b-OHC were prepared in absolute ethanol at 800 mg/
mL (2mM), sonicated for 10min and stored at 4 �C.
Biotin (Sigma-Aldrich) stock solution was prepared at 0.
5mM in the culture medium, vortexed and then stored
at �20 �C. Vitamin E (a-tocopherol, ref: T3251, Sigma-
Aldrich) was prepared at 80mM in absolute ethanol
(used at 400 mM), as described previously [30]. Murine
oligodendrocytes 158N were seeded either in six-well
plates at 30,000 cells per cm2 (240,000 cells per well of
6 wells plates) with 2mL of DMEM, or in Petri dishes
(10-cm diameter) at 30,000 cells/cm2 (2.35� 106 cells
per Petri dish) with 10mL of DMEM, and then incu-
bated in a humidified atmosphere (5% CO2, 95% air) at
37 �C. Cells were trypsinized (0.05% trypsin-0.02% EDTA
solution) and passaged twice a week.

In all experiments, after 24 h of culture, 158N
cells were incubated with 7b-OHC (50 mM) for 24 h
with or without biotin (1, 10, 100 and/or 1000 nM), or
a-tocopherol (400 mM) as a positive control. Biotin
and a-tocopherol were added 2 h before 7b-OHC.
Additional experiments were performed to assess the
effect of biotin in the recovery of 7b-OHC (50 mM)-
induced cell death. In these experiments, after 24 h of
culture, 158N cells were incubated with 7b-OHC (50mM)
for 6 and 10 h before the addition of biotin (10 and
100 nM), or a-tocopherol (400 mM); the cells were subse-
quently incubated with 7b-OHC associated with biotin
or a-tocopherol for an 18 and 14 h additional period of
time. The choice of the 7b-OHC concentration (50mM)
is based on the previous study by Ragot et al. [30].

Analysis of cell morphology by phase contrast
microscopy

After 24 h of treatment with or without 7b-OHC (50mM)
in the presence or absence of biotin (10 and 100 nM) or
a-tocopherol (400 mM), cell morphology and cell density
of 158N cells were determined by phase contrast
microscopy using an inverted-phase contrast micro-
scope (Axiovert 40 CFL, Zeiss, Jena, Germany).
Digitalized images were obtained with an AxioCam
ICm1 camera (Zeiss) with AxioVision software (Zeiss).

Analysis of cell adherence by crystal violet
staining

The crystal violet assay was used to quantify adherent
cells [46]. 158N cells were cultured with or without 7b-
OHC (50 mM) in the presence or absence of biotin (10 or
100 nM), or a-tocopherol (400 mM) for 24 h. At the end
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of the treatment, adherent cells were washed, then
stained with crystal violet (Sigma-Aldrich) for 5min, and
rinsed three times with distilled water. After drying,
crystal violet was dissolved with 0.1% sodium citrate
(Sigma-Aldrich) diluted in 50% ethanol (Carlo Erba, Val
de Reuil, France), and the absorbance was read at
570 nm using a microplate reader (Tecan Sunrise,
Tecan, Lyon, France).

Evaluation of mitochondrial status

Evaluation of mitochondrial transmembrane poten-
tial with DiOC6(3)

Variations in transmembrane mitochondrial potential
(DWm) were assessed by flow cytometry with the cat-
ionic lipophilic dye 3,30-dihexyloxacarbocyanine iodide
DiOC6(3) (Thermo Fisher Scientific, Montigny le
Bretonneux, France) [30,47]. At the end of the treat-
ment, adherent and nonadherent cells were pooled
and stained with DiOC6(3) (40 nM, 15min, 37 �C). The
loss of DWm is indicated by a decrease of green fluores-
cence intensity collected through a 520 ± 10 nm band
pass filter. Ten thousand cells per sample were col-
lected on a Galaxy flow cytometer (Partec, M€unster,
Germany), and data were analyzed with FlowJo soft-
ware (Tree Star Inc, Ashland, OR, USA).

Evaluation of mitochondrial mass with
MitoTracker Red

Mitochondrial mass was measured after staining with
MitoTracker Red (Thermo Fischer Scientific). Adherent
and nonadherent cells were pooled, washed with pre-
warmed DMEM (37 �C) without FBS and then incubated
(30min, 37 �C) with MitoTracker Red solution (100nM),
which was prepared in DMEM without FBS. At the end of
incubation, cells were pelleted by centrifugation and
resuspended in fresh prewarmed DMEM for analysis by
flow cytometry. The fluorescent signals were collected
through a 580/20nm bandpass filter on a FACS Aria III
flow cytometer (Becton, Dickinson, San-Jose, CA, USA).
Data were analyzed with FlowJo software (Tree Star Inc).

Measurement of mitochondrial production of react-
ive oxygen species with MitoSOX

The mitochondrial production of O2
�� was quantified

by flow cytometry after staining with MitoSOX (Thermo
Fisher Scientific), which accumulates in the mitochon-
dria [48]. Once in the mitochondria, this probe is oxi-
dized by O2

��, and exhibits orange/red fluorescence
(kEx Max ¼ 510 nm; kEm Max ¼ 580 nm). At the end of
the treatment, adherent and nonadherent cells were

polled and incubated with MitoSOX (5 mM, 15min,
37 �C). The fluorescent signals were collected through a
580 ± 20-nm band pass filter on a FACS Aria III flow
cytometer (Becton, Dickinson). Ten thousand cells were
acquired and data were analyzed with FlowJo software
(Tree Star Inc).

Characterization and analysis of cardiolipin levels
by liquid chromatography-tandem mass spectrom-
etry (LC-MS/MS)

The analysis and quantification of cardiolipins were real-
ized by liquid chromatography-tandem mass spectrom-
etry (LC-MS/MS) on an Agilent 6460 QqQ mass
spectrometer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA). Total lipids were extracted as previously
described by Folch et al. [49], then solubilized in 100 mL
of chloroform/methanol/water. The isolation of mito-
chondria was not required for cardiolipins quantifica-
tion, since these phospholipids are only present in this
organelle. Around 10 mL of extracted lipids were used
for lipidomic analysis as previously described by Vial
et al. [50]. Lipid standards and chemicals of the highest
grade available were from Avanti Polar Lipids (Coger
SAS, Paris, France) and Sigma-Aldrich. LC-MS/MS quality
grade solvents were from Thermo Fischer Scientific.

Analysis of organics acids, sterols and fatty acids
by gas chromatography coupled with mass
spectrometry

Organic acid, sterol and fatty acid profiles were ana-
lyzed by gas chromatography coupled to mass spec-
trometry (GC/MS) as previously described [51]. Total
cellular lipids were extracted by the Folch’s
method [49].

For analysis of organic acids, cellular homogenates
were added to a screw-capped vial together with deu-
terium-labelled or structurally homologous internal
standards, and butylated hydroxytoluene (BHT) and
EDTA. Vials were sealed with a Teflon septum and their
contents were rinsed with argon for 20min to remove
air. Alkaline hydrolysis was allowed to proceed at room
temperature (20 �C) with magnetic stirring for 30min in
the presence of 0.5M ethanolic potassium hydroxide
solution.

Sterols were collected by liquid–liquid extraction in
the presence of hexane. After termination of alkaline
hydrolysis by adjusting pH to acidic conditions with
HCl, all metabolites were extracted in sequential liquid
to liquid extraction with hexane and ethyl acetate.
The organic solvents were evaporated under a gentle
stream of argon, and converted to trimethylsilyl ethers
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with bistrimethylsilylfluoroacetamide (BSTFA) with tri-
methylchloro-silane (TMCS) 1% (Pierce/Thermo Fisher
Scientific).

GC–MS analysis was performed on a Clarus 600-D
spectrometer (Perkin Elmer, USA). The GC was equipped
with an Elite column (30m� 0.32mm id � 0.25mm
film; Perkin Elmer, USA) and injection was performed in
splitless mode using helium (1mL/min) as carrier gas.
The temperature program was as follows: initial tem-
perature of 80 �C was held for 1min, followed by a lin-
ear ramp of 10 �C/min to 220 �C, 20 �C/min to of 280 �C
and 5 �C/min up to 290 �C, which was held for 10min.
The mass spectrometer operates in full mass scan or
selected ion-monitoring mode. Peak integration was
performed manually, and metabolites were quantified
from selected-ion monitoring analyses against internal
standards using standard curves for the listed ster-
ols [51,52].

Evaluation of redox status

Evaluation of antioxidant enzymes activities: gluta-
thione peroxidase (GPx), superoxide dismutase
(SOD) and catalase (CAT) activity

Glutathione peroxidase (GPx) activity was determined
according to the method of Floh�e and G€unzler’s [53]. At
the end of the treatment, 158N cells were collected by
trypsinization, and lysed by sonication. Cell lysates were
incubated with 0.1mM of reduced glutathione (GSH)
and phosphate buffer saline (50mM, pH 7.8). The reac-
tion was initiated by addition of H2O2, and stopped by
incubation with trichloroacetic acid (TCA 1%, 30min,
4 �C), and then centrifuged at 1000 g for 10min. The
absorbance was read spectrophotometrically at 412 nm
(Lambda 25 Spectrophotometer, PerkinElmer, Villebon
Sur Yvette, France). GPx activity was expressed relative
to the protein content, which was determined by the
Bradford method [54].

Cellular superoxide dismutase (SOD) activity was
quantified as described previously [55]. This method is
based on the ability of SOD to reduce cytochrome
c-oxidation, induced by superoxide anions. SOD activity
was measured at 550 nm at 20-min intervals for at least
five readings, and expressed relative to the protein
content.

Catalase (CAT) activity was determined by measuring
the consumption of H2O2 at 240 nm. At the end of
treatment, cells were trypsinized, and incubated with
RIPA buffer (10mM Tris-HCl, pH 7.2, 150mM NaCl, 0.5%
nonidet NP40, 0.5% Na deoxycholate, 0.1% SDS, 2mM
EDTA and 50mM NaF) in the presence of 1/25 complete
protease inhibitor cocktail tablets (Roche Diagnostics,

Indianapolis, IN, USA) for 30min on ice. Cells lysates
were collected after centrifugation (12,000 g, 20min,
4 �C). The reaction was initiated by the addition of Tris-
HCl (1 M, pH 7.4), MilliQ H2O and H2O2 (400mM)
(1:1:17) and the consumption of H2O2 (240 nm) was fol-
lowed for 2min, using a microplate reader (Tecan
Infinite M200 Pro). Catalase activity was expressed rela-
tive to the protein content determined with the bicin-
choninic acid (Thermo Fisher Scientific).

Measurement of the level of thiol groups

Thiol (SH) groups play a potent role in the protection
against free radicals. SH group levels were measured as
described by Flaure and Lafon [56]. At the end of the
treatment, cellular lysates were mixed with 5–50

DiThiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB) and incubated
in the dark at room temperature for 15min. The
absorbance of the resulting product was read spectro-
photometrically at 415 nm on a Lambda 25
Spectrophotometer (PerkinElmer).

Measurement of reactive oxygen species production

The overproduction of ROS was quantified by flow
cytometry after staining with dihydroethidium (DHE;
Thermo Fisher Scientific), which was prepared in
dimethyl sulfoxide (DMSO) and used at 2 mM. DHE is a
widely used sensitive O2

�� probe; once in the cell, DHE
oxidation yields at least two fluorescent products, 2-
hydroxyethidium, and ethidium, which exhibits an
orange/red fluorescence (kEx Max ¼ 488 nm; kEm Max ¼
575 nm) [57,58]. ROS overproduction was also quanti-
fied with a lipophilic fluorochrome: dihydrorhodamine
123 (DHR123, Sigma-Aldrich) used at 6 mM. DHR123 is
mainly oxidized by the action of H2O2, on rhodamine
123 (kEx Max ¼ 505 nm; kEm Max ¼ 529 nm) [48,59].
Fluorescent signals of DHE and DHR123 were collected
with 590 and 520/20 nm bandpass filters, respectively.
Ten thousand cells were acquired from each sample on
a Galaxy (Partec) flow cytometer. Data were analyzed
with FlowJo software (Tree Star Inc).

Measurement of lipid peroxidation products: conju-
gated dienes and malondialdehyde

Lipid oxidation was determined by the measurement of
lipid peroxidation products as conjugated dienes (CDs)
and malondialdehyde (MDA). CDs were measured as
previously described by Esterbauer et al. [60]. At the
end of the treatment, cells were lysed by sonication
and centrifuged (20,000 g, 30min, 4 �C). Lipids were
extracted with a chloroform-methanol (2:1) mixture.
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Extracted lipids were dissolved in hexane and absorb-
ance was measured at 243 nm.

The malondialdehyde (MDA) was evaluated as
described by Yoshioka et al. [61]. Proteins were precipi-
tated in the presence of trichloroacetic acid (TCA, 20%).
Thiobarbituric acid (TBA, 0.67%) was then added, and
the mixture was incubated for 30min at 95 �C.
Thereafter, 4mL of n-butanol was added and the
absorbance (optical density (OD)) was spectrophoto-
metrically read at 530 nm. The total MDA concentra-
tions were expressed in nmol/mg of protein by using
the Beer-Lambert law:

MDA concentration½ � ¼ OD= e � Lð Þ
L¼distance of the light travel through the solution ¼

1 cm (width of the cuvette)

eM MDAð Þ ¼ 1:56:10�5mM�1:cm�1

Measurement of protein oxidation products: car-
bonylated proteins

Carbonylated proteins (CPs) were measured according
to the method of Oliver et al. [62], which is based on
the formation of hydrazones in proteins, due to the
reaction of 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH) with CPs.
Cell lysates were incubated with DNPH (10mM in 2.5 N
HCl) in the dark for1 h under agitation every 15min. At
the end of the incubation, 20% of trichloroacetic acid
(TCA) was added, and the tubes were centrifuged
(1800 g, 5min). The precipitates were washed twice
with TCA (10%) and ethanol–ethyl acetate (V:V) solu-
tion, and then incubated with a guanidine hydrochlor-
ide solution (6M) for 10min at 37 �C. The absorbance
was measured at 370 nm using a Lambda 25
Spectrophotometer (PerkinElmer).

Evaluation and characterization of cell death

MTT assay

The MTT colorimetric assay was used to evaluate the
ability of cells to reduce tetrazolium salt, 3-(4,5-dime-
thylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT,
Sigma-Aldrich) to a blue formazan by succinate
dehydrogenase, which is a mitochondrial enzyme. Only
metabolically active cells can transform MTT into forma-
zan. The MTT assay, which reflects cell viability (mito-
chondrial activity) and/or cell growth, was carried as
described previously [63] on 158N cells cultured in 6-
well plates and treated for 24 h with biotin (1, 10, 100
and/or 1000 nM), or a-tocopherol (400 mM) in the pres-
ence or absence of 7b-OHC (50 mM). After 3 h of incuba-
tion with the MTT substrate (37 �C, 5% CO2), the

absorbance was read at 570 nm with a microplate
reader (Tecan, Sunrise, Tecan, Lyon, France). MTT data
interpretation was realized by comparison with data
obtained by cell counting in the presence of try-
pan blue.

Cell counting with trypan blue

After 24 h of treatment, with or without 7b-OHC (50 mM)
in presence or absence of biotin (10 and 100 nM) or
a-tocopherol (400 mM), both adherent and nonadherent
cells were collected by trypsinization. The total number
of viable cells was counted with a Mallasez counting
chamber in the presence of trypan blue (V/V) (Axiovert
40 CFL, Zeiss).

Identification of living cells by staining with fluores-
cein diacetate

Only living cells are able to transform the fluorescein
diacetate (FDA) on fluorescein through esterase activity
[64]. 158N cells were treated for 24 h with or without
7b-OHC (50 mM) in the presence or absence of biotin
(10 and 100 nM) or a-tocopherol (400 mM). At the end
of the treatment, 158N cells were incubated with FDA
(50mM, 5min, 37 �C), then lysed with 10mM of Tris-HCl
solution containing 1% sodium dodecyl sulfate (SDS).
Fluorescence intensity (kEx Max: 485 nm, kEm Max:
528 nm) was measured with a Tecan fluorescence
microplate reader (Tecan Infinite M200 Pro, Lyon,
France). Cell viability determined with FDA is expressed
as % control: (fluorescence value in the assay)/(fluores-
cence value in the control).

Evaluation of cellular permeability and cell death
by staining with propidium iodide

Propidium iodide (PI) was used to evaluate cell death
and plasma membrane permeability, due to its ability
to enter in cells with damaged and permeable plasma
membranes, considered as dead cells [65,66]. Adherent
and nonadherent cells were pooled, stained with 1 mg/
mL of PI (15min, 37 �C) and analyzed with a Galaxy
flow cytometer (Partec). Fluorescence was collected
through a 590/10 bandpass filter and 10,000 cells were
acquired. Data were analyzed with FlowJo software
(Tree Star Inc).

LDH measurement

158N cells were treated with or without 7b-OHC
(50mM) in the presence or absence of biotin (10 and
100 nM) or a-tocopherol (400 mM). At the end of the
treatment, culture medium was collected and
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centrifuged. Lactate dehydrogenase (LDH) activity was
quantified using a commercially available kit
(#ab102526, Abcam, Paris, France) allowing to measure-
ment of LDH activity at a wavelength of 450 nm in a
kinetic mode at 25 �C for 30–60min, using a microplate
reader (Tecan Infinite M200 Pro).

Nuclei staining with Giemsa and Hoechst 33 342

Nuclear morphology was evaluated after staining with
Giemsa and Hoechst 33 342. 158N cells were treated in
the presence or absence of 7b-OHC (50mM) with or with-
out biotin (10 and 100 nM), or a-tocopherol (400mM). At
the end of treatment, 40,000 cells were deposited onto
glass slides by cytocentrifugation (5min, 1500 rpm) with
a cytospin 2 (Shandon, Sheschire, UK), and then fixed
5min with methanol. After staining with Giemsa for
6min at room temperature, the preparations were
washed, mounted with a Dako mounting medium (Dako,
Copenhagen, Denmark), and stored at 4 �C until observa-
tion. Nuclear morphology was also determined after
staining with Hoechst 33,342 (2mg/mL) [30]. For each
sample, 300 cells were counted to determine, the per-
centage of apoptotic cells. Normal cells have regular and
round nuclei whereas apoptotic cells have condensed
and/or fragmented nuclei [65].

Measurement of lysosomal integrity with acridine
orange

The integrity of lysosomes was quantified based on
their acidity, by flow cytometry after staining with the
lysosomotropic acidic probe (acridine orange (AO); kEx
Max: 500 nm; kEm Max: 526 nm) [67]. In acidic condi-
tions, AO emits an orange/red fluorescence, when
excited by a blue light [68]. 158N cells were treated
with 7b-OHC (50mM) in the presence or absence of bio-
tin (10 and 100 nM), or a-tocopherol (400 mM). At the
end of the treatment, adherent and nonadherent cells
were pooled and incubated with AO (5 mg/mL) for
15min at 37 �C, and then were analyzed on a Galaxy
(Partec) flow cytometer. The orange fluorescence of AO
was collected with a 590/20 nm bandpass filter, and
measured on a logarithmic scale. Ten thousand cells
were collected. Data were analyzed with FlowJo soft-
ware (Tree Star Inc).

Polyacrylamide gel electrophoresis and Western
blotting analysis

After 24h of treatment, adherent and nonadherent cells
were trypsinized and incubated for 30min on ice in RIPA
buffer containing a complete protease inhibitor cocktail
(Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA). After centrifu-
gation (20min, 10,000g), the supernatant was collected

and the protein concentration was measured using bicin-
choninic acid reagent (Thermo Fisher Scientific). Seventy
micrograms of protein were diluted in a loading buffer
(125mM Tris-HCl, pH 6.8, 10% b-mercaptoethanol, 4.6%
SDS, 20% glycerol, and 0.003% bromophenol blue), sepa-
rated on a SDS-PAGE gel, and transferred into a nitrocellu-
lose membrane (Thermo Fischer Scientific). Nonspecific
binding sites were blocked by incubation with 5% milk
powder in PBST (PBS, 0.1% Tween 20, pH 7.2) and the
membranes were incubated overnight at 4 �C with the
primary antibody diluted in 5% milk in PBST. For apop-
tosis and autophagy analysis, the antibodies used were
directed against caspase-3 (Ozyme/Cell Signaling #9662)
(for detection of the endogenous level of full length casa-
pase-3 (35 kDa) and its large cleavage product (17 kDa)),
and LC3-I/II (#L8918, Sigma Aldrich) (detecting LC3-I
(18 kDa) and LC3-II (16 kDa)), respectively; all antibodies
were rabbit polyclonal antibodies; they were used at a
final dilution of 1/1000. For myelin proteins analysis (PLP
and MBP); PLP expression was determined with a rabbit
polyclonal antibody (PLP; Novus, NB10074503) and MBP
expression with a mouse monoclonal antibody (MBP;
Millipore, MAB381). An antibody directed against b-actin
(mouse monoclonal antibody (#A2228, Sigma Aldrich))
was used at a final concentration of 1/10,000. Membranes
were washed three times for 5min, with PBST and incu-
bated for 1h at room temperature with horseradish per-
oxidase-conjugated goat anti-rabbit (for caspase-3, LC3-I/-
II, and PLP) diluted at 1/5000 in 1% milk powder in PBST
or antimouse antibody against MBP or b-actin, diluted at
1/5000 in 1% milk powder in PBST. The membranes were
then washed and antibody binding revealed using an
enhanced chemiluminescence detection kit (SuperSignal
West Femto Maximum Sensitivity Substrate, Thermo
Fisher Scientific) and Chemidoc XRSþ (Bio-Rad, Marnes la
Coquette, France). Band intensity was determined with
Image Lab software (Bio-Rad).

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using the statistical
Package for Social Sciences SPSS 21.0 with the nonpara-
metric Mann–Whitney test. Data were considered statis-
tically significant at a p-value of 0.05 or less.

Results

Evaluation of the effects of biotin on cell
morphology and cell adhesion

Initially, we determined whether biotin was able to pre-
vent 7b-OHC-induced cytotoxicity. To this end, the con-
centration dependence of biotin on the cytotoxicity of
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7b-OHC was determined using the MTT assay: after 24 h
of culture, 158N cells were incubated with 7b-OHC
(50 mM) for 24 h with or without biotin (1, 10, 100 and
1000 nM); biotin was added 2h before 7b-OHC. Under
these conditions, 7b-OHC-induced cytotoxicity was only
prevented with biotin at concentrations of 10, 100 and
1000 nM (Supplementary Figure 2). The cytoprotection
was similar with these three concentrations. Therefore,
further experiments were only performed using biotin
at concentrations of 10 and 100 nM. So, the morpho-
logical study realized by phase microscopy was done
on 158N cells treated with 7b-OHC (50 mM, 24 h) in the
presence or absence of biotin (10 and 100 nM), or a-toc-
opherol (400 mM), used as positive control. Marked
effects of biotin on cell adhesion and cell growth were

apparent in images taken from the center of culture
wells (Figure 1). With 7b-OHC, there were increased
numbers of floating cells and reduced number of
adherent cells, indicating a loss of cell adherence.
However, when 7b-OHC was added with biotin (10 and
100 nM), the normal morphology and the cell adher-
ence of 158N cells was restored and there was a
marked decrease in the number of floating cells (non-
adherent cells) (Figure 1(A)). Moreover, the impact of
biotin on cell adhesion was further evaluated using the
crystal violet assay. Under treatment with 7b-OHC, there
was a significant decrease in the percentage of adher-
ent cells compared to vehicle-treated and control cells
(Figure 1(B)). When 7b-OHC was added with biotin,
there was a significant increase in adherent cells

Figure 1. Effect of 7b-hydroxycholesterol and biotin on cell growth and adherence. 158N cells were cultured for 24 h in the pres-
ence or absence of 7b-hydroxycholesterol (7b-OHC, 50 mM) with or without biotin (10, 100 nM), or a-tocopherol (400 mM).
The effects on cell growth and cell adherence were determined by phase contrast microscopy (A) and crystal violet staining (B).
Data shown are mean ± standard deviation (SD) of three independent experiments. Statistical analyses were performed with the
Mann–Whitney test. No significant differences were observed between control (untreated cells), and vehicle (ethanol 0.6%).
The statistical significance of the differences between treated cells and the vehicle (ethanol (EtOH) 0.6%) was estimated using
the Mann–Whitney test: �p	 0.05. Significance of the differences between 7b-OHC-treated cells and (7b-OHCþ biotin (10 nM)),
(7b-OHCþ biotin (100 nM)) or (7b-OHCþ a–tocopherol)-treated cells; Mann–Whitney test: #p	 0.05.
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compared to 7b-OHC alone; these effects are compar-
able to those observed with a-tocopherol
(Figure 1(A–B)).

Cytoprotective effects of biotin

To evaluate the impact of biotin on 7b-OHC-induced
loss of membrane integrity and cell death, 158N cells
were cultured with or without 7b-OHC in the presence
or absence of biotin (10 and 100 nM) and further
stained either with MTT, trypan blue, fluorescein diace-
tate (FDA), or propidium iodide (PI).

The percentage of MTT positive cells (defined by the
ratio % MTT positive cells in the assay/% MTT positive
cells in the control) was significantly decreased with

7b-OHC (50 mM) compared to control and vehicle-
treated cells (Figure 2(A)). When 7b-OHC was added
with biotin (10 and 100 nM), this ratio was significantly
increased compared to 7b-OHC alone; similar effects
were observed with a-tocopherol (400 mM). In addition,
a significant decrease in the total number of living cells
was shown under treatment with 7b-OHC by counting
the living cells in the presence of trypan blue (Figure
2(B)). In the presence of 7b-OHC, biotin (10 and 100 nM)
significantly increased cell viability (Figure 2(B)). Thus,
the data obtained with the MTT test (A) associated with
cell counting in the presence of trypan blue (B) demon-
strate that biotin prevents 7b-OHC-induced cell death
and restores cell growth. After staining with FDA, there
was also a marked decrease of FDA positive cells

Figure 2. Effect of 7b-OHC and biotin on cell viability and plasma membrane integrity. 158N cells were cultured for 24 h in the
presence or absence of 7b-hydroxycholesterol (7b-OHC, 50 mM) with or without biotin (10 and 100 nM), or a-tocopherol (400mM).
The effects on succinate dehydrogenase activity were evaluated with the MTT test (A). the impact on cell viability was evaluated
by the counting of living cells after staining with trypan blue (B), the effect on plasma membrane esterase activity was measured
with the FDA assay allowing to quantify esterase activity (C), the plasma membrane permeability was measured after staining
with propidium iodide (PI) (% of PI-positive cells) (D). Data shown are mean ± standard deviation (SD) of three independent
experiments. Statistical analyses were performed with the Mann–Whitney test. No significant differences were observed between
control (untreated cells), and vehicle (ethanol 0.6%). Significant differences between treated cells and the vehicle (ethanol (EtOH)
0.6%): �p	 0.05. Significant differences between 7b-OHC-treated cells and (7b-OHCþ biotin (10 nM)), (7b-OHCþ biotin (100 nM))
or (7b-OHCþ a–tocopherol)-treated cells; #p	 0.05.
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(considered as living cells) in 7b-OHC-treated cells com-
pared to control and vehicle-treated cells (Figure 2(C)).
These observations are consistent with the results
obtained after staining with PI, which show in 7b-OHC-
treated cells, a higher percentage of PI-positive cells
(more than 70% of PI-positive cells), corresponding to
cells with altered plasma membrane and/or dead cells
(Figure 2(D)). A significant decrease in the percentage
of PI-positive cells was also observed when biotin (10
and 100 nM) was added to 7b-OHC compared to 7b-
OHC alone (Figure 2(D)).

Thus, biotin, used at 10 and 100 nM, was able to
attenuate 7b-OHC-induced loss of membrane integrity
with an efficiency which was similar to that observed
with a-tocopherol (400 mM) (Figure 2(A–D)).

Biotin prevents 7b-hydroxycholesterol-induced
disruption of redox status

There are several lines of evidence that oxidative stress
is one of the major events involved in neurodegenera-
tive demyelinating diseases, such as MS [69,70]. In this
context, we examined the effect of 7b-OHC and biotin
on ROS overproduction (O2

�� and H2O2), antioxidant
activities (glutathione peroxidase (GPx), superoxide
dismutase (SOD) and catalase (CAT) activities), lipid
peroxidation products (malondialdehyde (MDA) and

conjugated dienes (CDs)), and protein oxidation prod-
ucts (carbonylated proteins (CPs) and SH group level).

The quantification of ROS production, including O2
��

and H2O2, was evaluated by flow cytometry after stain-
ing with DHE and DHR123, respectively. The highest
percentages of DHE and DHR123 positive cells were
observed following 7b-OHC-treatment (Figure 3(A,B)).
This increase was significantly attenuated by biotin (10
and 100 nM) or a-tocopherol (400 mM) (Figure 3(A,B)).

Under treatment with 7b-OHC (50mM), a marked
increase of GPx, SOD and CAT activities was also
observed compared to control and vehicle-treated cells
(Figure 4(A–C)). Under the same conditions, a significant
reduction of SH groups was observed compared to con-
trol and vehicle-treated cells (Figure 4(D)). When 158N
cells were exposed to biotin (10 and 100 nM) prior to
addition of 7b-OHC, a significant increase on GPx and
SOD activities as well as of SH groups was observed,
compared to 7b-OHC alone and similar effects were
observed with a-tocopherol (400 mM) (Figure 4(A,B,D)).
The CAT activity was reduced when biotin (10 and
100 nM) was added with 7b-OHC, and increased CAT
activity was observed when a-tocopherol (400 mM) was
associated with 7b-OHC (Figure 4(C)).

In addition, colourimetric methods of analysis were
used to evaluate lipid and protein oxidation products. A
marked increase of CDs and MDA levels (reflecting lipid

Figure 3. Effect of biotin on 7b-hydroxycholesterol-induced ROS production. 158N cells were cultured for 24 h with or without
7b-hydroxycholesterol (7b-OHC; 50 mM) in the presence or absence of biotin (10 and 100 nM), or a-tocopherol (400 mM). % DHE
positive cells, including superoxide anion (O2

��) production, and % DHR 123 positive cells, including hydrogen peroxide (H2O2)
production, were detected by flow cytometry after staining with DHE (A) and DHR123 (B), respectively. Data shown are mean-
± standard deviation (SD) of three independent experiments. Statistical analyses were performed with the Mann–Whitney test.
No significant differences were observed between control (untreated cells), and vehicle (ethanol 0.6%). Significant differences
between treated cells and the vehicle (ethanol (EtOH) 0.6%): �p	 0.05. Significant differences between 7b-OHC-treated cells and
(7b-OHCþ biotin (10 nM)), (7b-OHCþ biotin (100 nM)) or (7b-OHCþ a–tocopherol)-treated cells; #p	 0.05.
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peroxidation) as well as of CPs (indicating protein oxi-
dation) were observed in 7b-OHC-treated 158N cells,
compared to control and vehicle-treated cells (Figure
5). This increase was significantly reduced when cells
were incubated with 7b-OHC in the presence of biotin
(10 and 100 nM), compared to treatment with 7b-OHC
alone (Figure 5).

Biotin prevents 7b-hydroxycholesterol-induced
mitochondrial damage

As mitochondria contribute to different mechanisms
leading to cell death and to the enhancement of oxida-
tive stress [70], it was important to evaluate the effect

of biotin at the mitochondrial level in 7b-OHC-treated
158N cells. To this end, the transmembrane mitochon-
drial potential (DWm) was measured by flow cytometry
after staining with DiOC6(3); cardiolipin level was quan-
tified by LC-MS; mitochondrial mass was measured by
flow cytometry with MitoTracker Red; overproduction
of O2

�� was quantified by flow cytometry after staining
with MitoSOX.

The effect of biotin on 7b-OHC-induced loss of DWm
revealed that the highest value of DiOC6(3) negative
cells (cells with depolarized mitochondria) was
observed with 7b-OHC-treated-cells (Figure 6(A)). Biotin
(10 and 100 nM) strongly attenuated the loss of DWm,
as did a-tocopherol (400 mM) (Figure 6(A)).

Figure 4. Effect of biotin and 7b-hydroxycholesterol on oxidative stress. 158N cells were incubated for 24 h with or without 7b-
hydroxycholesterol (7b-OHC, 50 mM) in the presence or absence of biotin (10 and 100 nM) or a-tocopherol (400 mM). The effects
on antioxidant enzymes activities were determined by colourimetric assays with the measurement of glutathione peroxidase
(GPx) activity (A), superoxide dismutase (SOD) activity (B), and catalase (CAT) activity (C), as well as by the measurement of SH
group (D). Data shown are mean ± standard deviation (SD) of three independent experiments. Statistical analyses were performed
with the Mann–Whitney test. No significant differences were observed between control (untreated cells), and vehicle (ethanol
0.6%). Significant differences between treated cells and the vehicle (ethanol (EtOH) 0.6%): �p	 0.05. Significant differences
between 7b-OHC-treated cells and (7b-OHCþ biotin (10 nM)), (7b-OHCþ biotin (100 nM)) or (7b-OHCþ a–tocopherol)-treated
cells; #p	 0.05.

FREE RADICAL RESEARCH 545



Figure 5. Effect of biotin on 7b-hydroxycholesterol-induced lipid peroxidation products and carbonylated protein formation.
158N cells were cultured for 24 h with or without 7b-hydroxycholesterol (7b-OHC, 50 mM) in the presence or absence of biotin
(10 and 100 nM) or a-tocopherol (400 mM). The effects on lipid peroxidation product formation were evaluated by the measure-
ment of conjugated dienes (CDs) (A), and malondialdehyde (MDA) (B) levels. The impact on protein oxidation was evaluated by
the measurement of carbonylated protein levels (C). Data shown are mean ± standard deviation (SD) of three independent experi-
ments. Statistical analyses were performed with the Mann–Whitney test. No significant differences were observed between con-
trol (untreated cells), and vehicle (ethanol 0.6%). Significant differences between treated cells and the vehicle (ethanol (EtOH)
0.6%): �p	 0.05. Significant differences between 7b-OHC-treated cells and (7b-OHCþ biotin (10 nM)), (7b-OHCþ biotin (100 nM))
or (7b-OHCþ a–tocopherol)-treated cells; #p	 0.05.
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Table 1. Organic acid profile in 158N cells exposed to 7b-hydroxycholesterol without or with biotin.
Organic acids

Glycolysis TCA cycle

Lactic acid Pyruvic acid Succinic acid Fumaric acid Malic acid Citric acid

Control 126.98 ± 7.99 15.27 ± 0.36 7.55 ± 0.11 1.33 ± 0.04 3.69 ± 0.1 4.79 ± 0.2
Vehicle (EtOH: 0.6%) 122.64 ± 3.53 14.13 ± 0.5 6.82 ± 0.05 1.22 ± 0.06 2.54 ± 0.08 3.84 ± 0.11
Biotin (10 nM) 104.40 ± 9.81 16.16 ± 0.01 9.01 ± 0.3 1.59 ± 0.05 4.62 ± 0.08 4.52 ± 0.45
Biotin (100 nM) 110.75 ± 6.59 14.96 ± 0.65 8.61 ± 0.4 1.66 ± 0.14 4.30 ± 0.15 4.35 ± 0.27
7b-OHC (50 mM) 220.59 ± 2.5a 8.11 ± 0.06a 5.46 ± 0.01a 0.93 ± 0.02a 1.75 ± 0.08a 2.80 ± 0.25a

7b-OHCþ Biotin (10 nM) 127.85 ± 7.09b 18.86 ± 0.43b 11.57 ± 0.23b 1.83 ± 0.17b 4.48 ± 0.17b 3.56 ± 0.35b

7b-OHCþ Biotin (100 nM) 104.98 ± 2.27b 17.48 ± 0.5 b 14.92 ± 0.8b 2.24 ± 0.06b 5.63 ± 0.19b 4.95 ± 0.00b

Concentrations are expressed as ng/million cells.
Results are expressed as mean ± standard deviation (SD) of three independent experiments. significant difference between vehicle (ethanol) and 7b-OHC-
treated cells is indicated by a(Mann–Whitney test; p< 0.05) and by b(Comparison between 7b-OHC and (7b-OHCþ biotin (10–100 nM)); Mann–Whitney
test; p< 0.05). 7b-hydroxycholesterol: 7b-OHC.

Figure 6. Effect of biotin on 7b-hydroxycholesterol-induced mitochondrial damage. 158N cells were cultured for 24 h with or
without 7b-hydroxycholesterol (7b-OHC, 50 mM) in the presence or absence of biotin (10 and 100 nM) or a-tocopherol (400 mM).
The transmembrane mitochondrial potential (DWm) was measured by flow cytometry after staining with DiOC6 (3) (A), cardiolipin
levels were determined by GC-MS (B), the mitochondrial mass was determined by flow cytometry after staining with MitoTracker
Red (C), and mitochondrial superoxide anion (O2

��) overproduction was evaluated by flow cytometry after staining with MitoSOX
(D). Data shown are mean ± standard deviation (SD) of three independent experiments. Statistical analyses were performed with
the Mann–Whitney test. No significant differences were observed between control (untreated cells), and vehicle (ethanol 0.6%).
Significant differences between treated cells and the vehicle (ethanol (EtOH) 0.6%): �p	 0.05. Significant differences between 7b-
OHC-treated cells and (7b-OHCþ biotin (10 nM)), (7b-OHCþ biotin (100 nM)) or (7b-OHCþ a–tocopherol)-treated cells; #p	 0.05.
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As cardiolipins are mitochondrial phospholipids
contributing to the control of mitochondrial bioener-
getic, which depends on DWm [71], it was also
important to determine the effects of 7b-OHC and
biotin on these molecules. Noteworthy, the highest
levels of cardiolipins were found with biotin treated
cells (10 and 100 nM) (Figure 6(B)). When 158N cells
were exposed to 7b-OHC, a significant decrease in
total cardiolipins was observed (Figure 6(B)). This
decrease was significantly counteracted when 7b-OHC
was associated with biotin (10 and 100 nM) or a-toc-
opherol (400 mM) (Figure 6(B)).

MitoTracker Red dye, which is specific for mito-
chondria and binds covalently and permanently to
mitochondrial proteins of living cells, was used to
measure the mitochondrial mass [72]. In the presence
of MitoTracker Red, the highest mean fluorescence
intensity (MFI) was found when 158N cells were
treated with 7b-OHC compared to control and
vehicle-treated cells, supporting either the possibility
of mitochondrial swelling (as a consequence of cell
death) and/or of an enhancement of mitochondrial
mass (to prevent mitochondrial dysfunctions) (Figure
6(C)). This increase was significantly inhibited by bio-
tin (10 and 100 nM) as well as by a-tocopherol
(400 mM) (Figure 6(C)).

Mitochondrial O2
�� overproduction was also evaluated

by flow cytometry after staining with MitoSOX. When
158N cells were exposed to 7b-OHC (50mM), a marked
increase in the percentage of MitoSOX positive cells (%
of cells overproducing mitochondrial O2

��) was observed
compared to control and vehicle-treated cells. This over-
production of O2

�� was significantly attenuated by biotin
(10 and 100nM) or a-tocopherol (400mM) (Figure 6(D)).
Altogether, these findings demonstrate the ability of bio-
tin to prevent mitochondrial damage.

To characterize more precisely the effects of 7b-OHC
and biotin at the mitochondrial level, the effects of
these molecules on glycolysis and TCA cycle were
studied.

Evaluation of the effects of biotin and 7b-OHC on
glycolysis and TCA cycle

The tricarboxylic acid cycle (TCA cycle) is a metabolic
pathway considered as source of energy from the mito-
chondria. The effects of 7b-OHC and biotin on different
organic acid levels implicated in glycolysis (lactic acid,
pyruvic acid) and in the TCA cycle (succinic acid,
fumaric acid, malic acid, citric acid) were evaluated.

In stress conditions, pyruvate is converted to lactate
via an LDH catalyzed reaction. This reaction requires
NADH, and the cells can continue to perform glycolysis
by regenerating NADþ. The amount of lactic acid (lac-
tate) was significantly enhanced when 158N cells were
exposed to 7b-OHC (220.59 ± 2.50 ng/million cells) com-
pared to vehicle-treated cells (122.64 ± 3.53 ng/million
cells). However, when 7b-OHC was added with biotin,
lactate levels were significantly reduced compared
to 7b-OHC alone (Table 1). In addition, the amount of
pyruvic acid (pyruvate) was significantly decreased in
7b-OHC-treated cells (8.11 ± 0.06 ng/million cells) com-
pared to vehicle-treated cells (14.13 ± 0.5 ng/million
cells). This decrease was significantly attenuated when
158N cells were simultaneously exposed to biotin (10
and 100 nM) and 7b-OHC compared to 7b-OHC alone
(Table 1).

On the other hand, a marked decreases in succinic
acid (succinate), fumaric acid (fumarate), malic acid
(malate) and citric acid (citrate) levels were observed
under treatment with 7b-OHC (50 mM) compared to
vehicle-treated cells. These decreases were significantly
counteracted when 7b-OHC was associated with biotin
(Table 1). This finding underlines the ability of biotin to
regulate the TCA cycle.

Evaluation of the effects of biotin on lipid
metabolism

Mitochondria also play an important role in cholesterol
and fatty acid metabolism. This lead us to study the
effect of 7b-OHC and biotin on sterol, oxysterol and

Table 2. Sterol and oxysterol profile in 158N cells exposed to 7b–hydroxycholesterol without or with biotin.
Cholesterol Lathosterol Desmosterol Lanosterol Triol 7 kC 7b-OHC

Control 2.84 ± 0.01 14.80 ± 0.15 12.93 ± 0.37 0.63 ± 0.00 0.17 ± 0.01 0.56 ± 0.02 0.62 ± 0.00
Vehicle (EtOH: 0.6%) 2.86 ± 0.02 14.07 ± 0.02 12.08 ± 0.13 0.58 ± 0.02 0.12 ± 0.01 0.59 ± 0.00 0.66 ± 0.04
Biotin (10 nM) 2.84 ± 0.07 26.86 ± 0.53 9.84 ± 0.13 0.86 ± 0.01 0.08 ± 0.05 0.63 ± 0.38 1.47 ± 4.49
Biotin (100 nM) 2.34 ± 0.03 43.25 ± 1.46 11.08 ± 0.07 0.81 ± 0.03 0.02 ± 0.00 0.39 ± 0.02 1.48 ± 0.10
7b-OHC (50 mM) 2.17 ± 0.13a 8.53 ± 0.17a 6.46 ± 0.07a 0.23 ± 0.01a 1.89 ± 0.16a 10.88 ± 0.34a 246.70 ± 0.59a (NB)
7b-OHCþ Biotin (10 nM) 2.75 ± 0.06b 7.55 ± 0.21b 6.95 ± 0.18b 0.34 ± 0.04b 1.40 ± 0.10b 7.09 ± 0.05b 500.46 ± 1.12b

7b-OHCþ Biotin (100 nM) 2.78 ± 0.13b 6.01 ± 0.12b 8.05 ± 0.31b 0.39 ± 0.04b 0.92 ± 0.06b 7.44 ± 0.41b 569.84 ± 26.95b

Concentrations are expressed as ng/million cells.
Results are expressed as mean ± SD of three independent experiments. Significant difference between vehicle (ethanol) and 7b-OHC-treated cells is indi-
cated by a(Mann–Whitney test; p< 0.05) and b(comparison between 7b-OHC and (7b-OHCþ Biotin (10–100 nM)); Mann–Whitney test; p< 0.05). 7b-OHC:
7b-hydroxycholesterol; 7KC: 7-ketocholesterol.
NB: The level of 7b-OHC in 7b-OHC-treated 158N cells (24 h) represents 1% of the initial mass of 7b-OHC introduced in the culture medium.
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fatty acid metabolism, evaluated by the profiles of
these different types of lipid.

Effects of biotin on sterol and oxysterol profiles

When 158N cells were exposed to 7b-OHC (50 mM), a
significant decrease in the cholesterol level was
observed compared to control and vehicle-treated cells,
and this decrease was prevented when 7b-OHC was
associated with biotin (Table 2).

Lathosterol levels were also lower in 7b-OHC-treated
cells compared to control and vehicle-treated cells, and
when 7b-OHC was associated with biotin (10 and
100 nM), the amount of lathosterol remained in the
same range as in 7b-OHC-treated cells (Table 2). Under
treatment with 7b-OHC, a marked decrease of desmos-
terol and lanosterol levels was also observed compared
to control and vehicle-treated cells; compared to 7b-
OHC-treated cells, the amount of these cholesterol pre-
cursors were slightly but significantly increased when
7b-OHC was associated with biotin (Table 2).

For triol, which is considered as a marker of oxidative
stress, a significant increase was detected in 7b-OHC-
treated cells compared to control and vehicle-treated
cells. It was slightly but significantly reduced when bio-
tin was associated with 7b-OHC compared to 7b-OHC
alone (Table 2).

In addition, 7-ketocholesterol (7 kC) and 7b-OHC lev-
els were also quantified. Under treatment with 7b-OHC,
a higher level of 7 kC, which is considered as a marker
of oxidative stress [73], was observed compared to con-
trol and vehicle-treated cells (Table 2). When 7b-OHC
was added with biotin, a significant decrease of 7 kC
level was observed compared to 7b-OHC alone (Table
2). Our data also show an important accumulation of
7b-OHC in 158N cells: 246.70 ± 0.59 ng/million cells
(Table 2). Surprisingly, in the presence of biotin (10 and

100 nM) associated with 7b-OHC, the levels of 7b-OHC
per cell are higher than in 7b-OHC alone (Table 2).

Evaluation of the effect of biotin on the fatty acid
profile

As shown in Table 3, a significant decrease in myristic
acid (C14:0), palmitic acid (C16:0), stearic acid (C18:0)
and arachic acid (C20:0) was observed in 7b-OHC-
treated cells compared to control and vehicle-treated
cells. These levels of fatty acids were significantly
enhanced and in the range of those observed in control
and vehicle-treated cells when biotin (10 and 100 nM)
was added prior to 7b-OHC.

Behenic acid (C22:0) was significantly higher in 7b-
OHC cells compared to control and vehicle-treated cells.
When the cells were exposed to 7b-OHC associated
with biotin (10 nM) a significant decrease was observed
while a significant increase was found with biotin
(100 nM) associated with 7b-OHC compared to 7b-OHC
alone (Table 3).

The amount of tetracosanoic acid (C24:0) and cerotic
acid (C26:0) was also significantly higher in 7b-OHC-
treated cells when compared to control and vehicle-
treated cells. It was significantly reduced with biotin
(10–100 nM) associated with 7b-OHC compared to 7b-
OHC alone (Table 3).

In addition, a significant reduction of total saturated
fatty acids with a carbon chain below 22 carbons
(
P

SFA C< 22) was observed in 7b-OHC-treated cells
compared to control and vehicle-treated cells. (

P
SFA

C< 22) was significantly increased when 7b-OHC was
associated with biotin (10 and 100 nM) compared to
7b-OHC alone. In addition, the total amount of very
long chain saturated fatty acid with a carbon chain
more than or equal to 22 carbons (

P
VLCSFA C
 22)

was higher in 7b-OHC cells. (
P

VLCSFA C
 22) was

Table 3. Saturated fatty acid profile in 158N cells exposed to 7b-hydroxycholesterol without or with biotin.

Control
Vehicle

(EtOH: 0.6%) Biotin (10 nM) Biotin (100 nM) 7b-OHC (50mM)
7b-OHCþ

Biotin (10 nM)
7b-OHCþ

Biotin (100 nM)

C14:0 109.48 ± 0.30 101.56 ± 0.86 123.25 ± 5.55c 101.94 ± 10.44 81.82 ± 0.36a 138.08 ± 1.69b 123.57 ± 6.17b

C16:0 2360.32 ± 25.67 2300.14 ± 40.89 2806.87 ± 17.60c 2626.80 ± 62.15c 1727.54 ± 29.59a 2828.48 ± 25.40b 2786.07 ± 5.10b

C18:0 1240.25 ± 21.80 1169.50 ± 22.09 1238.28 ± 13.84 1217.26 ± 2.43 722.54 ± 16.83a 1539.69 ± 35.82b 1334.08 ± 29.33b

C20:0 29.40 ± 2.49 24.36 ± 1.17 19.03 ± 1.72c 13.36 ± 0.48c 10.83 ± 1.14a 17.00 ± 1.03b 19.37 ± 0.38b

C22:0 4.61 ± 0.54 4.49 ± 0.18 6.46 ± 0.01c 4.89 ± 0.45 8.19 ± 0.26a 7.53 ± 0.15b 10.00 ± 0.47b

C24:0 8.32 ± 0.31 8.27 ± 0.18 12.48 ± 0.01c 8.36 ± 0.02 24.58 ± 0.84a 20.62 ± 0.37b 15.38 ± 1.09b

C26:0 1.47 ± 0.13 1.51 ± 0.28 2.67 ± 0.14c 1.79 ± 0.38 11.85 ± 0.91a 9.84 ± 0.45b 7.51 ± 0.15bP
SFA (C< 22) 3739.44 ± 44.69 3595.56 ± 16.77 4187.43 ± 0.07c 3959.36 ± 53.67c 2542.72 ± 14.26a 4523.25 ± 63.94b 4263.09 ± 30.02bP
VLCSFA (C
 22) 14.40 ± 0.98 14.27 ± 0.08 21.61 ± 0.12c 15.04 ± 0.05 44.62 ± 2.01a 37.99 ± 0.96b 32.89 ± 1.71bP
FA 3753.84 ± 43.70 3609.83 ± 16.69 4209.03 ± 0.0 5c 3974.40 ± 53.62c 2587.34 ± 12.25a 4561.24 ± 62.98b 4295.98 ± 31.73b

Concentrations are expressed as ng/million cells.
Results are expressed as mean ± SD of three independent experiments. significant difference between vehicle (ethanol) and 7b-OHC-treated cells is indi-
cated bya (Mann–Whitney test; p< 0.05), b(comparison between 7b-OHC and (7b-OHCþ Biotin (10 nM)) or (7b-OHCþ Biotin (100 nM); Mann–Whitney
test; p< 0.05), and c(Comparison between vehicle (DMSO 0.05%) and biotin (10 nM) or biotin (100 nM) treated cells; Mann–Whitney test; p< 0.05.)

P

SFA: Sum of saturated fatty acids;
P

VLCSFA: Sum of very long chain saturated fatty acids; 7b-hydroxycholesterol: 7b-OHC.
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significantly reduced when biotin (10 and 100 nM) was
associated with 7b-OHC compared to 7b-OHC alone
(Table 3).

As shown in Table 4, the analysis of mono-unsatur-
ated fatty acid (MUFA) revealed a significant decrease
in myristoleic acid (C14:1 n–5), sapienic acid (C16:1
n–10) and palmitoleic acid (C16:1 n–7), cis-vaccenic acid
(C18:1 n–7), eicosenoic acid (C20:1 n–9) and paullinic
acid (C20:1 n–7) levels, following treatment with 7b-
OHC (50mM) compared to control and vehicle-treated
cells. However, very long chain monounsaturated fatty
acids such as nervonic acid (C24:1 n–9) and hexacose-
noic acid (C26:1 n–9) were significantly increased.
Interestingly, when 158N were simultaneously treated
with biotin and 7b-OHC, an enhancement of most types
of MUFA was found, whereas a significant reduction of
nervonic acid (C24:1 n–9) and hexacosenoic acid (C26:1
n–9) levels were observed compared to 7b-OHC-treated
cells. The

P
MUFA was significantly reduced in 7b-OHC-

treated cells compared to control and vehicle-treated
cells; interestingly, when 158N cells were exposed to
biotin (10 and 100 nM) combined with 7b-OHC, a sig-
nificant increase of the

P
MUFA was observed com-

pared to 7b-OHC alone, and the values were either
higher or in the range of those observed in control and
vehicle-treated cells (Table 4).

As shown in Table 5, a significant decrease of all
polyunsaturated fatty acid (PUFA) was observed under
treatment with 7b-OHC, compared to control and
vehicle-treated cells. Cotreatment of 7b-OHC with bio-
tin (10 and 100 nM) induces an enhancement of all
PUFA levels compared to 7b-OHC alone. Thus, 7b-OHC
induces a significant decrease in total polyunsaturated
fatty acids (

P
PUFA), total polyunsaturated fatty acids

n–3 (
P

PUFA n–3) and total polyunsaturated fatty acids
n–6 (

P
PUFA n–6) compared to control and vehicle-

treated cells. These levels were significantly enhanced

when 158N cells were exposed to biotin (10 and
100 nM) associated with 7b-OHC compared to 7b-OHC
alone.

In addition, our results also show an increase in D4-
desaturase (C22:6 n–3/C22:5 n–3), D 8- desaturase
(C20:3 n–6/C20:2 n–6) and D 9- desaturase (C18:1 n–9/
c18:0) activity index as well as elongase activity index
(22:5 n–3/C20:5 n–3) under treatment with 7b-OHC
(Table 5). When 158N cells were cotreated with
7b-OHC and biotin (10 nM), a significant decrease in
D5-desaturase index (C20:4 (n–6)/C20:3 (n–6)) and D
9-desaturase (C18:1 n–9/C18:0) activity index was
observed. The decrease in D 8-desaturase (C20:3 n–6/
C20:2 n–6) activity index was revealed either under
cotreatment with (biotin (10 nM) associated with 7b-
OHC) and (biotin (100 nM) associated with 7b-OHC).
Under the same conditions, D 9-desaturase (C18:1
n–9/C18:0) activity index and elongase activity index
(22:5 n–3/C20:5 n–3) and (C18:1 n–9/C18:0) were
enhanced (Table 5).

Our results demonstrate the effects of 7b-OHC and
biotin on the fatty acid profile. It is noteworthy that
changes on the fatty acid profile can be in part the con-
sequence of mitochondrial dysfunction.

Altogether, these data bring new evidence of the
ability of biotin to act on sterol and fatty acid
metabolism.

Analysis of myelin proteins expression (PLP, MBP)
in 7b-hydroxycholesterol-treated murine
oligodendrocytes 158N without or with biotin

Myelin proteins such as proteolipid protein (PLP) and
myelin basic protein (MBP) correspond to 50 and 30%
of myelin proteins, respectively [74], and are
expressed by 158N cells [75]. Therefore, we deter-
mined whether PLP and MBP expression was affected

Table 4. Mono-unsaturated fatty acid profile in 158N cells exposed to 7b-hydroxycholesterol without or with biotin.

Control
Vehicle

(EtOH: 0.6%) Biotin (10 nM) Biotin (100 nM) 7b-OHC (50mM)
7b-OHCþ

Biotin (10 nM)
7b-OHCþ

Biotin (100 nM)

C14:1 n–5 2.19 ± 0.00 2.10 ± 0.02 3.34 ± 0.14c 3.32 ± 0.19c 1.61 ± 0.09a 2.34 ± 0.08b 2.18 ± 0.18b

C16:1 n–10 231.31 ± 6.96 230.16 ± 9.14 297.48 ± 9.00c 273.97 ± 12.24c 207.41 ± 6.36a 285.44 ± 7.43b 226.04 ± 5.61b

C16:1 n–7 454.04 ± 26.71 420.16 ± 28.80 617.21 ± 19.11c 574.15 ± 14.72c 313.62 ± 11.98a 617.24 ± 7.88b 622.45 ± 0.69b

C18:1 n–9 2239.11 ± 16.15 2035.46 ± 48.32 2317.24 ± 26.52c 2519.05 ± 39.06c 1970.72 ± 36.33 2391.74 ± 85.82b 2147.86 ± 25.81b

C18:1 n–7 502.24 ± 8.92 464.92 ± 46.02 670.29 ± 33.45c 478.28 ± 20.01 403.71 ± 2.75a 651.32 ± 1.43b 482.86 ± 2.72b

C20:1 n–9 62.63 ± 3.25 54.37 ± 0.23 74.37 ± 4.77c 68.47 ± 0.43c 16.82 ± 0.11a 58.64 ± 1.79b 50.22 ± 2.96b

C20:1 n–7 32.03 ± 0.04 34.63 ± 0.47 37.54 ± 1.82c 23.88 ± 2.18c 5.65 ± 1.00a 26.96 ± 1.49b 26.50 ± 1.17b

C22:1 n–9 2.37 ± 0.05 2.34 ± 0.04 3.47 ± 0.01c 3.35 ± 0.00c 2.29 ± 0.16 3.33 ± 0.09b 2.35 ± 0.08
C24:1 n–9 12.58 ± 0.53 13.01 ± 0.01 29.20 ± 0.27c 16.89 ± 0.42c 32.71 ± 0.96a 33.61 ± 0.20 26.31 ± 0.83b

C26:1 n–9 0.59 ± 0.03 0.62 ± 0.00 1.22 ± 0.03c 0.62 ± 0.03 2.27 ± 0.08a 2.03 ± 0.01b 1.50 ± 0.10bP
MUFA 3539.09 ± 47.48 3257.77 ± 17.64 4051.37 ± 27.41c 3962.00 ± 84.09c 2956.82 ± 13.18a 4072.65 ± 99.38b 3588.28 ± 22.11b

Concentrations are expressed as ng/million cells.
Results are expressed as mean ± SD of three independent experiments. significant difference between vehicle (ethanol) and 7b-OHC-treated cells is indi-
cated by a(Mann–Whitney test; p< 0.05.) b(comparison between 7b-OHC and (7b-OHCþ Biotin (10 nM)) or (7b-OHCþ Biotin (100 nM); Mann-Whitney test,
p< 0.05), and c(Comparison between vehicle (DMSO 0.05%) and biotin (10 nM) or biotin (100 nM) treated cells; Mann–Whitney test; p< 0.05.)

P
MUFA:

Sum of mono-unsaturated fatty acids. 7b-hydroxycholesterol: 7b-OHC.
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by 7b-OHC (50 mM), and what was the impact of biotin
(10, 100 nM) and a-tocopherol (400 mM; used as cyto-
protective control) on these proteins. Noteworthy,
whereas PLP and MBP expression were not or slightly
affected under treatment with a-tocopherol, biotin
and 7b-OHC, increased expressions of these proteins
were observed when 7b-OHC was associated with
a-tocopherol or biotin (Supplementary Figure 3).
Thus, PLP expression was enhanced when 7b-OHC
was associated with biotin (10 and 100 nM), whereas
in this condition MBP expression was only slightly
increased (Supplementary Figure 3). At the opposite,
PLP expression was slightly increased when 7b-OHC
was associated with a-tocopherol (400 mM), whereas
in this condition MBP expression was strongly
enhanced (Supplementary Figure 3). No differences
were observed between biotin 10 and 100 nM.

Biotin prevents 7b-hydroxycholesterol-induced
apoptosis and autophagy

The ability of 7b-OHC to trigger cell death was also
supported by an enhancement of lactate dehydrogen-
ase (LDH) activity (Figure 7(A)). As with morphological
criteria, evidence of apoptosis and autophagy were
also observed under treatment with 7b-OHC. The
effect of 7b-OHC and biotin on nuclear morphology
was assessed by staining with Giemsa and hoechst 33
342. As shown in Figure 7(B), the highest percentage
of cells with apoptotic nuclei, which are characterized
by condensed and/or fragmented cell nuclei, was

observed in 158N cells exposed to 7b-OHC. However,
when 7b-OHC was combined with biotin (10 and
100 nM), a marked decrease of percentage of cells
with apoptotic nuclei was observed compared to 7b-
OHC alone (Figure 7(B)). The effect of 7b-OHC and bio-
tin on the number of lysosomes per cell and/or auto-
phagic vesicles per cell, was assessed by staining with
acridine orange (AO) and evaluated by flow cytometry
by the percentage of AO positive cells. As shown in
Figure 7(C), the highest percentage of AO positive
cells was observed in 158N cells exposed to 7b-OHC;
when 7b-OHC was associated with biotin (10 and
100 nM), a marked decrease of AO positive cells was
observed compared to 7b-OHC alone (Figure 7(C)).
These different side effects (LDH activity, condensa-
tion and/or fragmentation of the nuclei, lysosomal
modifications) were strongly attenuated by a-tocoph-
erol (400 mM) (Figure 7).

In addition, apoptosis and autophagy were also
evaluated, by Western blotting. Activation of caspase-
3 (characteristic of apoptosis) was revealed by the
presence of cleaved caspase-3, which was clearly
observed following treatment with 7b-OHC (50 mM)
(Figure 8(A,B)). This event was counteracted when 7b-
OHC was combined with biotin (10 and 100 nM)
(Figure 8(A,B)). Moreover an induction of autophagy,
was revealed by an activation of LC3-II leading to an
enhancement of the ratio [(LC3-II)/(LC3-I)] (Figure
8(A–C)), and this effect was reduced when biotin
(10–100 nM) or a-tocopherol (400 mM) was associated
with 7b-OHC (Figure 8(A–C)).

Table 5. Polyunsaturated fatty acid profile in 158N cells exposed to 7b-hydroxycholesterol without or with biotin.

Control
Vehicle

(EtOH : 0.6%) Biotin (10 nM)
Biotin

(100 nM)
7b-OHC
(50 mM)

7b-OHCþ
Biotin (10 nM)

7b-OHCþ
Biotin (100 nM)

C18:2 n–6 32.66 ± 2.10 28.06 ± 0.94 37.72 ± 1.08c 38.50 ± 1.17c 23.14 ± 1.48a 34.63 ± 0.81b 27.78 ± 0.66b

C20:4 n–6 (AA) 314.84 ± 6.38 277.13 ± 2.48 326.89 ± 4.57c 276.78 ± 9.70c 203.91 ± 2.73a 276.71 ± 3.86b 264.79 ± 4.70b

C20:5 n–3 (EPA) 450.26 ± 2.05 400.48 ± 22.37 144.79 ± 2.62c 155.04 ± 1.28c 127.58 ± 0.95a 148.40 ± 2.20b 145.38 ± 5.51b

C20:3 n–6 87.23 ± 7.07 84.27 ± 2.34 87.55 ± 0.10 120.40 ± 0.85c 65.15 ± 2.24a 97.37 ± 3.56b 88.22 ± 6.46b

C20:2 n–6 52.96 ± 2.27 47.51 ± 0.10 32.73 ± 2.60c 33.71 ± 0.98c 15.72 ± 2.19a 42.69 ± 0.53b 41.36 ± 1.57b

C22:6 n–3 (DHA) 95.82 ± 2.21 82.47 ± 0.90 102.16 ± 2.47c 103.62 ± 0.49c 70.85 ± 0.86a 96.70 ± 3.52b 95.34 ± 0.21b

C22:5 n–3 (DPA) 92.21 ± 1.70 90.63 ± 3.51 91.29 ± 2.52 102.96 ± 1.88c 63.52 ± 0.87a 92.06 ± 2.32b 90.10 ± 5.93bP
PUFA 1588.33 ± 14.33 1373.67 ± 29.60 823.12 ± 8.36c 834.13 ± 8.76c 569.87 ± 3.31a 802.95 ± 0.70b 759.34 ± 24.67bP
PUFA (n–3) 638.29 ± 5.97 573.58 ± 26.79 338.24 ± 2.36c 361.61 ± 0.11c 261.95 ± 0.95a 337.16 ± 3.40b 330.82 ± 11.65bP
PUFA (n–6) 487.70 ± 5.07 436.96 ± 1.18 484.88 ± 5.99 469.40 ± 6.71c 307.91 ± 4.25a 451.40 ± 6.08b 422.17 ± 13.38bP
PUFA (n–3)/

P
PUFA (n–6) 1.31 ± 0.00 1.31 ± 0.06 0.70 ± 0.00c 0.77 ± 0.01c 0.85 ± 0.01a 0.75 ± 0.02b 0.78 ± 0.00b

D 4 : C22:6 (n–3)/C22 : 5 (n–3) 1.04 ± 0.00 0.91 ± 0.03 1.12 ± 0.00c 1.01 ± 0.02 1.12 ± 0.03a 1.05 ± 0.06 1.06 ± 0.07
D5: C20:4 (n–6) /C20:3 (n–6) 3.64 ± 0.37 3.29 ± 0.12 3.73 ± 0.06 2.30 ± 0.10c 3.13 ± 0.07 2.84 ± 0.06b 3.01 ± 0.17
D8: C20:3 (n–6) /C20 : 2 (n–6) 1.64 ± 0.06 1.77 ± 0.05 2.69 ± 0.22c 3.57 ± 0.08c 4.25 ± 0.73a 2.28 ± 0.11b 2.13 ± 0.08b

D9: C16:1 (n–7)/ C16:0 0.19 ± 0.01 0.18 ± 0.02 0.22 ± 0.01c 0.22 ± 0.00c 0.18 ± 0.00 0.22 ± 0.00b 0.22 ± 0.00#

D9: C18:1 (n–9)/ c18:0 1.81 ± 0.02 1.74 ± 0.07 1.87 ± 0.00c 2.07 ± 0.03c 2.73 ± 0.01a 1.55 ± 0.02b 1.61 ± 0.02b

Elongase: 22:5 (n–3)/C20:5 (n–3) 0.20 ± 0.00 0.23 ± 0.00 0.63 ± 0.03c 0.66 ± 0.02c 0.50 ± 0.00a 0.62 ± 0.02b 0.62 ± 0.02b

Elongase: C18:0/C16:0 0.53 ± 0.00 0.51 ± 0.02 0.44 ± 0.01c 0.46 ± 0.01c 0.42 ± 0.02a 0.54 ± 0.01b 0.48 ± 0.01b

Concentrations are expressed as ng/million cells.
Results are expressed as mean ± SD of three independent experiments. significant difference between vehicle (ethanol) and 7b-OHC-treated cells is indi-
cated by a(Mann–Whitney test; p< 0.05.) b(comparison between 7b-OHC and (7b-OHCþ Biotin (10 nM)) or (7b-OHCþ Biotin (100 nM); Mann–Whitney
test; p< 0.05.) and c(Comparison between vehicle (DMSO 0.05%) and biotin (10 nM) or biotin (100 nM) treated cells; Mann–Whitney test; p< 0.05.)P

PUFA: Sum of polyunsaturated fatty acids; D4: desaturase delta 4; D5: desaturase delta 5; D8: desaturase delta; D9: desaturase delta 9; AA: arachidonic
acid; EPA: eicosapentaenoic acid; DHA: docosahexaenoic acid; DPA: docosapentaenoic acid. (7b-hydroxycholesterol: 7b-OHC).
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Figure 7. Evaluation of the effect of biotin and 7b-hydroxycholesterol on lactate dehydrogenase activity, morphological aspects
of the nuclei and on lysosomal/autophagic vesicle content. 158N cells were cultured for 24 h with or without 7b-hydroxycholes-
terol (7b-OHC, 50 mM) in the presence or absence of biotin (10 and 100 nM) or a-tocopherol (400 mM). Under these conditions,
LDH activity, which is increased during cell death, was measured in the culture medium (A). The quantification of cells with apop-
totic nuclei was evaluated after staining with Giemsa and Hoechst 33 342; apoptotic cells are characterized by condensed and/or
fragmented nuclei whereas normal cells have round and regular nuclei; by fluorescence microscopy, after staining with Hoechst
33 342, apoptotic cells are clearly observed (B). The impact of 7b-OHC (50 mM) with or without biotin (10 and 100 nM) or a-toc-
opherol (400 mM) on lysosomal modifications involved in the autophagic process was determined by flow cytometry after stain-
ing with acridine orange (AO) (C). Data shown are mean ± standard deviation (SD) of three independent experiments. Statistical
analyses were performed with the Mann–Whitney test. No significant differences were observed between control (untreated
cells), and vehicle (ethanol 0.6%). Significant differences between treated cells and the vehicle (ethanol (EtOH) 0.6%): �p	 0.05.
Significant differences between 7b-OHC-treated cells and (7b-OHCþ biotin (10 nM)), (7b-OHCþ biotin (100 nM)) or (7b-
OHCþ a–tocopherol)-treated cells; #p	 0.05.
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Figure 8. Evaluation of the effect of biotin on 7b-hydroxycholesterol-induced apoptosis and autophagy on 158N murine oligo-
dendrocytes. 158N cells were cultured for 24 h with or without 7b-hydroxycholesterol (7b-OHC, 50 mM) in the presence or
absence of biotin (10 nM) and (100 nM) or a-tocopherol (400 mM). Apoptosis and autophagy were characterized by Western blot-
ting with appropriated antibodies raised against uncleaved and cleaved caspase-3 and LC3-I/LC3-II, respectively. Actin was used
as internal reference. Autophagy is characterized by an enhanced (LC3-II/LC3-I) ratio. Data shown are characteristic of three inde-
pendent experiments. A: Western blotting; B: densitometric analysis (caspase-3 (or cleaved caspase-3)/b-actin); C: densitometric
analysis (LC3-I (or LC3-II)/b-actin). Data shown are mean ± standard deviation (SD) of three independent experiments. Statistical
analyses were performed with the Mann–Whitney test. No significant differences were observed between control (untreated
cells), and vehicle (ethanol 0.6%). Significant differences between treated cells and the vehicle (ethanol (EtOH) 0.6%): �p	 0.05.
Significant differences between 7b-OHC-treated cells and (7b-OHCþ biotin (10 nM)), (7b-OHCþ biotin (100 nM)) or (7b-
OHCþ a–tocopherol)-treated cells; #p	 0.05.
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Figure 9. Effects of biotin on the recovery of 7b-hydroxycholesterol-induced cell death. In these experiments, after 24 h of cul-
ture, 158N cells were incubated with 7b-OHC (50 mM) for 6 h before the addition of biotin (10, and 100 nM), or a-tocopherol
(400 mM). The cells were subsequently incubated with 7b-OHC (50 mM) associated with biotin or a-tocopherol for an 18-h add-
itional period of time. (A) phase contrast microscopy; (B) total number of living cells evaluated after staining with trypan blue;
(C) percentage of cells with apoptotic nuclei determined after staining with Hoechst 33 342. Data shown are mean ± standard
deviation (SD) of three independent experiments. Statistical analyses were performed with the Mann–Whitney test. No significant
differences were observed between control (untreated cells), and vehicle (ethanol 0.6%). Significant differences between treated
cells and the vehicle (ethanol (EtOH) 0.6%): �p	 0.05. Significant differences between 7b-OHC-treated cells and (7b-OHCþ biotin
(10 nM)), (7b-OHCþ biotin (100 nM)) or (7b-OHCþ a–tocopherol)-treated cells; #p	 0.05.
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Effect of biotin in the recovery of 7b-
hydroxycholesterol-induced cell death

We also studied the effect of biotin (10 and 100 nM) on
7b-OHC (50 mM)-induced cell death when biotin was
added after 7b-OHC. With the FDA test, the ability of
a-tocopherol (400 mM) to prevent 7b-OHC-induced cell
death was the most efficient when a-tocopherol was
introduced in the culture medium 6h after 7b-OHC:
whereas significant, the cytoprotection found when
a-tocopherol was introduced 10 h after 7b-OHC, was
very slight (Supplementary Figure 4). Based on these
data, the effects of biotin (10 and 100 nM) were eval-
uated when it was added 6 h after 7b-OHC. Data
obtained by phase contrast microscopy, cell counting
with trypan blue, and nuclear staining with hoechst 33
342 show that biotin prevents 7b-OHC-induced cell
death and apoptosis induction; biotin was as efficient
as a-tocopherol (Figure 9). Therefore, biotin has also
cytoprotective effects on 7b-OHC-induced cell death
when it is added after this oxysterol.

Discussion

Increased levels of 7b-OHC are observed in the plasma,
and CSF of patients with neurodegenerative diseases
[11,13]. Elevated levels of 7b-OHC have been reported
in the cortex of patients with AD [23], and also in the
plasma of patients with X-ALD [19], which is a rare
demyelinating neurodegenerative disease, reinforcing
the interest in this oxysterol in the process of demyelin-
ation. Since 7 kC has been found at elevated levels in
the brain and CSF of MS patients [76], and can be con-
verted to 7b-OHC by HSD11B1, it is tempting to specu-
late that 7b-OHC might directly or indirectly contribute
to demyelination by inducing dysfunctions in oligoden-
drocytes. Based on in vitro studies on 158N oligoden-
drocytes, 7b-OHC has been shown to trigger
mitochondrial damage and oxidative stress which are
hallmarks of neurodegeneration [24,30]. It is, therefore,
important to find cytoprotective molecules with respect
to this oxysterol. At the moment a-tocopherol is the
most powerful molecule capable of preventing 7b-
OHC-induced side effects on nerve cells [24], but its
cytoprotective effect requires high concentrations
(200–400 mM) [30]. As encouraging results were
obtained with biotin in patients with progressive MS
[33], we asked whether this ubiquitous coenzyme was
able to attenuate 7b-OHC-induced side effects. It is
noteworthy that biotin, currently being evaluated in the
treatment of X-ALD and MS in its progressive form
[33,42], plays crucial roles in brain chemistry, myelin
synthesis and mitochondrial functions [33,34]. In the

present study, on 158N cells, which have several charac-
teristics of differentiated oligodendrocytes [75], we
report cytoprotective effects of biotin (10–100 nM) on
7b-OHC-induced mitochondrial damage, oxidative
stress and cell death, which are major events involved
in demyelination. In similar experimental conditions
than those used with a-tocopherol (200–400 mM) and
DHA (50 mM) on 158N murine oligodendrocytes [24,30],
our data show that biotin (10–100 nM) is as efficient as
a-tocopherol in preventing 7b-OHC-induced side
effects.

In agreement with previous data, 7b-OHC exhibits
cytotoxic effects on 158N cells characterized by modifi-
cation of cell morphology and cell functions [24,30]. A
marked increase of round and floating cells and a
decrease of adherent cells were revealed, suggesting
inhibition of cell growth and loss of cell adhesion which
can be at least in part the consequence of the modifica-
tion of actin configuration [72]. These changes were
accompanied with a loss of membrane integrity, sug-
gesting an alteration of membrane constituents associ-
ated with cell death. It is notable that when biotin was
added with 7b-OHC, a marked attenuation of these side
effects was observed. This highlights the ability of bio-
tin to prevent 7b-OHC-induced side effects on 158N
cells. It was therefore of interest to define the effect of
biotin on 7b-OHC-induced oxidative stress, mitochon-
drial damage, alteration of lipid metabolism (choles-
terol, fatty acids) and cell death, which are major events
involved in neurodegeneration, including
demyelination.

Our data demonstrate that 7b-OHC-induced side
effects are associated with disequilibrium of redox sta-
tus shown by an enhancement of antioxidant enzyme
activities (GPX, SOD, CAT) as well as activation of lipid
and protein oxidation [77]. The increase of antioxidant
activities under 7b-OHC treatment could be explained
by a cell reaction to protect the cells against increased
levels of O2

�� and H2O2. The enhancement of O2
��

could be the consequence of mitochondrial damage
and/or of the activation of various NADPH oxidase iso-
forms [24,78]. In our study, 7b-OHC-induced disequilib-
rium of the redox status is also associated with an
accumulation of MDA, CDs and CPs which can contrib-
ute to the alteration of plasma membrane and increase
permeability to PI. Thus, the increased permeability to
PI and the enhancement of LDH activity in the culture
medium of 7b-OHC-treated cells could be considered as
a consequence of oxidative stress leading to plasma
membrane alteration and secondary necrosis. Based on
these different findings and hypotheses, it was relevant
to consider whether biotin was able to prevent the
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modifications induced by 7b-OHC on the antioxidant
enzymes and on the lipid and protein oxidation prod-
ucts. Interestingly, when biotin or a-tocopherol were
added to 7b-OHC, an increase of GPx and SOD activ-
ities, and of SH groups was observed. Surprisingly, com-
pared to 7b-OHC-treated cells, enhancement of CAT
activity was only revealed in (7b-OHCþ a-tocopherol)-
treated cells. These latter data suggest that the cellular
targets of a-tocopherol and biotin are different.
Moreover, biotin was also able to prevent O2

�� and
H2O2 overproduction and consequently lipid peroxida-
tion and protein carbonylation. These data are in
accordance with previous findings from the kidneys of
diabetic mice [79], and they underline the effect of bio-
tin in the regulation of the redox status.

It is noteworthy that in 158N cells, 7b-OHC also
induced several mitochondrial dysfunctions [24]. We
attempted to bring additional information on the
impact of 7b-OHC on mitochondria with regards on
mitochondrial structure, function and metabolism
affected in neurodegenerative diseases. In agreement
with previous studies [25,80,81], we demonstrated that
7b-OHC induces alterations in mitochondrial function: it
inhibits the succinate dehydrogenase activity, decreases
DWm and enhances the mitochondrial production of
O2

��. These events were associated with an increased
mitochondrial mass which could be a consequence of
the loss of DWm. It can also be supposed that the
increase of the mitochondrial mass might be a conse-
quence of dysfunction of mitochondrial complexes
[82,83], which are implicated in the demyelination pro-
cess [84]. Moreover, as reported with 7 kC [85], 7b-OHC
might modify some components of the mitochondrial
membrane such as cardiolipins, which are mitochon-
drial phospholipids of the inner mitochondrial mem-
brane involved in various mitochondrial functions,
especially oxidative phosphorylation and ATP produc-
tion [71,72]. The decrease of mitochondrial cardiolipins
levels observed following treatment with 7b-OHC might
be the consequence of conversion of cardiolipins in
other lipids; increased cardiolipin oxidation; increased
cardiolipin hydrolysis by endogenous phospholipases;
decreased bioavailability or saturation of cardiolipin
precursors, which might reflect structural, biochemical,
bioenergetic and functional mitochondrial modifica-
tions [86]. A cellular release of cardiolipins, resulting
from topographical changes of cardiolipins, from the
mitochondria to the plasma membrane could also
occur [86,87]. In addition, in agreement with the loss of
DWm, 7b-OHC also significantly reduces the level of
TCA cycle intermediates (citrate, fumarate, succinate
and malate) [51,88].

This dysfunction of the TCA cycle explains the
increase of lactate production (due to increased gly-
colysis) and the decrease of pyruvate level. Since pyru-
vate is the precursor of acetyl-CoA, its decreased
amount could be the origin of a reduced concentration
of TCA cycle intermediates (citrate, fumarate, succinate
and malate), leading to the alteration of oxidative phos-
phorylation and respiratory function [51,88]. Altogether,
these data underline the major impacts of 7b-OHC at
the mitochondrial level.

Interestingly, biotin favours the recovery of mito-
chondrial function through the upregulation of succin-
ate dehydrogenase activity. It also counteracts the loss
of DWm and reduces the overproduction of mitochon-
drial O2

��. Currently, only a few molecules have been
identified for their capacity to prevent the 7b-OHC-
induced mitochondrial damage. Only docosahexaenoic
acid (DHA, C22:6 n–3) and a-tocopherol, as well as, the
combination of these two molecules, have been proven
to prevent 7b-OHC-induced mitochondrial damage in
158N cells [30]. Consequently, it was relevant to deter-
mine whether biotin can also prevent 7b-OHC-induced-
mitochondrial changes. Notable findings were that bio-
tin attenuates the increase of mitochondrial mass, and
normalizes the levels of cardiolipins. Biotin was also
able to regulate glycolysis and to prevent TCA cycle
alteration. Thus, our data support a crucial role of biotin
in preventing alterations in glycolysis and the TCA cycle
caused by 7b-OHC.

Cholesterol and its precursors are important for brain
health [89]. About 25% of the total body of cholesterol
is present in the brain [10], and 70% is localized in the
myelin sheath, which is synthesized by the oligoden-
drocytes in the CNS [90]. Cholesterol is an essential
structural component for myelin, and plays also a major
role in the regulation of myelin structure by modifying
the targeting of myelin basic protein (MBP) and myelin
compaction [91]. In our study, total cholesterol and its
precursors (lathosterol, lanosterol, and desmosterol)
were reduced in 7b-OHC-exposed cells, arguing in
favour of an alteration of cholesterol metabolism. Our
results support observations done in different cells
exposed to other cytotoxic oxysterols (24(S)-hydroxy-
cholesterol and 7 kC), which demonstrate that the alter-
ation of cholesterol synthesis is associated with
mitochondrial dysfunction leading different forms of
cell death including apoptosis and necroptosis [51,92].
The alteration of cholesterol synthesis could contribute
to the demyelination process and defects in the quality
of myelin [29]. Cholesterol can also be oxidized, leading
to the formation of 7 kC and 7b-OHC [93]. Nonetheless,
with exposure to 7b-OHC, an enhancement of the

556 R. SGHAIER ET AL.



intracellular level of 7 kC was revealed, indicating
enhanced oxidative stress and lipid peroxidation [93]. It
is interesting to note that biotin counteracts changes in
the level of some precursors of cholesterol observed in
the presence of 7b-OHC, and attenuates the increase of
7 kC, that could be related to the ability of biotin to pre-
vent oxidative stress.

In addition, fatty acids are essential components of
phospholipids which are abundant in the myelin sheath
[90]. It was consequently relevant to study the impact
of 7b-OHC with or without biotin on the fatty acid pro-
file. Reduced amounts of the saturated fatty acids myr-
istic acid (C14:0), palmitic acid (C16:0) and stearic acid
(C18:0), which are structural elements of membrane
phospholipids, were observed under treatment with
7b-OHC. These data argue in favour of a correlation
between TCA cycle dysfunction and the reduction of
fatty acid synthesis [94]. An increase of very long chain
saturated fatty acids (VLCSFA) as behenic acid (C22:0)
tetracosanoic acid (C24:0) and cerotic acid (C26:0), have
also been observed in 7b-OHC-exposed cells, suggest-
ing peroxisomal dysfunction, since b-oxidation of
VLCSFA occurs in the peroxisome [95]. Of note, it has
been demonstrated that an excess of VLCSFA can
induce cell death through proapoptotic pathway, which
is related to mitochondrial dysfunction and oxidative
stress [96]. In accordance with previous studies, the
amounts of monounsaturated fatty acid (MUFAs) and
polyunsaturated fatty acid (PUFAs) were also reduced in
158N cells exposed to 7b-OHC [77]. As unsaturated fatty
acids (MUFA and PUFA) are required for neuronal cell
functions and neuronal membrane fluidity [97,98], this
decrease could favour neurodegeneration [98,99]. It is
also important to underline that modifications in cellu-
lar fatty acid levels might be related to the repression
of ATP-citrate lyase (acyl) activity, which triggers down-
regulation of ELOVL6 and could consequently contrib-
ute to the modification of fatty acid profile [100].

Interestingly, biotin normalizes the level of saturated
fatty acids by increasing the amount of saturated fatty
acids (SFA; C< 22) and by reducing the amounts of
very long chain saturated fatty acids (VLCSFA; C
 22).
This also supports a role of biotin not only in mitochon-
drial activity and but also in peroxisomal activity [101].
Thus, as described with 7 kC, our data support that 7b-
OHC also induces peroxisomal dysfunction which could
contribute to 7b-OHC-induced cell death. In addition, in
the presence of 7b-OHC, biotin favours the increase of
MUFA and PUFA, which have antioxidant, anti-inflam-
matory and neuroprotective properties [99,102,103].
Thus, the increase of arachidonic acid (AA), eicosa-
pentaenoic acid (EPA), and docosahexaenoic acid (DHA)

levels, which are potent modulators of membrane fluid-
ity [104], extend the role of biotin as an antioxidant,
anti-inflammatory and neuroprotective compounds
capable of modulating membrane fluidity and neuronal
activity. These findings support that biotin not only par-
ticipates in fatty acid biosynthesis but also contributes
to preventing alteration of fatty acid metabolism. These
results reveal novel properties of biotin on fatty acid
metabolism and support the potential of biotin to
maintain myelin composition when oligodendrocytes
are exposed to toxic agents such as 7b-OHC. Thus, bio-
tin attenuates the quantitative modifications of lipids
(cholesterol, precursors of cholesterol, fatty acids)
involved in the biogenesis and/or the composition of
myelin. Consequently, it was interesting to determine
how major myelin proteins such as proteolipid protein
(PLP) and myelin basic protein (MBP), which correspond
to 50 and 30% of myelin proteins, respectively [74], and
which are expressed by the 158N cells [75], are affected
by 7b-OHC and what is the impact of biotin on these
proteins. Noteworthy, whereas PLP and MBP expression
were not or slightly affected under treatment with
a-tocopherol, biotin and 7b-OHC, increased expressions
of these proteins were observed when 7b-OHC was
associated with a-tocopherol or biotin suggesting that
these compounds can increase PLP and MBP expression
in stress conditions occurring under the action of dele-
terious environmental factor such as cytotoxic
oxysterols.

It was also important to characterize the mode of
cell death induced by 7b-OHC and to determine the
effect of biotin on 7b-OHC-induced cell death. Our data
demonstrate that 7b-OHC-induced cell death triggers
an apoptotic mode of cell death involving the mito-
chondrial signalling pathway and caspase-3 activation.
In agreement with previous studies, it is strongly sus-
pected that 7b-OHC-induced cell death is associated
with lysosomal dysfunction [67]. Compared to
untreated and vehicle-treated cells, the ability of 7b-
OHC to trigger autophagy is supported by highest
fluorescence intensities in the cells stained with acridine
orange, supporting the formation of autophagic
vesicles. Moreover, a conversion of microtubule-associ-
ated protein light chain 3 (LC3-I) to (LC3-II), which is a
specific criterion of autophagy, was detected with 7b-
OHC [24,28]. These findings confirm that 7b-OHC indu-
ces a complex mode of cell death defined as oxiapop-
tophagy [24,28]. Noteworthy, biotin was able to
counteract 7b-OHC-induced apoptosis and autophagy:
biotin reduces the percentage of cells with condensed
and/or fragmented nuclei, and attenuates caspase 3
cleavage as well the activation of LC3-I in LC3-II.
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Altogether, our results extend the ability of biotin to
activate repair mechanisms contributing to prevent 7b-
OHC-induced oxiapoptophagy. As the cytoprotective
activity of biotin was observed either in pretreatment
(introduction of biotin 2 h before 7b-OHC) or when bio-
tin was added 6 h after 7b-OHC, our data demonstrate
an interest of biotin both in a preventive and curative
context.

Conclusion

In the murine oligodendrocyte cell-line 158N, 7b-OHC
triggers a complex mode of cell death defined as oxia-
poptophagy. 7b-OHC induces oxidative stress associ-
ated with mitochondrial dysfunction, increased activity
of major antioxidant enzymes (SOD, CAT and GPx), lipid
and protein oxidation, modification of cholesterol and
fatty acid metabolism, and induction of apoptosis and
autophagy. Increased catalase activity and accumula-
tion of very long chain fatty acids which indicate per-
oxisomal dysfunction, were also identified. In addition,
when biotin is associated with 7b-OHC, enhanced
expression of major myelin proteins (PLP and MBP)
were observed. Altogether, our data demonstrate that
biotin is able to efficiently attenuate the different side
effects of 7b-OHC. Up to now, only two molecules,
a-tocopherol and DHA (C22:6 n–3), were reported to
prevent 7b-OHC-induced side effects [24]. With the pre-
sent study, three molecules have now been identified
that are capable of opposing the deleterious effects of
7b-OHC: a -tocopherol, DHA and biotin. This could be
of interest not only for the prevention but also for the
treatment of neurodegenerative diseases or of various
diseases associated with high levels of 7b-OHC [80]. It
will be also important to determine whether biotin is
effective on other cell types treated with 7b-OHC and
whether it can prevent cell dysfunction induced by
other oxysterols.
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