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RESUME

La motivation de ce mémoire est I'étude des pracese régulation énergétique impliqués dans la
maladie de Parkinson. Profitant du savoir-faire deeloppement d’outils pour I'analyse du
métabolisme cellulaire, un modeéle d’équations diféielles pour simulations dynamiques fut

premierement établi grace a la littérature surbass et les cinétiques des flux métaboliques.

Une plateforme d’expérience utilisant une sourcélédnents biologiques primaires fut choisie
puisqu’elle offre des avantages importants telssprerisque faible de biais biologique. Suivant la
création et 'adaptation spécifiques de protoceisant I'analyse de concentrations de molécules
biologiquement actives, des expériences sur deaiextle tranches de cerveau de souris modifiées
génétiquement ou affectées temporairement d’'unugdage mitochondrial, furent réalisées entres
autres grace a la collaboration de professeur Triideau de I'Université de Montréal, du

département de pharmacologie.

Grace aux analyses métabolomiques par chromatdgraplphase liquide suivie de spectroscopie
de masse et la mesure de concentrations de maédald’environnement extracellulaire, il fut
possible d’adapter les voies métaboliques du modelde calibrer ce dernier en ajustant ses

parametres, afin de reproduire les comportementardigues du tissu cérébral.

Grace a des simulations, il fut possible de dé@ainee autre des flux réactionnels non mesurables,
provenant de réponses cellulaires des tranchegmteau d’individus ayant subi I'extinction d’'un

géne impliqgué dans la maladie de ParkinsesrK2) ou d’individus sains a qui I'ajout d’'un

ionophore mitochondrial (CCCP) a été prodigué.

Ainsi, par analyse comparative face a l'organismaffecté, il fut possible d’énoncer qu’une
exposition a un agent de stress environnementdl gaeiser une diminution marquée et soutenue
des navettes énergétiques assurant le bon fonetivemt de la cellule. De plus, il fut possible de
démontrer que dans le test de stress de type gaagtes processus de régulation métabolique sont
suffisamment robustes pour empécher des changememiveau des métabolites. En effet, grace
aux simulations, il fut possible de constater ques dnécanismes d’adaptation des voies

métaboliques et des flux enzymatiques existent.

L’accomplissement final des travaux est leur sosmis pour publication dans un journal

scientifique avec comité de révisioRublic Library of Science, Computationnal Biology
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ABSTRACT

This project’'s main objective is to study the ingsplions of energy regulated pathways in
Parkinson’s Disease. As a first step, this goacisieved by the development of a literature based

ODE model as a cellular metabolism analysis tool.

Development of various experimental platforms résgdhat extraction, perturbation and analysis
of fresh brain tissue slices had less measuremmas B\fter new protocol development or
adaptation, metabolomic extracts and analysis texuth measurements of PD related gene knock-
out and mitochondrial decoupling pulse stress. Was performed on a mice model provided
through collaboration with Professor Trudeau of tHeiversité de Montréal, department of
pharmacology. These UPLCMS and extracellular daeewsed to adapt and calibrate the original

ODE model and curve fit the observed dynamics.

By comparing the different variations of the measwuent corroborated model, it was possible to
describe the variations of unmeasured cellular gsscinvolved in the mitochondrial CCCP-
ionophore andPARK-2 gene knock-out stresses. While a strong effedbserved following the
CCCP stress as the energetic level decreasescdistno effect is observed for the genetic PD
model from a metabolite concentration point of viéwfact, it is only by simulations’ flux analysis
that one can realise that this is possible as élleperformed naturally a rebalancing of fluxes,

suggesting a robust energy regulation.

As a final achievement, this work was submitted poblication in a peer reviewed scientific

journal:Public Library of Science, Computational Biology
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AVANT-PROPOS

On peut remonter jusqu’au mésolithique, soit il greviron 7 000 ans, pour trouver des preuves de
la trépanation parmi les formes primitives de digiet Elle n’était pas effectuée pour immoler,
mais comme une interventiaguérissante Que ce soit pour libérer les mauvais esprits our p
ouvrir la voie du troisieme ceil, la chirurgie réaéke autrefois avec un silex était pratiquée sur les
sujets victimes de fractures craniennes, de coiondsou encore de troubles mentaux. Méme si
I'on doit supposer une compréhension limitée desrdes fonctions du cerveau, il n’en reste pas
moins, comme l'enseignent les historiens, que detervention était le premier signe que les

hominidés considéraient le cerveau comme un orgitale

Dans la Grece antique, de nombreuses théoriesesublé du cerveau furent élaborées par
Hippocrate, Aristote et d’autres. Subséquemmenis dEEmpire romain, les connaissances du
systeme nerveux se sont élargies grace aux obiemwyate Galien, médecin de gladiateur, qui a
constaté les effets de difféerentes blessures sucdpacités de ’lhomme. Sa théorie se basait sur
I'importance des quatre humeurs et considéraieeanitres erreurs, que les nerfs étaient des canaux

analogues aux vaisseaux sanguins.

Il faut ensuite attendre la Renaissance pour v@pagitre quelques théories qui seront

éventuellement rejetées par les scientifiquesxdu® siécle. Ces derniers se sont davantage
intéressés a la matiére elle-méme, la divisantearx dubstances (blanche et grise), ainsi qu'a ses
différentes structures anatomiques reliées auxsigefonctions du corps.

C’est auxviil © siécle que I'on propose I'existence de différdotses cérébraux ayant différentes
fonctions, ainsi que le réle des nerfs assuratralesit de I'information entre ces sous-régionkeet
corps. Toutefois ce n'est qu'a compterxdx® siécle que les connaissances sur le systéme merveu
progressent réellement : on reconnait que le syst@rveux est électrique, qu'il est effectivement
constitué de lobes fonctionnels spécifiques, gast le fruit de I'évolution et que son unité
constituante fondamentale est le neurone.

Au xx-xx1° siécles, la somme des connaissances sur le systémeux s'accroitra de facon
considérable. L'intervention neurochirurgicale @stenue un domaine spécifique d’expertise. On a
écrit des articles, ouvrages et manuels sur le.s0jest un domaine ou la recherche a explosé et

continue de prendre de I'importance. Les étudedesgerveau humain se poursuivent en faisant
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appel a une approche multidisciplinaire et en metdaprofit les plus récents acquis des différents
domaines de recherche.

Malgré que I'’époque, les moyens et les outils abbsaingé au fil des siecles, le moteur de tous les
questionnements est resté le méme : la curiosi aéésir de comprendre. C’est avec cette méme
curiosité et ce méme désir qu'est rédigé le préseémoire, espérant pouvoir ajouter une

contribution utile & la compréhension du fonctiomeat du cerveau humain.



CHAPITRE1l INTRODUCTION

Au lendemain de la seconde guerre mondiale, le ba@mographique a permis aux sociétés de
se relever de la catastrophe. La pyramide démogapls’en est trouvée affectée et maintenant,
quelques soixante ans plus tard, vient s’ajoutenauveau facteur, celui du vieillissement de la
population. En effet, grace entre autres aux peogieé la science, on a réussi a allonger
I'espérance de vie. Ces facteurs combinés fonbee gue le pourcentage de décés par maladies
gériatriqgues augmente. Cette augmentation de lalathpn gériatrique fait naitre une nouvelle
demande d’outils thérapeutiques dont la faisabdiéénble acquise eut égard a la croissance
phénoménale des nouveaux moyens technologiques.cBoibler ces besoins et ces attentes, la
recherche se préoccupe davantage des affectioqedaEsines agées et tente de fournir des outils

d’intervention.

Dans le cadre de la présente étude, nous nousgrenshsur une de ces affections : la maladie de
Parkinson.

La maladie de ParkinsormP) est une affection neurodégénérative pernicieffgblissant

graduellement les habiletés cognitives et motrd@pproximativement 1% des personnes de
plus de 50 ans. Les facteurs biologiques et phygigles a la base de cette maladie étant
dorénavant mieux identifiés, des études plus spéei sont maintenant possibles et le

métabolisme énergétique est considéré comme weufactéritant une telle attention.

1.1 Problématique et hypothese

Le meétabolisme énergétique de toute cellule luimgtrsa fonction et son maintient. Les
mécanismes de consommation et de production d@&nesgnt régis par des processus
enzymatiques complexes étroitement lies a la geste® métabolites primaires et secondaires.
Alors que certains processus sont connus, la cdrapsion globale du métabolisme énergétique

cellulaire requiert encore beaucoup de recherche.

L’hypothése globale du projet est que les procedsuggulation énergétiques jouent un role clé
dans l'apparition et la progression deMB, et qu'il sera possible d'étudier ces proces$agia

d’'une plateforman silico, développée et validée par un ensemble de mesxtexellulaires et
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intracellulaires & partir d’extraits de cerveausteiris. Par plateformim silico, on entend une
modélisation des voies métaboliques combinant atesye d’équations différentielles ordinaires.

Alors que lamP est cliniquement reconnue par I'observation dgses et symptomes soutenus
provoqués par la mort denviron 50 % des neuronepashinergiques de la région du
mésencéphale nomméeabstancia nigra pars compactd la perte de 80 % de la dopamine du
striatum (Marsden, 1990), les raisons de la mortcds cellules ne sont pas clairement
déterminées. L’agrégation protéique anormale dpHasynucléine (-syn) en corps d’inclusion
intracellulaire, nommeé corps de Lewy (LB), est uantarqueur particulier des synucléopathies
comme lavP (Foulds, Mann, Mitchell, & Allsop, 2010). Malggr’ils ne soient pas entierement
décryptés, les processus de gestion desyh (production, utilisation, mutation, agrégatien
dégradation) sont suffisamment connus pour en cendpe les effets globaux sur le métabolisme

cellulaire (Uversky, 2007).

Etant donné que la population généralement affeptfela maladie de Parkinson subit les
particularités liees au phénomene de vieillissememihme les carences énergétiques, le
ralentissement enzymatique et la diminution defitatité de ces dernieres (Shringarpure &
Davies, 2002; Stadtman, 2006), il sera pertinedtudiier les implications de la régulation

énergétique cellulaire comme étant une cause gpdtition de lavP.

D’un point de vue ou de petites irrégularités frenfes perturberaient le systeme énergétique de
maniere éventuellement irréversible, il sera appéop'étudier les dynamiques rapides du
métabolisme a l'aide d’extraits de tissus vivafify d'obtenir des réponses dans une échelle de
temps intéressante d’'un point de vue expérimemnel des heures au lieu d'années, voire de
décennies). Conséquemment, une rationalisationrémdgtats par la modélisation des voies
majeures du métabolisme énergétique permettra midleo certaines lacunes inhérentes a toute
approche expérimentale, notamment en ce qui coackgrtrapolation des résultats sur une

échelle de temps plus grande.

1.2 Obijectif général

Dans le but de faire progresser les connaissangekes liens entre |laP et le métabolisme
énergétique des cellules du cerveau, il a étégggéntiel dans ces travaux de maitrise d’effectuer

une étude comparative des comportements meétabsligee cellules de cerveaux sains et
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pathologiques. Des approches expérimentales, avepantification du métabolome dans le
temps, etn silico, par la mise au point d’'un modéle cinétique-méighe, ont été sélectionnées.
A plus long terme, les résultats de cette étuderrpmmt permettre d’améliorer notre
compréhension des différences entre des comportesmeains et pathologiques, et
éventuellement pouvoir diagnostiquer de maniergzédinitiation de I'apparition de la maladie

et d’identifier des cibles pour guider la recherpharmaceutique.

1.3 Meéthodologie et organisation

Le corps de ce mémoire est séparé en cing (5) tckaple Chapitre 2 présente une revue de
littérature ; elle comporte trois (3) parties. Ddfsdre, la premiere partie aborde i&P, la
seconde partie effectue un survol du métabolisniell@iee et la troisieme partie expose les

différents outils de modélisation métabolique déppEs a ce jour.

Ensuite, le Chapitre 3 expose les méthodologiewitaptes mises de I'avant au cours de la
maitrise. On expose d’abord les différentes plateés expérimentales et analytiques couplées
considérées, puis on dresse une méthodologie patoriception de la platefornie silico et sa

calibration sur les données expérimentales.

Enfin, le Chapitre 4 présente le coeur du projeit, $0 manuscrit présentant I'essentiel des
résultats obtenus et analysés dans le cadre de wetitrise : Metabolomics and In-Silico
Analysis Reveal Critical Energy Deregulations inirAal Models of Parkinson's Disease Cet

article a été soumis pour publication au journBLOS Computational Biology.
Finalement, le Chapitre 5 offre un regard critigg@éral sur ce mémoire.
Le présent document comporte aussi une conclusiwiesle recommandations et d’annexes ou

sont regroupées des informations complémentail@si@scription des travaux réalisés.

CHAPITRE 2  REVUE DE LITTERATURE

Dans ce chapitre, une substruction est élaboréelassurer la compréhension du sujet.

Ainsi, le contexte particulier de I'étude de la adie de Parkinson sera exposé en premier lieu.
La pathologie sera d’abord brievement examinéenateaux social, individuel et cellulaire, puis
les facteurs de risques seront présentés. Paitda lsubiochimie derriere la maladie sera discutée
puis les zones cérébrales touchées seront ausgedec
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Etant donné les implications métaboliques de laadial la physiologie cellulaire du type animal
et ses variations phénotypiques seront d’abord oegets pour ensuite focaliser sur le
métabolisme cellulaire, ses voies centrales eppériques, et les régulations enzymatiques en

vue d’expliciter leurs implications particulieresyy le Parkinson.

Le métabolisme et ses régulations étant au ceptt@tide, leur modélisation par le biais d’'une
plateforme cybernétique sera présentée en troisigmelLes caractéristiques de la modélisation
dynamique seront mises en lumiere afin de montregu®i elle est intéressante pour le projet,
autant d’'un point de vue utilitaire actuel que de portée éventuelle d’'un tel modele

mathématique vers le diagnostic hétif de la malddi®arkinson.

Enfin, apres la description de I'état de I'art daps différents domaines, I'approche systeme sera

présentée et les objectifs spécifiques seront ptése

2.1 Maladie de Parkinson

Un médecin de Londres, James Parkinson a écAin: kssay on the Shaking Palsy » (Parkinson,

1817) dans lequel il faisait état de symptédmesbigsiparticuliers.

Malgré ces travaux hatifs, ces symptdmes ne fuasabciés a des modifications de certaines
zones motrices du cerveau uniqguement vers la fihnfigiécle, alors que le systéme nerveux était
dorénavant mieux compris. La nomination effectiwedrace a Jean Martin Charcot qui utilisa le
terme « Parkinson » une soixantaine d’années phdspour ses propres observations. Il constata
aussi que les observations de J. Parkinson déenivan fait deux maladies distinctes :
I'éponyme et la sclérose en plaques dissémindwitisoin de différencier les deux pathologies
(Charcot., 1880; Hafler, 2004; lllinois HomeopatMedical Association, 1882).

Toutefois, tel que décrit par Abbott, il fallut etidre les années soixante et la publication des
travaux de Arvid Carlsson portant sur la dopamiaelalsubstance noire du cerveau avant de
pouvoir poser des bases biochimiques aux symptonmesir ensuite tenter de traiter les

symptomes de la maladie de Parkinson avec une heuvmlécule, la levodopa (L-dopa)

! Alors que la sécrétion d’acétylcholine provoquedatraction musculaire, la dopamine la réduit. sgmptomes

de Parkinson apparaissent quand I'effet de la dopapest inférieur a celle de I'acétylcholine.
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(Abbott, 2007; Carlsson, Lindqvist, & Magnusson57p Aujourd’hui, malgré les années de
recherche effectuée surNg, la L-dopa est encore la substance qui a lehaustaux de réussite

et elle est la substance de référence pour cdetRarkinson (Wellstead, 2008).

2.1.1 De la société aux corps d’inclusion cellulaire

Etant donné les différences en termes environnahenilturel et industriel d’un pays a l'autre,
une prévalence globale ou par genre est ardueigirdéfne revue étoffée de la prévalence est
présentée sur le site web de Viartis (Viartis, 2J008utefois, certains avancent que la probabilité
de développer au cours de sa vie cette maladieodégénérative est de l'ordre de 2%
(Polymeropoulos et al., 1997). C'est la secondeadial neurodégénérative la plus commune
aprés I'Alzheimer, elle est reconnue par I'OrgatiisaMondiale de la Sant®Kis)* et elle est
répertoriée dans IBiagnostic and Statistical Manual — Revisioripsm-1v)3. Elle touche de 1 &
2% des personnes de 65 ans et plus et augments al@rd% pour les personnes de plus de
85 ans (Nuytemans, Theuns, Cruts, & Van Broeckho26mh0). Enfin, des études de prévalence
effectuées sur les pays les plus populeux au mapi®rte que le nombre de personnes de plus
de 50 ans était entre 4.1 et 4.6 millions en 2@08publera a environ entre 8.7 et 9.3 millions de
personnes d’ici a 2030, ce qui démontre I'urgeneecdmprendre la maladie en profondeur
(Dorsey et al., 2007). Il apparait évident gu’aleeenodification de la pyramide démographique,
le nombre de cas rapportés ne peut qu'augmentéral@e sociale, médicale et économique pour
la sociéteé.

2.1.2 Les facteurs de risque

Bien gu'il existe un bon nombre de causes idem#ipour la maladie de Parkinson, la majorité

des personnes touchées souffrent d’'un Parkinsopathique, soit pour lequel les causes ne sont

2 La MP est reconnue par I'Organisation Mondiale de lat&at répertoriée dans €iassification statistique
internationale des maladies et des probléemes déésaonnexegICD-10-CM-332). (World Health Organization,
1993)

% La démence liée a la maladie de Parkinson essifiéss dans 1©DSM-1V, publié par I'’Association Américaine de
psychiatrie, sous l'axe Il : conditions médicaligyue et désordre physique. Elle est aux cOtés daladmes
d’Alzheimer, d’'Huntington et de Pick. (A.P.A., 2000



6

pas connues. Or, pour les causes connues, ellesupsmt principalement le patrimoine
génétique de la personne et I'environnement dangelelle vit.

2.1.2.1 Causes génétiques

Bien que des mutations génétiques soient connaes,sont les cas confirmés de type familial
(~5%) (Dawson & Dawson, 2003; Fahn & Sulzer, 20@@rtaines recherches affirmant qu'il
existe un lien clair entre le développement de ddadie et I'historique familial ne permettent de
proposer des implications héréditaires qu’uniqudandams 15 a 20% du nombre total de cas
répertoriés (Nuytemans et al., 2010). Enfin, s@lus d’'une dizaine d’études, les membres d’'une
famille ayant un parent qui a développéMB ont un risque de 3 a 14 fois plus élevé qu'une
personne dont la famille au premier degré ne cotagmas de cas de personne atteinte (Pankratz
et al., 2008). Ces cas héréditaires impliquentiadess mutations génétiques qui peuvent sauter

une génération.

Globalement, sept (7) genes sont associés a l'tippade lamP. Dans le document de Pankratz,
Wojcieszek et Foroud, on retrouve ces genes dieséteux (2) sous-classes, en fonction de leur
caractére héréditaire. Ces classes autosomaux dotsifARK 1, 3, 5, 8) et récessif®ARK 2,

6, 7) sont respectivement présentés aux tableamiegeke A. Brievement, les protéines produites
par l'expression de ces genes sont impliqués dansndurotransmissionPARK 1), la
reconnaissance de protéines a dégraderk(2 et PARK5), la production d’acides aminés
importants pour la synthése de la dopamingerK 3), gestion de période énergétiguement
stressantesPARK 6), gestion du stress oxydatiaRK 7) et les interactions protéine-protéine et le
cytosqueletteraRK 8) (National Library of Medicine, 2011).

Malgré le bas taux de Parkinson familial, un efforportant est porté dans cette branche puisque
les dysfonctions élucidées par ces études peuwssi ae retrouver dans les cas apparemment
idiopathiques. De plus, pour palier aux mécanisafeectés par ces mutations, la cellule puise

pour chacune dans la méme source d’énergie celuipliquant le risque métabolique accru.



2.1.2.2 Causes environnementales

Un milieu de vie toxique est aussi reconnu commantétune cause d’apparition du
parkinsonisme. En effet, les gens vivant a proXngié sources de toxines agricoles comme le
Paraqudt (herbicide), la Roténone(pesticide) et le Man&b(fongicide) développent les
symptdomes parkinsoniens spécifiques (Halbach, Smhaob Krieglstein, 2004). Ces toxines
inhibent les complexes 1 (Paraquat et Rotenon&) @lianeb) de la respiration mitochondriale.

Cette voie métabolique est décrite a la sectiorb212

Aussi des solvants comme le toluéne et le n-hexatrle,disulfide de carbone, utilisé autant dans
les solvants ou pesticides, sont depuis longtengrgifiées en tant qu’origine a la mort cellulaire

par dommages mitochondriaux (Viartis, 2009).

Enfin, lors de la préparation erronée d'une droguecréative (1-methyl 4-phenyl
4-propionoxypiperidinemppF), il est possible de synthétiser par inadvertatieel-méthyle

4-phényl 1,2,3,6-tétrahydro pyridineRTF®) qui méne en quelques jours & I'apparition deifa

(Fermaglich, 1996, Langston, Ballard, Tetrud, &impn1983; Miller, 2007).

Les structures chimiques de ces composés soninpéésen I'annexe B.

2.1.2.3 Les causes probables

D’autres facteurs comme les stress énergeétiquesijtionnels et autres, ou encore une
combinaison de ces stress seraient vraisemblabteantant de causes vers I'apparition delia
Etant donné les besoins énergétiques importanhel@®nes en vue d’assurer leurs fonctions, en
cas dinefficacités métaboliques ou de carence gétique, ces derniéres concentreront leur
potentiel d’action hors des voies secondaires peurediriger davantage vers des voies
essentielles a leur survie. D’ailleurs il semblegaie les neurones les moins efficaces (faiblement

myélinisée) ou dont les besoins énergétiques sajaurs (axones largement déployés) soient les

4 Paraquat : 1,1-dimethyl-4,4-bipyridinium; ManebgiWjanese ethylene-bis-dithiocarbamate)

® Rotenone : 1,2,12,12a-tetrahydro-8,9-dimethoxy-2aéthyléthenyl-(1) benzopyrano (2,4-b) furo (2)3{1)-
benzopyran-6 (6H)-one

® Maneb : manganése éthyléne-1,2-bisdithiocarbamate

" Le MPPP est une drogue opiacée analogue au migmé(idémérol) et a I'héroine.

8 Les herbicide Paraquat et Cyperquat (MPP+) proxiendu MPTP.
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plus touchées (Braak, Rub, Gai, & Del Tredici, 2008ussi, des études nutritionnelles ont mis
en lumiére une relation entre les besoins troplsiqdes cellules et la neurodégénération
(Wellstead, 2008).

Finalement, malgré l'identification de facteurs yslbles, pour la majorité des cas, la science
actuelle ne permet pas d'établir de maniere sigatifre une causalité directe ; la maladie

demeure généralement sporadique. Or, dans tousidede Parkinson, il semble que les facteurs
sous-tendus permettent invariablement I'accumuladi® protéines usées a des niveaux toxiques,

menant a la mort cellulaire des neurones dopamonezg situées dans le mésencéphale.

2.1.3 Métabolisme de I' -synucléine et les corps de Lewy

Afin de comprendre les impacts métaboliques derdégation de la protéine d’alpha-synucléine

( -syn), il est important de décrire ses voies detigeslLes liens entre ses processus de
formation, d’endommagement, de dégradation et dgagion, et le phénomene d’inhibition par

les agrégats d’'un processus important de dégraddéid’ -syn sont expliqués dans le document
deétaillé présenté a I’Annexe C afin de faire retssbaspect dégénératif.

Un modele métabolique cinétique de I'énergétiqukilegre et de la gestion protéique de-Eyn
vers entre autre I'agrégation et I'apparition degps de Lewy (B) a été mis au point lors d’'un
stage de recherche en Irlande au Hamilton InstiCés travaux réalisés grace au financement de
la Science Foundation of Irelar@ht d’ailleurs été présentés a trois (3) conféesnc

2nd International Workshop on Systems Biology :
o0 Maynooth (Co.Kildare, Irlande) du 17 au 20 aoGt&00

8th World Congress of Chemical Engineering :
o Montréal (Québec, Canada) du 23 au 27 ao(t 2009

Fondations Of System’s Biology Engineering 2009 :
o Denver (Colorado, E.-U.A.) du 9 au 12 aodt 2009.

Alors que la description compléete des voies deigeste I’ -syn est présentée en annexe C, la

description des travaux présentés a ces ateliemngrés sont annexés en J.a, J.b et J.c.



2.1.4 Les zones cérébrales touché

La majorité des neuronell systéme nerveux centrsNC) sécrétante la dopaminen guise de
neurotransmetteysroviennent tous du méme site embryonnaire loca#ses la région midale
du cerveau, voir la Figure (Arias-Carrion, 2010)Ces neurones meésoencephalir projettent
leurs axones dans des régions spécifi Deux systemes dopaminergigipeuvent étre
différenciés en fonction de leprovenance et leurs projectiore systémemésocorticolimbique
(McL) qui provient de l'airdegmentee ventrale {TA), et le systemaigrostrié (NSS) qui origine
de lasubstancia nigra pars compa (SNpc). Alors que les prolongations tvcL aboutissent
dans le lobe frontadu cerveau, celles (Ns innervente noyau caudal et le putamen striatum.
Malgré qu’ils possedent des rdles différents, reipementde motivateur dd’apprentissage et
d’initiateur des mouvementwvolontaires ces régions sont si prés l'une de l'autre que
pathologies provenant de leur dysfonctise chevauchent souveear, Connors, & Paradis
2007; Wise, 2004).

Figure 1 : Structure du cerveau humain
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Malgré les symptdmes moteurs particuliers de laadial de Parkinson, d’autres désordres
courants proviennent de cette méme région céreldedfeles troubles d’attention avec/ou sans

hyperactivité et la schizophrénie (Eells, 2003).

Les zones cérébrales impliquées dans I'évolutioladd® sont abordées ci-haut puisqu’elles sont
des facteurs limitants d'un point de vue méthodiojog, plus particulierement dans le choix des

zones céreébrales lors de I'amplification cellulair@itro.

Une telle avenue a été explorée dans le cadre gwopet, toutefois étant donné le degré de
difficulté expérimental pour lisolation, la tritation, la mise en flasque et surtout la faible
reproductibilité lors de I'amplification et I'extcdon rapide du métabolisme de ces cellules

adhérentes, les résultats issus de ces manipudateeeront pas présentés dans ce mémoire.

Dans le but de compléter I'étude de la maladie a&iRson, les voies réactionnelles impliquant
le neurotransmetteur déficient (la dopamine) soésgntées a I'annexe D. De plus, les effets, les
symptomes et le diagnostique de la maladie de ®soki sont présentés a titre informatif a

I'annexe E. Enfin, les différents traitements dtigtifs sont présentés rapidement a I'annexe F.

2.2 Métabolisme cellulaire

Tous les phénomenes liés au Parkinson et &yh décrits dans I'annexe C ne sont qu’une
fraction des opérations qui ont lieu sur le plamatedlulaire, le cytosol. En effet, une complexe
machinerie enzymatique assure le transit des nemrisnet des détritus, ainsi que le maintien des

voies anaplérotiques et de biosynthése.

Le métabolisme cellulaire est le résultat finalrudongue suite d’événements interdépendants.
Les liens causals entre ces occurrences sont auiiddes au point ou ils sont a la base d'un
paradoxe fondamental a toute la biologie ; de Fedk la poule et de I'ceuEn effet, afin de
produire une enzyme, soit une chaine de polypegptidecellule requiert de I'information sur
cette protéine qui est inscrite par codage dan®MA soit une chaine de polynucléotides ;
toutefois afin de produire ce code génétique, cetéane cellule requiert que ces premieres
enzymes soient actives. La solution du paradaoee 'ADN et des protéinesnystifie
essentiellement ceux qui s’y aventurent sans abtedeoncepts de I'évolution.

Dans cette seconde sous-section, un survol deyisigdbgie cellulaire animale est effectué afin

d’approfondir par la suite le métabolisme cellidatentral puis périphérique, le tout dans le but
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de choisirde maniére éclairéles voies métaboliques que I'on dailesureret modéliser pour

pouvoir enfinmieux comprendre les implications de la régulaénergétique sur I'apparition
lamP.

2.2.1 Survol cellulaire

Alors que les formes et les fonctions des diff&sdgpes de cellules animalesent grandement
diversifiées (rétinienne, épithéliale, cérébrale, musculairemunitaire etc.), les cellules

animaks ont une organisatiparticuliere commune, de type eucaryote.

Flagelle: crganite de
locomotion présent dans
certains types de cellules
animales. Il est composé

de microtubules,

Centrosome: masse
finernent granulaire & partir
de laquelle les microtubules

rayonnent. Dans la cellule
animale, le centrosome
contient une paire de

centrioles destinés a

former le corpuscule basal
du flagelle et des cils.

Peroxysome: organite
spécialisé, aux
multiples foncticns
métaboliques.

Il produit ou dégrade
le peroxyde
d'hydrogéne,

Microvillosités :
projectons
augmentant

la surface

de la callule,

Microfilaments

Filaments intermédiaires

L

Chromatine: ADN associé 4
des protéines, Cette substance
est visible sous |2 forme de
chromosomes lors de la division
callulaire.

RETICULUM ENDOPLASMIQUE (RE) :

Iahy‘nnxhe de sacs et de tubules _rnernbraneux :‘;‘:ﬁ::ie:f;;?:;n ala RGYAU

qui joue un rdle dans la fabrication de production ce ribosomes. Le

membranes et dans les réactions métabaliques. ROyaU paut en contenir pius drun

Il se présente scus une forme rugueuse (quand i |

il est parsamé de ribasomes) ou lisse. Enveloppe nucléaire :

rmembrane double entourant le
RE rugueux RE lisse noyau. Ele est perforée de pores. |

Ribosemes:
organites sans
membrane qui
fabriquent les

protéines. Ils existent
a I'état libre dans le
cytoplasme, ou ils
sont fixés au RE
rugueux ou a
|'enveloppe
nudéaire,

Appareil de Golgi: organite
synthétisant, triant et sécrétant
les produits cellulaires.

Membrane plasmigue :

membrane délimitant

la cellule
Mitochondrie : site de la respiration
cellulaire et de la production d"ATR.

Lysosome: organite de digestion
dans lequel les macromolécules
sont hydrolysées, et des organites,

Microtubules

décompesés.

CYTOSQUELETTE: Squelette qui nraintient a
forme de la cellule et qui joue un réle dans la

mabilité. Il est

constitué de structures protéiques

Figure 2 : Structure d’une cellule animale
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Ce type de cellules a un avantage notable compeana¢int aux procaryotes qui sont
rudimentaires, puisque ces premieres sont compamtées. En effet, par l'usage de
compartiments distincts en leur sein, ces cellples évoluées permettent la réalisation d’'un
grand nombre de réactions biochimiques nécessithiférentes conditions, de maniere
simultanée et sélective. De plus 'usage de menelgrarternes permet la création de gradients de
concentration ioniques agissant en potentielséresrgie qui leur permet d’effectuer un travail.
La Erreur! Source du renvoi introuvable. représente une cellule animale type avec ses
différents organites usuels. L’ensemble de leurdiquéarités et fonctions est décrit dans la

majorité des livres de biologie de base (CamphéBps).

Il est important de noter I'existence de certairgaaites présents genéralement chez les cellules
animales, comme le noyau contenant le bagage géeéties mitochondries produisant la
majorité de I'énergie utile de la cellule, le rétiom endoplasmique permettant la production de

protéines, et aussi les lysosomes décomposarttiesuses et molécules désuetes.

2.2.2 Variations phénotypiques

Les différences phénotypiques entre les variétéseltieles eucaryotes sont dues a leur processus
de différenciation cellulaire. Alors que toutes lesllules du corps humain ont le méme
patrimoine génétique, grace a I'expression difféedle, elles n’expriment pas toutes les mémes
genes. Par exemple, les cellules musculaires #iédiples sont issues de la méme cellule mere,
mais leur fonction primaire respective de mouvenetnde protection different grandement en

fonction des génes gu’elles ont exprimés.

Au cerveau, on retrouve différents types de cedllukds les neurones, les astrogliocytes, les
microgliocytes et les oligodendrocytes. Ces cedldst respectivement les roles de transmission
et d'analyse d’information, de régulation nutriti@lle et d’intégration d’information, de systeme

immunitaire cérébral, et finalement de support inéligue et de soutient structurel.

Ce phénomene d’expression différentielle est lailtaéste de contributions qui favorisent et
inhibent I'expression de génes spécifiques pouguedype de cellule. Parmi ces effecteurs, les
facteurs de croissance comme les vitamines, leadmes, les cytokines et certains peptides sont

les plus importants. Par exemple, la reconnaisspacene cellule souche de la protéiaeteur
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neurotrophe dérivé de la gli@bdnF pourglial cell line berivedNeurotrophicractor) favorise la

différenciation et la survie de gliocytes.

La voie de recherche sur les facteurs de croissahcke différenciation a réussi des percées
importanted mais nécessite encore beaucoup de travail afin :

de décrire tous les effecteurs et leurs conségsenada cellule;

d’en déduire les interactions et implications gasug son microenvironnement;

de les utiliser comme outils vers un diagnostidf lehtde guérison de maladies.

Toutefois, grace a I'ensemble des sciences dedectes cellules usuellement dénommeées
«-omiques», tel la génomique, la transcriptomique, la poot&ue, la métabolomique et la
réactomique, la réalisation de cet exploit de dareation complete des impacts métaboliques

réels est dorénavant crédible.

2.2.3 Métabolisme cellulaire

Le métabolisme cellulaire est I'ensemble des pmacesde transformation des substances
présentes dans le cytosol par des réactions bidmphés catalysées. Le métabolisme de toutes les
cellules lutte contre les déséquilibres entre lescgssus d’approvisionnement et d’utilisation

d’énergie, dans le but d’atteindre une homéosthgiamique.
2.2.3.1 Catabolisme

Ces premiéres voies cataboliques consistent ematsformation de I'énergie présente dans
différents nutriments et sucres complexes en él&netermédiaires qui sont utilisées par la suite
par les voies anaboliques. Ces étapes de digadtigagent de la chaleur et convertissent, entre

autres, de I'énergie provenant de sources divErsastnergie simple a utiliser pour la cellule. En

° Slevin et ses collégues ont démontré des effdtgparkinsoniens d&DNF. En effet, lors de leur étude clinique
limitée, les fonctions bilatérales des patientstésafurent améliorées de maniére soustenue suitBaitement

d’infusion deGDNF a l'intérieur du putamen (Slevin et al., 2005).

10 es aliments sont des protéines, des glucides=tigides qui sont composés respectivement degesaa@minés,

des glucoses et des acides gras.
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effet, I'énergie chimique puisée dans les nutrireerst convertie en une forme standard pouvant

étre utilisée par la majorité des enzymes.
2.2.3.2 Anabolisme

Les voies anaboliques utilisent cette dernieregi@ahimique pour transformer ou lier diverses
molécules vers la biosynthese. Par exemple, legopptides nécessaires a la croissance ou la
réparation de tissus sont le résultat de ligativergvore de blocs-monomeres, provenant d'une
voie d’approvisionnement d’acide aminé, en longtlesines polymériques. Aussi, les activations
protéiques pour la transduction de signaux ou p®unaintien de gradients ionique nécessitent

I'utilisation d’énergie récupérée par la voie d’apygsionnement.

2.2.4 Métabolisme énergétique

Le meétabolisme énergétique est le squelette swreleputes les autres voies métaboliques
reposent. En effet, ces dernieres ne sont possiflespar I'approvisionnement continuel en

énergie meétabolique. Il existe difféerentes meétdabsli ayant des roles essentiellement
énergétiques, soient les réserves-tampons et ledttea énergétiques. Agissant a des niveaux
temporels et fonctionnels différents, ces premiguesivent varier grandement en quantité

contrairement a ces derniéres qui maintiennentwean relativement constant.

Ainsi, alors que les réserves tampons servent atkagje a moyen terme d’énergie en cas de
surplus et par la suite de ressource en cas denbés® navettes énergétiques effectuent tout
transfert d’énergie a court terme, tant lors délidation de I'énergie métabolique que lors de la
recharge des réserves-tampons. Enfin, alors quetyfess de réserves-tampons comme le
glycogene et la phospho-créatine varient d'un tgee cellule a l'autre, les navettes sont

retrouveées généralement dans tous les types ¢edhila

2.2.4.1 Navettes énergétiques ribonucléotidiques

Les nucléosides sont les molécules servant de teageergétique. Pouvant étre phosphorylées

jusqu’a trois (3) reprises, ces molécules stock&mergie des nutriments par I'attachement

M |Is ont aussi un role important dans I'expressiootéique. En effet, ces ribo-nucléotides permeteraduction

de I'ADN vers les protéines par la chainerK qu’ils composent.
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réversible du second et dernier groupement phosphegpectivement phosphatet > 3 La
dénomination des nucléosides varie par la présdacees groupements phosphates ; ainsi on
retrouve les nucléosides mono-, di-, et tri-phoggh@mp, NDP etNTP). |l existe autant de types
de navettes énergétiques que de nucléoside cyjaedgliainsi, on retrouve sur le plancher
cellulaire I'adénosine, le cytidine, le guanosine leridine’®. Le Tableaul présente la
dénomination et abréviations des possibilités denaettes énergétiques (a lire selon I'ordre :

colonne - ligne).

Tableau 1: Dénominations et abréviations des ribi@otides

Les quantités de ces molécules et leurs ratiosndi&me fortement de I'activité du métabolisme
central, généralement catabolique, et du métabelipériphérique, généralement anabolique.

Une description des roles respectifs de ces navettel€otidiques est présentée a I'annexe G.

De cette description se dégage quad’et lacTp sont des acteurs de changements rapides dans
le cytosol, contrairement auttp et lacTp qui sont plutdt des facilitateurs et agents intsdiaires

de modifications.

La charge énergétique élevée deta, I'uTP et lacTp, due a leur triplet phosphate, est créée par

une molécule &tP qui a transféré un phosphate énergétique a lealogue biphosphaté.

12 Le premier phosphate inorganique est ajouté aur aua molécule lors de sa création, permettaajout
successif d'un second et troisieme groupementen@elht énergétiques puisqu’ils peuvent étre détaehéibérer

leur énergie.

13 "appellation greque des groupements phosphatesndsnction de la distance de ceux-ci par rapgortentre de

la molécule, de proximal a distal,; puis .

1 D'autres espéces nucléotidiques similaires existarssi; comme la xanthaningng), inosine (vp) et la

thymidine NP) qui ont entre autres des réles intermédiaires keproduction des quatres nucléotides usuels.
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L’équilibre entre les différents types triphosplsaést régit par les nombreuses kinases de la voie
de récupération des ribonucléotides. La provenatibme des ribonucléotides est légerement

différente pour chacune en raison de leur baseaz&egroupées sous purines et pyrimydines,
ces étapes menant a la formation des robinuclé&tdat présentées en détails sur le meta-site

métabolique délumanCyc.ordCaspi et al., 2010).

Ultimement, la biosynthese des ribonucléotides igrivglobalement de sucres, des lipides et des
acides aminés, spécifiquement le ribose-5-phosplRatg, les acides gras et le glycérol, et la
glutamine. Cette syntheése requiert aussi de I'éagngpvenant d’'une moléculead’P qui a subit
I'action de pyrophosphokinases et la libérationdifghosphates. Cette méme énergie provient

aussi des processus d’approvisionnement d’énetgeéabolisme central.

2.2.5 Métabolisme central

A part quelques exceptions, le métabolisme cetlaentral de toute cellule se résume en la
gestion de [lapprovisionnement d’énergie par t(8)s voies métaboliques reliées mais
considérées distinctes : la voie d'Embden-MeyeRafias €MP), le cycle de Szent-Gyorgyi et
Krebs 6GK) et la voie de Warburg-Dickens-Horeckemf), mieux connues respectivement sous

les noms : glycolyse, cycle des acides tricarboxys et voie des pentoses phosphatés.

2.2.5.1 Glycolyse

Entrée principale de substrats carbonés, la glgeolst une des voies métaboliques les plus
anciennes et aussi une des plus importantes ;estieutilisée dans la presque totalité des
organismes vivants. Pouvant étre completement abiggre, cette chaine de dix (10) réactions
cytosolique permet la dégradation partielle du gbes la principale source d’énergie pour la
cellule provenant d’hydrocarbures simples et comgsedigérés, sans toutefois consommer de

dioxygene ¢,) et sans produire de dioxyde de carbaw)(

En fait, en termes de ratios stoechiométriques|patremise d’autant d’enzymes particulieres
que de réactions, la glycolyse transforme une (@¢oule de glucoses(c) composé de six (6)
carbones liés en cycle (un aldohexose), en deur(@$cules de pyruvate¥r) composés de
trois (3) carbones (des-cétoacides). L'énergie libérée par les bris deslicovalents est
récupérée indirectement par I'ajout d’'un groupenmrisphate inorganique) a desabp pour

produire deaTP.
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Spécifiquement, au schéma présenté a la Figlté®3on peut distinguer trois (3) colonnes,
correspondant aux trois (3) étapes métaboliqueoritaptes de la glycolyse. Dans les étapes
préparatoires de gauche deux (&yp sont utilisées, respectivement avec les enzymes
hexokinaseHk) et phosphofructokinasegk), afin de rendre le sucre plus réactif. Par ldesui
dans la partie représentée au centre, le fructgdedpateKBP) est clivé en deux sous-parties
similaires par I'aldolase lyasera'’), doublant les substrats pour la suite. Finalemaams les
étapes de droite, deux (2) étapes assurent unrrétmrgétique des étapes préparatoires en
permettant la création d’un (Ayp chacun, respectivement la phosphoglycérate kiresg et la
pyruvate kinasepk). En fait, étant donné que les substrats sont Idsufpuatre (4ATP sont
générés, or globalement la voie aboutie en la ehdegdeux (2\TP.

GLC [ ——> GDP
I
2712 ADP : < ATP 2.7.2.3
G6P | 3PG
| NAD
| Mutase
5.3.1.9 : 12112 5.4.2.1
F6P ol 2PG
ATP I
D | Enolase
2.7.1.11 ADP | 42.1.11
FBP G3P : PEP
| g ADP
I
41213 5311 ATP 2.7.1.40
“————> DHAP I PYR
X2 _

Figure 3 : Schéma de la glycolyse

Cette voie métabolique produit globalement aussxd2) molécules de nicotinamide adénine

dinucléotide réduitNADH) a partir de nicotinamide adénine dinucléotide d#xfuAD). Tout

15 Les abréviations utilisées sont explicitées dar'$dmenclature en préface a la page xii.

16 |es identifiants numériques inscrits sous les ndeezymes proviennent de la nomenclature de lar@ission
des enzymes (&, pour Enzyme Commissiprgui répertorie les enzymes en fonction des réastiqu’elles

catalysent. Un bref descriptif de cette liste egspnté a I'annexe H.

7 L"acronymerDA est mit pour Fructo-Diphosphateldolase.
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comme IATP, le NADH est une navette énergétique. Elle agit toutefaia aiveau différent ; son

pouvoir énergique se découple lors de la phospatioyl oxydative, détaillée a la section 2.2.5.4.

Il est important de noter que la plupart des enzsyong constituent cette voie métabolique de
dégradation permettent aussi un fonctionnementrseveAinsi, en plus d’étre approvisionnés
dans le sens habituel, sous certaines conditiorghémoméne de gluconéogénése permet de
fournir des substrats a des voies embranchéesatdt ld glycolyse a partir du pyruvate comme

I'accumulation de sucres sous forme de glycogene)(a partir du glucose-6-phosphatzsi).

Plusieurs voies axiales proviennent des substetsonés de la glycolyse, par exemplesép
permet entre autres 'embranchement de la voigpdatses phosphates qui se reconnecte aussi
éventuellement a la glycolyse ; cette voie estigypke a la section 2.2.5.3. Finalement la
glycolyse débouche aussi vers des voies tres iamed comme la fermentation lactique et
surtout vers le cycle de Szent-Gyodrgyi et Krebsssawlécrites aux respectivement aux
paragraphes 2.2.6.3 et 2.2.5.2.

2.2.5.2 Cycle des acides tricarboxyliques

Mieux connue sous le nom de « cycle de Krebs fe eeie métabolique constitue non seulement
'aboutissant de la dégradation des sucres (voEevR), de la dégradation des lipides
(béta-oxydation), et des protéines, mais aussiele dle départ de la biosynthése, soit de la

production d’acides aminés et d’acides gras.

En plus de ces fonctions secondaires, le cycleaefavorise la libération de deux molécules de
CO, et, surtout, le chargement de navettes énergétidtreeffet, pour que ce cycle en soit un, il
faut que les substrats initiaux soient regénérés de la passe suivante. Tel que présenté a la
Figure 4, ce cycle métabolique permet ce phénorogeigue par I'ajout constant de substrat, de

pyruvaté®,

8 Sur la figure, certaines réactions (fléches) septésentées avec un trait pointillé ; elles peteneide distinguer
des réactions qui s’effectuent en étapes multiphegliquant d’autres intervenants (substrats elyems) que ceux

présentés.
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PYR
a g NAD
ADP / 1( 241 (x2
COA ACA S % )
6.4.1.1 ATP 9.1,
T 1 nap 18.1.4

0AA ——> (CIT —> ICIT

Citrate

> NAD
4213 g
11.1.37 NAD 2331 11.1.41
AKG

QNAD
a a-
4212 CoA 3 ( )
FUM £ SuC b— SYC 12.4.2
L\ L\

2.3.1.61
FADH FAD GTP GDP 1.8.1.4

1.35.1 6.2.1.5

Figure 4 : Schéma du cycle des acides tricarboughq

Le pyruvate ¥YR) est d’abord suplémenté d’un groupemeoHa pour le rendre plus réactif, puis

il est lié & 'oxaloacétateopA) vers la synthese du citratei). Par la suite, la molécule subit de
nombreuses transformations au cours desquellespelig des dioxydes de carboneod) et
permet de maniere parfois indirecte la phosphdoylatie I'abp vers I'aTP et la réduction
respective desiAD et FAD en NADH et FADH. Ces derniéres navettes énergétiques transféreront
I’énergie ainsi accumulée dans la méme voie queni@écules créées lors de la glycolyse : soit

la phosphorylation oxydative, présentée aux papgs2.2.5.4.

Aussi, en plus d’assurer un taux élevé de générat® navettes nucléotidiques réduites ou
phosphatées, le cycle dek assure des niveaux stables d’intermédiaires dabstlde maintenir
I'approvisionnement interne du cycle et externesviels nombreuses avenues de biosynthése

provenant du cycle.

2.2.5.3 Voie des pentoses phosphates

La voie axiale la plus importante de la glycolyst eelle des pentoses phosphatesH, PP.
Effectivement, une bonne quantité de sucres ayabitla premiére étape de la glycolyse quitte

cette derniére au nceud dép pour alimenter cette autre voie, celle-ci agissandeux temps.
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Tel que représenté a la Figure 5, la premiéregédtila voie desp est dite oxydative puisqu’elle
permet la réduction de la molécule de nicothian@idénine dinucléotide phosphatexprH) en
sa forme réduiteADP’. Aprés cette réduction dupliquée, le sucre indiantre autre perdu un (1)
atome de carbone et est devenu le ribulose-5-phatsibP).

A partir de ce métabolite, la voie dite « non-oxja» forme par le biais d’associations variées
de molécules intermédiaires, le glycéraldéhyde-@sphate&3r) et le fructose-6-
phosphatereP). Stoechiométriquement, pour trois (3) sucres aeitr dans la voie desp,
deux (2)F6P et un (1)c3p sont formes.

Les F6P et G3p forméspeuvent étre utilisées vers des voies de biosyatbede gestion du stress
oxydatif, tel que respectivement décrites aux east.2.6.1 et 2.2.6.7 (et a I’Annexe C.b), ou se

voient modifiés ensuite par la voie glycolytiqueleur finalité sera plutdt énergétique.

™)

2.2.1.1 F6P
-5-
3- E4P
5.1.3.1
6- -
z 3.1.1.31 z ﬁ %
G6P 6PG15L — 6 R5P ——> Ro5P Sh7P
-6- 6-
2.2.1.2
1.1.1.49 1.1.1.44 53.1.6

Figure 5 : Schéma de la voie des pentoses phosphate

2.2.5.4 Phosphorylation oxydative

L'étape ultime de la conversion énergétigue desesuen énergie standard a la cellule est la
phosphorylation oxydativerifox). Contrairement aux voiesmpP et WDH qui ont lieu dans le
cytosol et celle desGk qui a lieu a l'intérieur de la mitochondrie, cetteie-ci se déroule
essentiellement dans la membrane interne de lachdtwlrie, la ou ses enzymes sont situées.
Effectivement, les enzymes responsables de cefie wilisent la double membrane de la
mitochondrie pour créer un gradient de concentmatigportant, gradient qui sera ensuite utilisé
pour recharger les navettes énergétiques.
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En fait, la chala respiratoire compléipeut étre scindée en de() phases en fonction du se
des transferts de protonga premiéreutilisant I'énergie de navettes énergétiques semioes
pour établir un gradig d’ions protonique, et la seconde phase utilisant cette différence
potentiel ioniquepour reconstituer I'énergie cellula, constituée d'urfl) seul complexe. Ainsi,
on retrouve respectivemeaqtiatre (4) complexes pour la premiére phase, les comf1 aiv, et

un (1) seul pour la seconde complexev.

La premiére phase se caractérise par échanges d’électrongntre plusieurs couples
oxydo-réducteurs qui foroé le passage de protons vers l'espace -membranaire de la
mitochondrie.

3
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Lcmplexe
multiprotéique

Variation d'énergie libre relative au dioxygéne (ki/imol)

: .

Y

H,D

Figure 6: Variation d’énergie des molécules impliquées darieansport d’électrons de phox
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Parmi ces couples présentés a la Figure 6, notobisjdinone oxydé, le coenzyme;§JQ), et
I'ubiquinol réduit QHy), et le cytochrome ¢ oxydé€do) et le cytochrome c réduit¢r). Alors
que ce premier est le transporteur principal adtieur méme de la membrane mitochondriale
interne, séparant la matrice mitochondriale efpe® inter-membranaire, le cytochrome c est le
transporteur principal pour I'espace inter-membi@nd.’accepteur terminal d’électrons de la
chaine derhox est I'o,. Etant un fort agent oxydant, la réaction de shuction produit des

intermédiaires réactionnels nocifs, des espécesivéa oxygénéeRo9™.

La Figure 7 présente brievement les échanges nsaggant lieu au sein de cette voie.

Co-Q-

1.6.53 13.5.1 1.10.2.2 1931 3.6.3.14 4 Hhy

> AT

NADH 5H*m NAD + .
;o 2’,{“‘ 02",8H“‘ ADP + Pi
FADH:
Q1oH2
\ Ty A \
D 2Cc0 2CcR 4 CcR 4CcO

4AH*im 4 H*im 2 H20 + 4 H*m 4 Htim

Figure 7 : Schéma de la phosphorylation oxydative

Le gradient de protons est créé grace aux complexegtiv. En effet, malgré la formation de
I'ubiquinol par réduction, la transformation dabH, enFAD par le complexeé n’entraine pas de
protons vers l'espace inter-membranaire. De plas, dtcechiométries réactionnelles sont ici
importantes ; proportionnellement a une molécules le nombre de protons acheminés dans
I'espace inter-membranaire par le complexeest en fait uniquement de deux (2), malgré la

représentation utilisant une molécule compléteideydene ©,).

Finalement, notons que lextp-synthase, le complexg est I'unique voie de retour des protons

ainsi pompeés, permettant la génératioxrd.

19 Rosest I'accornyme deeactive oxydative species
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Ainsi, par larhox, une molécule deADH consommeée créé un gradient de dix (10) protons et
peut produire I'équivalant de deux molécules etid@m®) d’ATP, contrairement aBADH, qui ne
permet la création d'un gradient d’'uniquement 6 frotons et donc une production

d’uniquement une molécule et demi (1.5AT°.

La machinerie enzymatique assurant la voierldex est cruciale pour la cellule puisqu’elle
assure un retour énergétique important des réacficgdliminaires. Sans créer de I'énergie, cette
voie permet a la cellule de minimiser les pertesritennelles, d’assimiler toute I'énergie
disponible de ces substrats. La recharge des eaveihergétiques par ces complexes
mitochondriaux oxydatifs éléve non-seulement lesaiv énergétique de la cellule, mais aussi le
flux d’approvisionnement énergétique. Le niveaurgétque et son taux de régénération permet

finalement la réalisation de réactions énergétiqeraraxigeantes.

2.2.6 Métabolisme périphérique et spécifique

En plus du métabolisme central décrit ci-haut gipgincipalement énergétique, un nombre plus
important de voies réactionnelles existent en sapipérie. Effectivement, le métabolisme
périphérique comporte différentes fonctions de isoudlirect et indirect du métabolisme central

vers un équilibre cellulaire et vers la biosynthése

Dans cette sous-section, quelques voies estimgawtamtes en terme de flux métabolique et de
réle dans le cadre de l&P seront décrites brievement ; en voici 'énumératila Biosynthese et
croissance, les Tampons énergétiques, la Voietiguea les Cycles futiles, le Découplage

mitochondrial, le Cycle de glutamate et glutamihke&ycle du glutathion.

2.2.6.1 Biosynthése et croissance

Typiquement, la biosynthése est I'ensemble dediof@caux nombreuses étapes qui permettent
la formation et transformation de monomeéres simgliesomplexes en vue de composer des
polymeres ayant des structures tridimensionnehesre plus complexes telles que les protéines,
les acides gras et les vitamines qui assurent eftiemt le maintien et la croissance de cellules,

tissus et organes.

20 La notion de « demi » molécule est utilisée afttessde démonstration d’équivalance de conversion.
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Par exemple, la production des protéines requiedguwentail de vingt (20) acides aminés. Or, les
humains requierent des apports constants de npat{@es aminés dits « essentiels », soit des
acides aminés qui ne peuvent pas étre fordeésiovo, les onze (11) autres étant formés de
maniere dérivée par transformations diverses. Aurg fois ces peptides formeés, une succession

d’étapes en quatre (4) phases est nécessaireeafireer une molécule bioactive.

Tel que présenté a I'annexe |, ils sont premiérdniéa entre eux de maniére précise par une
machinerie protéique, le ribosome, dans le butodmédr une chaine de polypeptides (A). Cette
chaine se repliera ensuite naturellement sur eflmenafin de créer une structure secondaire
stable grace a ses ponts hydrogenes (B). Par e soé structure tertiaire est réalisée parfois
naturellement grace a des interactions hydro-ppitedbes, ponts disulfures et ponts hydrogenes,
et/ou parfois avec l'aide de protéines chaperons eftectue des modifications post-
traductionnelles et leur donne leur conformatiomcfmnnelle (C). Dans certains cas, les
protéines fusionnent entre elles grace a des 8ensndaires (ponts disulfures et hydrogénes) et
forment des structures quaternaires (D). Par examphsuline et le protéasome sont des
protéines a sous-unités multiples, respectivemen{6¥ et vingt huit (28) sous-unités. La
protéine ainsi formée peut avoir une fonction deicstire, de transport, de régulation, de

signalisation, de mouvement ou de protection immnainei.

De méme pour les autres voies de la biosynthessaqiitout aussi variées, elles requierent les
substrats principaux et les co-substrats énergg&iqfin de réaliser leur synthése. Alors que les
co-substrats énergétiqgues sont rechargés directgpaerie meétabolisme central, les substrats
principaux peuvent provenir directement de [I'enmitement cellulaire ou suite a des
transformations mineures ou élaborées réalisédg pa¢tabolisme central. En effet de nombreux
monomeéres de biosynthese proviennent des voiegPd’SGK, ou WDH, pour la formation

d’hexoses structuraux, d’acides aminés et acides gr

2.2.6.2 Tampons énergétiques

Les tampons énergétiques sont des outils de réguldbergétique importants pour la cellule. La
principale caractéristique d’un tel tampon est lqoérmet de stocker de maniére temporaire un
élément, pour le rendre ensuite disponible en @seabkoin. Deux types de tampons sont
présentés ici : le tampon de glycogene et cellagdnosphocréatine.
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2.2.6.2.1 Tampon de glycogene

Le glycogene &Ly) est un des polyméres dont le monomeére provientadgoie deEmpP;
effectivement, son substrat principal estipr. Grace a la phosphoglucomutasen)), celui-ci
passe par un état intermédiaire biphosphaté, ptisuve son groupement phosphate transloqué
de la position 6 a la position 1 pour donnerGle. Ensuite, grace a I'enzymedp glucose-
pyrophosphorylase, leslp devient le ubp-glucose (Dpdlc). Par la suite, la réaction de
polymérisation est initiée par I'enzyme glycogeqin formera en deux (2) étapes le cceur de ce
qui deviendra une macromolécule. Effectivementcgra ce point de nucléation, le glycogene
synthasegys) réalise I'élongation en ajoutant successivemestrdolécules dbpPdc au noyau
formé.

C’est par sa propriété réversible que la formatdame telle macromolécule prend son sens. En
effet, grace a la glycogene-phosphorylaser], le GLY peut perdre des moléculesudbdc et

rendre ainsi disponible ce monomere pour la glysmly

2.2.6.2.2 Tampon de phosphocréatine

Le tampon de phosphocréatimen) agit dans le méme optique que le tampon de gBmwe,
toutefois il est bien plus en aval de la chaing@plravisionnement d’énergie ; il stocke plutét de
I'énergie préte a étre utiliséeatp. En effet, contrairement agLy qui fourni des nutriments en
amont de la voie @wmp, ce tampon dec fourni plutét des liens covalents, le méme lieésent
entre la molécule dbp et son phosphate inorganique (Aussi, contrairement au type
macromoléculaire daLY, le stockagea est unitaire, permettant une disponibilité plagide en
cas de nécessité.

En période énergétiquement favorables, I'enzymaticr@ kinasedk) charge simplement les
molécules de créatiner) en effectuant le transfert d’'un groupement phasp de ATP a lacr,
produisant ainsi de laa et de |ADP. Inversement, lorsque les flux d’apports énergétsgsont
plus faibles que ceux de demandeckarééquilibre le niveau dTp en diminuant le tampon de
PQ.

2.2.6.3 Voie lactatique

Bien qu'il n’ait pas la désignation réelle de « pam », lors de périodes d’hypoxie ou d’anoxie le

lactate produit en grande quantité par fermentatiomolactique du pyruvateXR), constitue
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aussi un substrat intéressant pour une applicatorce type. Différentiellement au cycle de
« Cori %%, la cellule peut produire ce lactate en périodetzigue, I'excréter a I'extracellulaire, et

le réabsorber une fois le flux d’'oxygéne rétalolit,I'utiliser comme navette.

2.2.6.3.1 Navette lactatique

La navette de lactatanLs?®) est une hypothése métabolique sur le fonctionnemsgécifique
des astrocytes et neurones en période d’activitéonale. Contrairement au savoir conventionnel
qui propose une production de lactate par les tigues cellulaires suite a I'absorption principale
de glucose et I'élimination de lactate suivanttid@t neuronale, 'hypothése devLs propose
que ce soit principalement I'astrocyte qui digeeeglucose de maniére anaérobique et que le
lactate produit soit excrété dans I'environnemexttagellulaire avant d’étre absorbé comme

nutriment principal par le neurone.

Evidemment, la réalité est une nuance des deuag@)oches. En terme de lactate astrocytaire
consommé par les neurones, certains avancent gaeLtene représente qu’'un maximum de
quinze pourcents (15%) dyr neuronal genéré (Cloutier, Bolger, Lowry, & Wedigt, 2009).

2.2.6.4 Cycles futiles

Dans I'ensemble, la cellule réalise le passageutistsats par ses différentes voies métaboliques
de maniere efficace. Or certaines réactions seuedt non seulement en sens inverse, mais
diminuent le niveau énergétique de la cellule. Ainertains cycles métaboliques dits « futiles »
ralentissent de maniere apparente le flux métabelide la voie. Notons principalement la
présence de I'enzyme fructose-biphosphatase gackiétun groupement phosphaterga sans
toutefois en récupérer I'énergie ; cette enzymeorige tout simplement la dissipation de
I'énergie sous forme de chaleur. Par la suiterFia récupere lec6p, consomme un (1ATP et

régénere |&Bp.

2L e cycle de Cori propose entre autre la glucoggéemar le foie du lactate transporté de maniérleitoire

provenant des muscles, et sa réassimilassionepandscles sous forme de glucose aussi transgarté gang.

22 ANLS est I'abréviation dastrocyte-neuron lactate shuttleour navette de lactate entre I'astrocyte eelgrone.
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Ainsi, afin d’avoir un niveau favorable dap pour les réactions suivantes, le cycle doit étre

débalancé vers sa production, le fluxrd& doit étre le plus important.

Malgré lI'apparence néfaste de réactions comme cellalysée par la fructose-biphosphatase,
elles ont un réle important dans la régulation dees métaboliques. Quand elles sont bien
ajustées, elles permettent de maintenir les voigsholiques sous contrble ; certains présentent
ces cycles futiles comme étant un prix cellulainet¢ a payer pour une régulation précise
(Aishwarya, Rachana, & Prakash, 2005; Qian & Bea&@)6). En effet, tel que résumé par

Aishwarya, la régulation d’un systeme tendu et catifilest atteinte plus rapidement en agissant
simultanément et inversement sur les protagonién agissant doublement sur une (1) seule
voie. D’'un point de vue métabolique, une telle tagon double est plus aisée a réaliser puisque

cette derniere est habituellement déclenchée gacomcentration métabolique.

2.2.6.5 Découplage mitochondrial

Il semblerait qu’un cinquieémé/€) du taux métabolique standard est désigné daaséion de
chaleur, la thermogénése basale ; provenant eskemtnt des cycles futiles et du découplage

mitochondrial.

Contrairement aux cycles futiles, le découplageahiondrial par des protéines-canal, nommeées
ucP”, a pour principal but de générer de la chaleurasgmentant la perméabilit¢ de la
membrane mitochondriale séparant la matrice dpdes inter-membranal ; raison pour laquelle
ce phénomene est parfois simplement nommé : foiteschondriales. Au lieu d’étre couplés et
convertis en énergie grace atlPase tel que décrit a la section 2.2.5.4, les psotl@scendent le
gradient électrochimique et transitent par la thegémine, unecp principalement présente dans

les tissus adipeux bruns.

2.2.6.6 Cycle de glutamate et glutamine

En plus d'étre utilisées a des fins protéiquestages acides aminés, le glutamatet) et la
glutamine GLN), sont utilisées par la cellule pour une fonctiparticuliere au cerveau ; ils

maintiennent la neurotransmission. (Pellerin & Nagitti, 1994)

23 Upcest la contraction dencoupling proteinpour protéine de découplage.
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Le cycle est initié par le neurone. En fait, d&T est d’abord chargé dans les vésicules
synaptiques par un transporteur veésiculaire smgmfipour le glutamate¢LuT). Lors de
I'activité neuronale lecLT est relargué dans la synapse. Celui-ci est pauit@ recapté par
I'astrocyte grace & ses transporteurs transmemibeanspécifiquesaLast?. La cellule gliale
transforme ensuite kaLT enGLN grace a la glutamine synthase, puis cette est relarguée dans
'espace extracellulaire. Par la suite, le neurceeapture laGLN pour boucler le cycle en la
transformant a son tour en glutamate grace a kamginase. Présenté a la Figure 8, ce cycle est
important surtout puisqu’il assure un approvisianeat soutenu en glutamate pour le neurone,
puisqu’une telle consommation épuiserait rapidentesitressources aminées du systeme si ce
glutamate provenait uniquement de la voie s, par I'enzyme glutamate deshydrogénase

(GTD).

(6.3.1.2) (3.5.1.2)

Figure 8 : Schéma de la voie cyclique de glutaraaggutamine

2.2.6.7 Cycle du glutathion

Tel qu’énonceé a la section sur la 2.2.5.4, la phospation oxydative méne a la créationries
Ceux-ci sont généres lorsque I'oxygene est rédainpturément ou de maniere incompléte (pres
de un pourcent (1%) de I'oxygéne consommeée peinda), créant ainsi des composés fortement
réactifs dus a leurs électron surnumeéraire non+t#peomme des anions superoxydes)( En
conditions saine, le corps maintient le niveau @tydbas grace a quelques systémes

enzymatiques dont le glutathion. Toutefois, quasddrocessus de gestionries sont satures, la

24 GLAST est I'acronyme dglutamate aspartate transportguour transporteur de glutamate et d’aspartate.
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cellule tombe en situation de stress oxydatif, états lequel les radicaux libres attaquent les
protéines et peuvent mener a une mort cellulaioortrélable, la nécrose, tel que lors de

plusieurs maladies neuro-dégénératives domPla

Ainsi, le glutathion ¢sH) permet de réduire la quantité d’especes oxydativexydation de ces
derniers réduit I'environnement cellulaire. C’esglutathion peroxydase qui couple a I'aide de la
création d'un pont sulfide deux (2) de ces tripégpti cet état couplé est dénommé glutathion
oxydé Gssq. Par la suite, la glutahion réductassR)( sépare les contreparties grace a une
molécule deNADPH pour boucler le cycle. La navette énergétiqueestiale a la régénération du

réactif, et donc la réduction @®s supplémentaires.

Ce cycle est essentiel au bon fonctionnement dee toallule puisque lahox produit en
permanence des especes oxydatives. Ainsi, une ufimin marquée de ce mécanisme de
régulation du stress oxydatif est liée a une rédnale la quantité desH, tel qu’a été découvert

dans le cerveau des personnes atteintesnB.l§Sian et al., 1994)

2.2.7 Régulation métaboliques

L’ensemble des réactions du métabolisme centrpEephérique sont réalisées dans un certain
temps, & une certaine vitesse. La cinétigue deuehaéaction est affectée par de nombreux
facteurs comme la concentration de substrats etubstrats, de produits et co-produits et
d’activateurs et inhibiteurs, la température, atidité ; chaque interaction peut théoriquement

étre mesurée expérimentalement.

Le méta-site welBrenda-Enzymes.orgepertorie une somme d’informations sur les enzyme
tirés d’articles de journaux. Chaque enzyme y épentoriée par son numéro désigné par la

Commission des Enzymesd#) ; par exemple la glutathion réductasg)(a le numéro 1.8.1.%.

Grace aux enzymologistes qui ont étudiés des erzypnevenant de différentes especes du
vivant, les interactions de la majorité de cellesasgec les molécules environnantes sont
identifiees et quantifiées. Ainsi, pour &R, exprimée par lehomos sapiensl est possible de

retrouver qu’elle a comme substrats naturels ummgund le GSSG et le NADPH, et a comme

%5 \oir en Annexe H pour une description simple dauanérotation.
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produits naturels lessH et le NADP'. Pour cette protéine, on retrouve quelques aetivat
métalligues comme les citrates et phosphates darapét quelques activateurs organiques tel la
clindamycine et mélatonine. On retrouve aussi queddnhibiteurs métalliques tel le cadmium et
le zinc, et plusieurs inhibiteurs organiques coneitrofurantoine et la morphine. Par la suite,
le site web répertorie les constantes d’affinités ahaque interaction ; soit une valeur de
constante d’'inhibitionK)) de cette enzyme de I'ordre de 0.0165 mM pour ¢apmine (Senturk,
Kufrevioglu, & Ciftci, 2009), et ainsi de suite. tlemeta-base de données permet donc d’obtenir

le portrait global des données obtenues pour chegzyme.

2.2.7.1 Exemples de régulation détaillée

Les régulations par substrat, produit, activatéumt@biteur sont variées. La diversité de types de
régulation est singuliére, tout comme la forme dear Ireprésentation mathématique. Deux

exemples de telles descriptions mathématiquespséaentés aux points suivants, respectivement
pour la diffusion facilitée du glucose au niveau @veau a travers la membrane cellulaire a
I'aide du transporteur de glucose pour astrocytes/1l) et la phosphorylation de ce glucose

intracellulaire par I'hexokinaseHK); soit les deux premiéres étapes d’approvisionmeénde

nutriment sucré de ces gliocytes.

2.2.7.1.1 Cinétique de laLUTl

L’expression de la cinétique réactionnelle deslaTl présentée a 'Equation 1 provient d’'une
simplification de Cleland effectuée par Duarte @tipale I'équation de King, permettant de
remplacer des constantes de flux par des paran@trésques moins important (Cleland, 1963;
Duarte, Morgenthaler, Lei, Poitry-Yamate, & Gruett2009; King & Altman, 1956). Aussi,
I'expression utilise I'hnypothése que I'isomérisatidu transporteur découplé est tres rapide ; que
le temps requis par I'enzyme pour se rendre disgpera I'extracellulaire pour acheminer le
glucose vers l'intérieur de la cellule est suffisaemt rapide pour en négliger la cinétique, bref

que celle-ci n’est pas limitante.

Equation 1 : Représentation mathématique de ldigirédu transporteur de glucose (T1).
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La signification des symboles utilisés dans I'Edquratl est présentée dans le Tableau 2.

Taux apparent maximal de transport

et Concentrations intracellulaire et extracellulaiescsdc
Constante d’équilibre réactionnel

et Constante d’affinité de typdichaelis-Menterpour le et

Constante d’iso-inhibition par le

Tableau 2 : Signification des variables et paraesitie I'Equation 1

2.2.7.1.2 Cinétique de laik

Un modéle de cinétique pour I'hexokinase des éogiytes est présenté a 'Equation 2. Lors de
I'établissement de la relation, Gerber a considgré laHk opérait par équilibres aléatoires
rapides avec une abondance de substrats sucrése(Gereissler, Heinrich, & Rapoport, 1974).
Aussi, il a négligé les différentes cinétiques derfation de complexes substrat-enzyme pour ne
conserver uniqguement les dissociations des complexgzymatiques, considérées étapes

limitantes et déterminantes de la cinétique enziguat

| "H$%8: ( | HS%8 ("HS (
o D D =)
"#$%&' ( "#S ( "#$%&' ("#$ ( | "0 ( "4 ( | "#$ ( "4 ( "#$ ("4 (
Y+, ) )+, Y1) T3, 1255, ) 5, ) ),

Equation 2 : Description de la cinétique enzymatide I'nexokinase.
La signification des variables utilisées dans I'&iipn 2 est présentée dans le Tableau 3.

Les exemples des deux (2) derniers points compogpusieurs constantes a déterminer.

L’identification de ces parameétres est une disegkn soit ; habituellement réalisé par lissage du
modele simulé contre des données expérimentalessi,Aélles sont trouvées par estimations
assistées par ordinateur ; le groupe de paramgimsi est donc celui qui permet de représenter

le mieux les données expérimentales.

Toutefois, l'identification d’'un tel nombre de paratres pour chagque composante interagissant
avec chacune des enzymes est une tache colossalee€d possible de décrire avec une erreur
jugée acceptable toutes les enzymes considérésslelaadre de ce projet grace a une forme

mathématique simplifiée, soit la cinétique de tifamri-Michaelis-Menten.
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Taux apparent maximal avec saturatiom@@TpP etGLC a concentration
nulle demg
: Taux extrapolé maximal par activation g
"#$ ( Concentration de complexes enzymeg-
"HEN&' ( Concentration de complexes enzymgaTpP
"0 ( Concentration de complexes enzys@e
4 ( Concentration de complexes enzyme-(2,3) biphosphégite 6PG)
12/ 3, Constante de dissociation du complexe enzgme-G6P
125, Constante de dissociation du complexe enzgme-BPG
) Constante de dissociation du complexe enzynge—
5, Constante de dissociation du complexe enz@pre—
) 6, Constante de dissociation du complexe enzygeBPG
)+ Constante de dissociation du complexe enzyigerP
>+ ) Constante de dissociation du complexe enzyigerP—Mg

Tableau 3 : Signification des variables et paraesitie I'Equation 2

2.2.7.2 Régulation simplifiée

En plus des cinétiques d’ordre zéro et proportidese la concentration de substrat, la cinétique
de type Henri-Michaelis-Mentem .M.) est beaucoup plus stable et rapide a résou@rérime
identique & la cinétique de Briggs-HaldameH()?®, celle-ci permet de décrire les interactions
entre la majorité des enzymes et leur substrat.dbetiques dérivées de cette premiére ont éte
établit au fil du temps afin de décrire les cingéig de croissance de microorganismes en fonction
de la concentration de substrat. Ainsi, le mod@&iétiue décrivant la cinétique enzymatique de
H.M.M. et ceux décrivant le taux de croissance de migeoosmes de Monod, Contois, Moser,

Tessier et Blackman sont présentés au Tableau 6.

%6 Malgré qu’elles considérent un méme schéma réawtioet une quantité constante d’enzymes, I'hymhde
rédaction des cinétiques de B.H. et H.M.M. sonfédéntes. En effet alors que B.H. ont considérés variation
temporelle nulle du complexe (soit un état quasdistnaire), H.M.M. ont pour leur part considérée urariation

temporelle nulle des réactions d'association efiggociation du complexe (soit un équilibre inshae).
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Modele de Henri-Michaelis-Menten 89_7_ =
Modéle de Monod = = 3 !
9:;<7
Y - — — 7
Modele de Comptois = T
Modele de Moser = = !
89 : <7
7
Modele de Tessier = = @AB( @K
Modeéle de Blackman - T . CDECHI 7
= = 8g. CDECK I 37

Tableau 4 : Modeles cinétiques a deux parameétres

Différents autres modeles cinétiques ont été prEpadin de décrire avec la plus grande fidélité
aussi les phénomenes biologiques d’inhibition. Ades modeéles enzymatiques comme celui de
Hill et les nombreuses possibilités d’inhibition ti@matiquement démontrables, tel le modele
d’Andrews”’, sont présentés au Tableau 5. Dans ce tableawetosuve aussi une équation

sinusoidale utilisée en modélisation permettantiohiition, une activation ou un changement

d’état plus ou moins brusque autour de la valetigae.

C
s if8 = = |
Modeéle de Hilf e
L C
Modéle d’inhibition compétitive pax -~ N
37 P o C
L C
Modele d’inhibition in-compétitive paX 37
Q—
e RN
Jc

%" Le modeéle d’Andrews est une simplification parigte d’une inhibition non-compétitive par le sulast

%8 | a cinétique est coopérative négativeSsest inférieur & 1, n'est pas coopérative aSecaut 1 et coopérative

positive siS est supérieur a 1.
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Modéle d’'inhibition non-compétitive paT WU J7 pCV Np
: Jc
o C
Modele d’Andrews ;7 ¢ Cp .
Sinusoidale \' Xy z@sic@c N

Tableau 5 : Modeles cinétiques a plus de deux petram
La signification des variables utilisées dans Ibl@au 4 et le Tableau 5 est présentée dans le
Tableau 6 ci-dessous.

ou= Taux enzymatique ou de croissance
ou= Taux maximal apparent enzymatique ou de croissance

CoucC Concentration en substrat ou critique en substrat
Y Concentration en biomasse
N Concentration en compodé

3 Constante d’affinité de 'enzyme ou microorganisswec le composi

3 Constante d’inhibition de I'enzyme ou microorganésavec le compode
S Puissance de la cinétique, coefficient de Hill migmsité de la variation

Tableau 6 : Signification des variables et paraesetitilisés dans le Tableau 4 et le Tableau 5

La modélisation permet de mieux comprendre l'orgay@@ comme étant un systeme ou les
évenements métaboliques sont habituellement fortemter-reliés.

Typiquement, en culture de cellules, une telle rsadion permet de prévoir I'alimentation du
substrat principal, le retrait d’'un produit ou Entréle d’'une toxine afin de maintenir 'organisme
dans un état optimal. Aussi une telle modélisatipermet d’envisager des pistes de
contournement et de régulation de ces points aggnhibés afin d’en diminuer I'impact, ou
d’utiliser ce phénomene pour bloquer une voie matiiie et collimater les substrats vers d’autres

voies importantes.

*Lorsque ;7 ] 37 ,o0n retrouve le modéle de Andrews.
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2.2.7.3 Régulation énergétiques

Alors que certaines régulations ont un réle d'&os#nt fin pour certaines voies, d’autres ont un
réle majeur dont les impacts se répercutent sunaiebreuses enzymes. C’est par les voies
qu’elles contrélent et la portée des impacts médigbes que I'on détermine I'importance relative

de certaines régulations ; les régulations du nofitabe central sont donc cruciales.

Dans les prochaines sous-sections, certains ppiirsipaux de contrdle seront exposés. Dans
I'ordre, les régulations de la voiesiP par ses deux premiéres kinases €t PFk) et de la voie
dephox par son potentiel seront exposées.

2.2.7.3.1 Reégulation de la voie divp par ses kinases

Dans des conditions normales, la glycolyse estroti® par ses premiéres kinases. Elles assurent
un juste approvisionnement par différents moyensoaérole.

En plus de la présence pondérée de transporteurgudese en superficie de la cellule qui
régulent I'entrée de substrat a la cellule, 'engyin@exokinase agit comme une valve de contréle
en entrée, se fermant graduellement afin d’évibet tébordement en glucose phosphaté. En
effet, I'hk diminue sont activité graduellement en fonctionlaleoncentration de6p ; lorsque
cette concentration augmente, le flux maximal éduit jusqu’'a sa demie (50%). Ceci évite la
consommation &TP pour phosphoryler davantage dec vers la formation de6p lorsquece
n'est pasiécessaire, forgant alors indirectement une augtientdu glucose intracellulaire et un
ralentissement inévitable du transport de glucass la cellule. Le type d’inhibition sigmoidal
est utilisé entre autre avec succes par Leduc (,etdikhomiroff, Cloutier, Perrier, & Jolicoeur,
2006).

Par la suite, 'enzyme phosphofructokinasexj est pour sa part inhibée de maniére allostérique
par un co-substrat lorsque celui-ci est a une curaiion trop élevée. Effectivement, lorsque
I’ATP est a une concentration trop élevéeGEP n'est pas convertit eABP, mais est plutdt
disponible pour la voie d&DH et la gycogéneése.

Enfin, il est important de noter qu’il existe audsis contrbles activation d’enzymes en aval par
des composés en amont. Par exemple, dans le fojgyrlvate kinaserk) est activée par le
fructose-1,6-biphosphate, empéchant ainsi I'accatiuri de métabolites intermédiaires. Aussi,

la PK est inhibée par phosphorylation due a une dinonutiu taux sanguin de sucre.
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2.2.7.3.2 Régulation de la voie dehox par son potentiel

Enfin, pour n’expliciter qu’une parcelle des rédidas présents dans la voie de phosphorylation
oxydative, le signal régulateur le plus fort edticdu ratio de concentration Af'p surADpp. Ce
ratio contrble premiérement le transport de nuadést & recharger vers lintérieur de la
mitochondrie (inversement pour les nucléotides gés) En effet, 'adénosine translocatase
(ANT) permet une diffusion facilitée du cytosol versnatochondrie en échangeant upp
cytosolique pour uaTP mitochondrial. En cas de surcharge cytosoliquel@ualentissement de
la Phox, elle permet aussi I'échange inverse, saitrd’cytosolique pour uabp mitochondrial.

~

Aussi, l'activité des complexes décrits a la sectip.2.5.4 est régulée par le potentiel
électrochimique transmembranaire agissant sullgsde production kTP et de consommation

deNADH.

2.3 Modele in-silico du métabolisme

Le nombre de flux réactionnels composant le méisdn@l complet est régit par un nombre
similaire de concentrations en métabolites et dtsfEnvironnementaux. Une description absolue
du métabolisme doit présenter chacune des interacprésentées a la section 2.2 de maniere
qualitative et quantitative. De plus, une desasiptiemporelle du métabolisme doit tenir compte

de tous ces facteurs et les interconnections désmeasimultané®.

Décrire et calculer en vue de reproduire et prédirdel systeme est une tache imposante ; les
modeles sont alors grandement simplifiés. Or, deparrivée d’ordinateurs performants, la
rédaction de modeles de plus en plus complexesjigugmt par ailleurs les régulations
métaboliques de la sous-section 2.2.7 est doréhaweaginable (Aubert & Costalat, 2005;
Garfinkel, 1966; Nazaret, Heiske, Thurley, & Maza@09; Palsson, Price, & Papin, 2003;
Pellerin & Magistretti, 1994; Raichur, Vali, & Gori2006; Vali et al., 2007).

%0 par interactions, on distingue ici le fait que pesduits générés par une réaction alimententdeti@n suivante et

gue certains composés régulent a la hausse opiadske, I'activité des enzymes en amont et/ou ah av
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2.3.1 Etat des lieux en modélisation

Effectivement, depuis l'arrivée d’ordinateurs, lémites du calcul mathématique ont été
repoussées graduellement, au point ou la modélisast maintenant un domaine de toute
discipline permettant d’expliquer le passé, de ésenter la réalité et de prédire I'avenir. En
modélisation métabolique, les avenues sont ideesiqliel que présenté au Tableau 7, soutenu
par la Figure 9, un tel outil de modélisation camstsur les mémes bases que tout outil de
controle de type Entrées/Sorties pourra éventuelteraffectuer un diagnostic hatif de maladies

comme lavP.

Objectif Moyen Correspondance médicale Connus Ingsn
Comprendre | Synthese Maladie de Parkinson E/S P
Prédire Analyse Diagnostic hatif E/P S
Contréler Instrumentation  Thérapie P/S E

Tableau 7 : Résumé des objectifs de modélisatiqggrazedés d’'un point de vue médical

(E) ®

B P) >

Figure 9 : Schématisation de contrdle en modétirati

La représentation courante d'un tel procédé méigmlest décrite par 'Equation 3 ci Bad es

symboles présents dans cette équation sont présanifEableau 8.
"G N #ab@=aG

Equation 3 : Représentation mathématique de basedélisations métaboliques

Achy Dérivée deC par rapport au temps.
# Matrice stoechiométrique des flux métaboliques
b Vecteur des flux réactionnels
= Taux de croissance
C Vecteur de concentrations de métabolites

Tableau 8 : Description des symboles utilisés I'&pn 3

31 Pour ces travaux, le taux de croissance est aémésitlil et les variations spatiales sont négligées ne conserver

que les variations temporelles.
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2.3.2 Modélisation statique des flux métaboliques

Différentes approches nécessitant différentes Ingsals sont actuellement employées pour
résoudre cette eéquation. Parmi celles-ci, la plugrante est I'analyse de I'équilibre de flux
réactionnelsKBA)*%. Cette méthode est intéressante pour les systéat#esspuisqu’elle requiert
que les variations biologiques soient considérédes1 Cette hypotheése d'équilibre quasi-
stationnaire est nécessaire afin d’effectuer I'ggml des flux réactionnels. En effet, la
mathématique derriére I'analyse repose sur l'idée KEquation 3 soit nulle (que la variation
temporelle des substrats soit nulle). La résolutienl’équation ainsi simplifiée est possible,
toutefois plus le schéma meétaboligue sera embranphés la quantité d’informations

supplémentaire requise sera grande afin de boleckelian.

Enfin, par définition, cette analyse ne parviendraais a capter les variations et dynamiques de
systemes métaboliqgues comme celui de la neuro-ééggaence étudiée dans ce projet. De telles
dynamiques requiérent I'accumulation et/ou I'épmieat de métabolites, ce qui n’est pas

possible en négligeant les variations temporelles.

2.3.3 Modélisation dynamique du métabolisme

Ainsi, le modéle présenté dans ce mémoire permdeltes variations afin de permettre une
description transitoire, soit pouvant agir et réatg maniére dynamique a des perturbations et
des évenements stressants. Or, une descriptiorapégate des systemes évolutifs augmente le

nombre d’informations requises pour résoudre |'Eigua3.

Gréace a ce type de modélisation, il est possit#ealuer des variations temporelles comme des
vitesses d’épuisement et d’accumulation de métasoliune telle situation d’accumulation est
d’ailleurs présentée en Annexe J.c :3yn forme des agrégats puis desdans les zones dira

et dusnpc au cerveau menant a I'apparition de la malaeiBarkinson.

2.3.3.1 Observation de dynamiques

Naturellement, les organismes peuvent présentergranale variété de dynamiques. Pour n’en

nommer que quelgues-unes, la gluconymie varie eatitin de I'apport en nourriture (entre les

32 L'accronymerBa est mis pourlux Balanceanalysis
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périodes de satiété et de jeline), I'osmolaritéevan fonction de I'apport en eau (entre les
périodes de soif et d’hydratation), l'activité neoale en fonction de I'état fonctionnel du

cerveau (entre les périodes d'éveil, de sommeil &nde sommeil paradoxal). Ce type de
réponses dynamiques est le fruit de I'évolution, réponse a des variations répétées ou

ponctuelles, soit internes ou externes.

Tel que présenté dans l'introduction, une des hgses globales du projet est basée sur
I'hypothese que des systémes similaires peuvenbndép diffefremment a une méme
perturbation ; soit par exemple qu’'un organismen sei un autre identique et affecté de
modifications génétigues ou modification par dédage énergétique peuvent présenter des

comportements différents.

Dans le but de cerner les implications devi, ces perturbations devront étre observées et
mesurées d’'un point de vue métabolique. Ainsi,peturbations ont été réalisées en laboratoire
pour détecter la présence de variations fonctidemehez de tels couples d’individus. Alors que

le choix de perturbations est expliqué au Chagdir&a forme des perturbations imposées et la

forme des réponses attendues est présentée ici.

2.3.3.2 Type de perturbation

Différentes perturbations de systemes sont typiguenutilisées en analyse de signaux afin
d’étudier la réponse d'un systeme, soit I'impulsid@chelon, le créneau, et la pente. Ces
perturbations typiques présentées a la Figure 10étEncréées afin de permettre d’étudier le
comportement de systéemes libérés, sans stabiliiféciale et observateur. Un systéme de

contrdle adéquat permet de récupérer de tellearpattons en effectuant le ou les changements

qui s'imposent.

Etant donné les hypothéses du projet, les periorsatle type créneau sont utilisées pour évaluer
la réponse du systéme en réaction a un découplagehwondrial puisqu’elles sont jugées plus
réalisables d’'un point de vue expérimental et dgsepermettent un retour a I'état initial. Or,
pour la perturbation génétique, la modification esrmanente et ne peux donc pas étre
adéquatement représentée par un schéma de padnrtypique. La perturbation se rapprochant
le plus d’'une telle situation est la représentatierféchelon du passé, soit antérieur aux données

gue I'on peut acquisitionner.
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FigurelQ: Représentation de perturbations typiques
Impulsior (A), Echelon (B), Créneau (C) et la Ramp@ (D

Dans les deux capar différentes mesures, il sera possible d’effsctin suivi de contrélen

temps réel ou a posteriates cellules qui tentont de récupérer ’lhoméosta:

2.3.3.3 Variantes deréponses attendue

Différents cas de figure habituels sont poss ; 'ensemble de ceugk pett étre synthétisé en

une figure qui regrouples différentespossibilités et variationseltque présenté a Figure 11.

Les moments 1 & sont respectivement les moments de début etnddefiperturbation. Le
étiquettes identifient les variations possiblessgu moins important ; soient : I'intensité de
la descente durant le stresa : le niveau le plus bas atteint durantsteess, 1 : le décalage
temporel avant la remontée suite au stri : l'intensité de remontée apres le stre : le
décalage du niveau stable aprés rétablisseme : le temps requis pour recouvrer le nive

stabilisé.

Alors que ces variantes ¢ habituellement couplées dans les systémes biplegi le
description de chacune peut permettre de miewentisc les impacts de différents types

stresseurs sur un systeme, permettant d’en augniemempréhensio
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Figure 11 : Représentation des possibilités ettians d’'un systéme de contrdle suite a une

perturbation de type créneau.

2.3.4 Outils de modélisation et d’analyse

Il existe différents outils de modélisation perraett de représenter un tel comportement
dynamique en tenant compte des interactions métaiesl. Un des plus fréquemment utilisé est
la résolution d’équations différentielles ordinaireelle que celle présentée a I'Equation 3.
Différentes méthodes de résolutions du systémeudi@ns sont développées et de nombreux
logiciels permettent leur utilisation. La résolutidu systéme d’équations différentielles présenté

dans cet ouvrage est numérique.

Le logiciel utilisé dans le cadre de ce projet featde la sociét&éhe MathWorks Matlab®. Cet
outil est choisi puisqu’il permet la manipulatioféguations sous forme matricielle, I'affichage
de courbes et de données, la rédaction d’algorghehsurtout I'utilisation de boites a outils telle

que leSystems Biology Toolbox

2.3.4.1 Boites a outils de modélisation

Le Systems Biology Toolb@est la seconde itération d’une boite a outils @ecgource ouvert
créée pouMatlab par Herning Schmidt (Schmidt & Jirstrand, 2006)e permet la construction
de modeles métaboliques en un seul fichier de fotexde «txt » qui est simulable comme un
tout, dispensant alors les algorithmes de misegeaté®ns différentielles, d’appel de fichiers et

de simulations dans de nombreux fichiers intercot@se Ainsi, les équations différentielles, les



42

états initiaux, les cinétiques, les variables,pdasamétres et les évenements sont tous rédigés de
maniére intuitive I'un a la suite de l'autre, ofitaune vue d’ensemble.

La boite contient aussi des fonctions d’affichadesrésultats de modélisation conjointement a
des mesures experimentales et aussi des outilalgsas statistiques. Par son compilateur rapide,
la boite permet une diminution du temps de calegluis. Finalement, la boite a outils permet

d’effectuer grace a différents solveurs une estonatle parametres cinétiques par itérations en
comparant les trajectoires de métabolites choeties modifiant les valeurs des paramétres selon
un plan défini, dans le but de représenter le mmassible les courbes temporelles produites en
laboratoire. Or une telle implémentation mathémegige peut devenir réellement significative et

appliguée uniquement si elle est adaptée et calidbt@ide de données biologiques.

2.4 Approche systeme

Ayant effectué une revue rapide de I'état de Ilmhs ces différents domaines, il est possible de
dresser sous forme synthétique I'approche de getpro
= -

LN

SIO~O-0)

the SYSTEMS of

PARKINSON!'S DISEASE

Figure 12 : Approche systeme de la maladie de Rswki

Tel que présenté a la Figure 12, un stress toxgaple et génétique est a l'origine de défaillances
du métabolisme énergétique qui méne a une dérégulzgllulaire. Par 'augmentation du stress
oxydatif et la détérioration des processus de gedtie I'alpha-synucléine endommageé, cette



43

bY

derniere méne de maniére dégénérative a la formatie corps de Lewy qui meéne

éventuellement a la mort cellulaire et 'apparitaissymptomes.

2.5 Obijectifs spécifiques
Dans le contexte d’une maitrise effectuée dansronpg de recherche sur le développement
d’outils en génie métabolique, les objectifs sp§uais étaient de :

Concevoir un modele cinétique d’équations difféedigs ordinaires décrivant la
dynamique des métabolites des cellules d’intérét;

Mesurer la dynamique du métabolisme de celluleghrétes (saines et pathologiques)
invitro, a l'aide d'approches analytiques intégratives t@nélome), suite a des
perturbations permanentes (génétique) ou temperéoricologique);

Calibrer le modele mathématique aux données expéatates obtenues;

Identifier les implications de stress liés a lahp#tgie sur les voies métaboliques décrites
dans le modéle;

En réalisant une partie ou I'ensemble de ces dfgece projet résultera en des données et outils
de modélisation nouveaux, utiles a la recherchdesuimplications de I'énergétique cellulaire de

la maladie de Parkinson.

CHAPITRE3 METHODOLOGIE

Ce chapitre présente les principales méthodes seices pour générer les résultats
expérimentaux présentés dans ce mémoire. Unedétames de traitement ont été requises pour
obtenir les données sous une forme utile. Dansdsept travail de recherche sur la maladie de

Parkinson, I'étude deellules cérébralea été jugée essentielle.

Tout comme la médecine utilise autant des techsiglienageries non destructrices que des
techniques chirurgicales trés invasives permettintquantifier et d’observer des variations

temporelles, le génie métabolique posséde desirtililaires.

Dans les laboratoires disponibles dans le cadeed®ojet, de tels outils de mesure non-invasifs
et destructeurs étaient présents. En effet, ureedptimisées, des techniques de quantification
comme la spectroscopie par résonance magnétiquiéaimec peuvent étre couplées a des
systemes de perfusion de milieu de culture pourébitieur permettant de mesurer la

concentration de différentes molécules présenté'nt@rieur de tissus et cellules sans les
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endommager. (Ben-Tchavtchavadze, Chen, Perrierpol&og&ur, 2009; Ben-Tchavtchavadze,
Perrier, & Jolicoeur, 2007; Gmati, Chen, & Jolicne2005). Cette méthode nécessite toutefois

un nombre d’éléments vivants demeurant dans la dernecture de I'appareil.

D’autres techniques plus précises couplant la spemipie de masse a la chromatographie
liquide permettent non seulement de déterminer risgnce de molécules mais aussi d’en
quantifier la concentration. Cette méthode esteffoig destructive puisqu’elle requiert un extrait

exempt de protéines, nécessitant une rupture coengidetoutes les membranes plasmiques.

Dans ces deux cas, un nombre élevé de cellule®tieibbtenu. L'obtention d’'un bassin utile de
cellules provient soit de cellules cultivées irqwibu de tissus récoltés ex-vivo, nécessitant dans

les deux cas rigueur et minutie.
Dans ce mémoire, les méthodes reliées a :

la spectroscopie par résonance magnétique nucléaimglée a un bioréacteur perfusé
avec du milieu conditionné, garni ¢eT biocompatible tissé et d’un lit de pieces de
tranches de tissus cérébral,

'amplification en flasques de cellules primairedhé&rentes provenant de la zone
mésencéphaliques et triturées pour extraction etlysem par chromatographie et

spectroscopie (tel gu'annoncé a la sous-sectiod 2 lles zones cérébrales touchées),

ne seront pas présentées ici puisque leur repribditététait faible et les défis manipulatoires
trop élevés. Par contre les expériences effectsideles tranches fraiches complétes de cerveau
de souris extraites ex-situ et analysées in-vitno caromatographie liquide couplée a une

spectroscopie de mass€eNS) seront détaillées.

3.1 Plan expérimental

Dans le but de comparer la régulation énergétigumodeles parkinsoniens, il sera nécessaire de
générer des données fiables provenant des deuadq®urs identifiés comme étant les causes
hypothétiques de la dérégulation énergétique usottésordre génétique ou un désordre cause par
une exposition a un stresseur toxicologique.
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Des expériences avec contrble biologique paradigtent réalisées en triplicatas pour les deux (2)
facteurs. Ainsi, il faut identifier un désordre g@égue et un stresseur toxicologique intéressants a

réaliser d'un point de vue expérimental dans leeadine maitrise.

3.1.1 Expériences sur les tranches de cerveau

L'option d’'effectuer des mesures sur des tranchakles de cerveau de souris n’était pas
I'avenue initiale. Toutefois, I'opportunité d’uneoli@boration avec un professeur titulaire du
Département de Pharmacologie de la Faculté de Medeée I'Université de Montréal, Groupe

de Recherche sur le Systeme nerveux Central, @omt dle recherche est la neuropharmacologie

a élargi les possibilités.

Grace a sa collaboration, il fut possible d’effectles travaux expérimentaux avec des éléments
biologiques plus représentatifs que s'ils avaigétréalisés sur une lignée immortelle de cellules
cultivées en suspension. Malgré les défis supplémres, I'usage de cellules primaires est une

avenue intéressante puisqu’elle ne biaise pasdeqgiiipe comme le fait une lignée cellulaire.

Aussi, son laboratoire bien équipé, et son perdoarpérimenté ont permis de réaliser ces
expériences sans optimisation requise. Aussi, paisges protocoles sont completement
développés et reconnus par I'Université de MongréalComité universitaire d’éthique de la
recherche (CUER), et le Comité de déontologie ebeprimentation sur les animaux (CDEA), et
sous recommandations du Conseil canadien de pmtaigs animaux (CCPA), il fut possible de

procéder rapidement.

3.1.2 Modéle génétique

La dopamine au coeur de I'axe de recherche de Miebw la maladie de Parkinson se retrouve
aussi rapidement au centre des neuropathies qwidie2 II détient des colonies de souris
normales W, pourwild-Type a I'état sauvage), et deux (2) colonies de scayent subi un
traitement de mutagéneése ciblée,(pourknock-out, invalidation génique). Les lignées de souris
sont invalidées sur des genes codant pour desmestimpliquées dans la maladie de Parkinson,
soit les genes deARK 2 OuPARK 7 codant respectivement pour les protéirekin et debJ-1.

Tel que présentés brievement a la section 2.1t2h détails en annexe A.b, ces deux genes sont
de type récessif ; ainsi un phénotypage est rgopus I'identification des individus homo- ou

hétéro-zygotes.
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Parkin assure l'identification de I'alpha-synuckipar une grappe d’ubiquitines dans le but de
dégrader cette-syn, son invalidation force I'accumulation cetermére et mene théoriquement
vers la formation éventuelle des corps de Lewweatduro-dégénérescence. Ce type de mutation
est parmi les plus courants chez les patients remiffde parkinsonisme autosomal recessif
précoce (Itier et al., 2003).

Pour sa part, la protéime-1 agit comme protéine chaperon et est aussi regbtend’'une part de

la gestion du stress oxydatif au niveau du cerveau.

Ayant développé un modéle d’agrégation de protémesant a lavP, le premier typeprkin

KO) est plus intéressant pour le projet de rechegtdizal, au dela de cette maitrise.

3.1.3 Modéle toxicologique

Aussi, dans le cadre de ses activités de rechekth€&udeau utilise un ionophore, soit le CCCP
(carbonyl cyanide m-chloro phenyl hydrazhné\ cause de ses caractéristiques physico-
chimiques, cet ionophore est un découpleur impbdancomplexe 1 de lahox, réduisant de
maniére constante le gradient électrochimique axiste part et d’autre de la membrane
mitochondriale. Affectant I'énergétique cellulagte cellules dont les neurones dopaminergiques,

cette molécule est donc choisie comme stresseigotogique.

3.2 Dissection de I'animal et tranches de cerveau

L’animal adulte est premierement endormi dans dmehe en verre avec du 2-bromo-2-chloro-1-
1-1-trifluoroéthane $igma Aldricl? #B4389. Lorsque sa respiration cesse, la téte est coapée
I'aide d’'une paire de ciseaux chirurgicaux. Le poal le crane sont retirés par la suite a l'aide
d’'une paire de petits ciseaux et de forceps pairtascerveau a découvert, il est aspergé de
fluide cérébrospinal artificielaCsF, mis pourartificial cerebrospinal Fluid) a I'aide d’un flacon
laveur et est retiré délicatement a l'aide d’ungefie Pasteur en passant sous I'encéphale afin de
le détacher de la moelle épiniere, et est imméaiate déposé dans un béchexasrF a 4°C pour

quelques secondes.

Une fois refroidi, 'organe est déposé sur une ghi@nde dissection et a lI'aide d’'une lame de
rasoir neuve, le bulbe olfactif et le cervelet satirés. Par la suite, a I'aide de colle conthetst

fixé a l'aide de forceps sur la plague de coupendcrotome de maniére a faire des coupes
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frontales. Les tranches d’'une épaisseur de 30@ont coupées a l'aide d’un microtome vibrant
(Leica VT1000S). Durant l'opération, I'organe baggdans le bassin de coupe remphabr
oxygéné a 4°C. Chaque tranche réalisée est reaeuedpidement, a l'aide d'un pinceau
synthétique et est déposée dans un vase de Répii I’kBACSF oxygéné au fond duquel un filtre

est placé afin de prévenir 'adhésion des tranelegse.

3.2.1 Préparation du milieu de survie

Etant I'environnement de remplacement du cerveamilieu de culture se doit d’étre bien dosé.
Sa composition en sels et en sucre, et son ost#o(@)0 mOsm) se doivent d’étre précis. La
composition de KcsF, soit la concentration des composés et leur ifienti Sigma Aldricl?

(fournisseur), est présentée au Tableau 9 :

I"#$ Yo#:

& $ #($
&)# $+,! -+
) *+ $,"% 4
# '1-% #('

. ~H#% %o-

*! ’$_" %(

Tableau 9 : Composition derEsF.

L’ AcsF doit étre utilisé rapidement, son osmolarité varidl doit étre préparé 30 minutes avant

son utilisation par saturation oxygene avec 5%ateagrbonique.

3.3 Préparation de I'extrait

La préparation de I'extrait a analyser en chrom@pigie et spectrographie est réalisée en deux
temps. Dans un premier temps, au laboratoire den@dwlogie de I'Université de Montréal, les
tranches sont homogénéisées et leur métabolisnaarést. Par la suite, au laboratoire de génie
métabolique de I'Ecole Polytechnique de Montréad, imétabolites & quantifier sont extraites de
I’échantillon et I'extrait est filtré en vue d’anyakes. Ces deux premieres phases sont présentées en
détail ci-dessous.
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3.3.1 Homogénéisation des tranches

Baignant dans ce vase de Pétri, deux (2) tranchehaqgue extrait sont transférées a I'aide d’'un
pinceau synthétique vers un tube a centrifugerédpine centrifugation rapide d’'une (1) minute
a £C, I'AcsF surnageant est retiré par vide a l'aide d’une tpgpBasteur en verre amincie sous
flamme. Les tubes de centrifugation pré-pesészania suite repesés afin d’en déduire la masse
de I'échantillon cérébral.

Aprés I'addition de 200L d’une solution refroidie sur glace seche de 8@time de méthanol
et eau, une homogénéisation est réalisée directetia@s le tube a I'aide d’'un pilon motorisé.
Par la suite, une étape de mélange en vortex sbieation en bain sont effectuées, puis ces

premiéres étapes sont réalisées de nouveau.

Ces étapes permettent de rompre les membranekaireBuet de précipiter les protéines, forcant
I'arrét du réactome. Ces échantillons de métabdiseilulaire sont stockées a °80jusqu’a la

prochaine étape, I'extraction.

3.3.2 Extraction de I'’échantillon

A chaque tube est ajouté 0.2 g de sable permetinmeilleure homogénéisation. L’échantillon
est resuspendu par mélangeur vortex et est microdtgé a 21 00@ pour une durée de
7 minutes a AC. Le premier extrait est le surnageant contenastnhétabolites, il est donc

transféré a un second tube.

Par la suite, 0.2 ml d'une solution de 50% voluraertéthanol et eau froid est ajouté au culot. Le
contenu du tube est ensuite soumis a trois ronelesslispension et vortex, sonication froide puis
refroidissement. Le tube est encore micro-centéfag2l 00@ pour une durée de 5 minutes a

4°C. Le surnageant constitue le second extrairet & son tour ajouté au premier.

Une troisieme et derniére extraction est effecpaie’ajout de 0.2 mL d’eau glacée au culot. Le
culot est resuspendu dans I'eau et micro-centritugd 00Gs pour 3 minutes a 4°C dans le but
de produire le troisiéme extrait qui est ajouté@aux premiers.

Finalement, le tube contenant le triple extrait &ston tour micro-centrifugé a 21 08@our
5 minutes a 4°C. Le surnageant est ensuite aspa@ une seringue, un filtre de 0.2 lui est

vissé et le liquide est filtré et injecté dans latdn de verre comportant un couvercle vissable a
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septum. Cet extrait est par la suite rapidemerukst@ -80C jusqu’a sa dilution éventuelle (si

requise) avec une solution de 50% volume de métlemau, et son analyse par méthadnss.

3.4 Quantification des nucléotides

Avant l'analyse parLcMs, les échantillons sont dégelés et remélangés paex Les
échantillons sont gardés a une température de d4f@htlla période d’auto-échantillonnage par
injection. Etant donné que les métabolites ne paststables et se dégradent naturellement, et
plus rapidement a température plus élevée, lesremba’auto-échantillonnages sont donc
remplis de maniere minimale afin de réduire la dgoosition des métabolites durant I'analyse.

Par la suite, ces échantillons sont re-stocké9%eC-8

Tel que réalisée avec succes par Hammami et amiéami, Chen, Bronte, DeCrescenzo, &
Jolicoeur, 2012), la quantification des nucléotigss réalisée avec un systeme composé d’'un
chromatogramme en phase liquide a ultra-haute ipresie type 1290 couplé a un spectrometre
de masse a triple quadripdles de type 6460 (Agilesthnologies®). Les nucléotides sont
premiérement séparés en utilisant une méthode dmgpad’ions grace a une colonne
Symmetry C18 (Waters®) protégée par une colonneurBe€18 (Waters®). Le DMHA
(N,N-dimethylhexylanine, Sigma®) est utilisé comagent de pairage d’ions et pour améliorer
le ratio « signal sur bruit » en mode d’ionisatfsitif. La phase mobile est composée de deux
tampons (A et B). Alors que le tampon A est compdsél0 mM d’'acétate d’ammonium et de
15 mM de DMHA (pH 7.0), le tampon B 50/50% (v/vX eemposé d’acétonitrile avec 20 mM
de NH,OAc (pH 7.0).

Le débit de la phase mobile est réglé a 0.3 mL/etifes plateaux et gradients linéaires de B
suivants sont appliqués : 0 a 10 min a 10%, de 20 &in de 10 a 30%, de 20 a 21 min de 30 a
60%, de 21 a 26 min & 60%, de 26 a 27 min de 64 dt finalement de 27 & 35 min & 10%

de B.

3.5 Quantification des sucres phosphatés et des acidaganiques

Similairement, et tel que réalisé par Hammami (Haminet al., 2012), les sucres phosphatés et
acides organiques sont analysés avec le méme syst€fRLC-MS en utilisant une pré-colonne

et une colonne Hypercarb® (Thermo Fisher®). Potte@nalyse, la phase mobile est composée
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de deux tampons (C et D). Les tampons sont respentint composés de 20 mM d’acétate
d’ammonium (pH 7.5) (C) et de 10% (v/v) de méthadahs I'eau (D). Le débit de la phase

mobile est le méme et les plateaux et gradien&aiias suivants de C sont appliqués : de 0 to
5 min a 10%, 5 a 10 min de 10% a 20%, de 10 a 20d®i20% a 100% of A, de 20 a 30 min a

100% A, de 30 a 32 min de 100% a 10% et finalerder&2 a 40 min a 10% de C.

3.5.1 Notes sur la quantification LCMS

La méthode de quantification repose sur la somntégiale de l'aire sous la courbe du
chromatogramme. Ensuite, en utilisant une couri@alre standard, on peut associer cette valeur
a une concentration, celle de I'extrait. Enfin ditisant le poids mouillé de la tranche, il est

possible de calculer des concentrations spécifiques

Puisqu’au-dela du domaine de la courbe standale-ciesature, dans le cas ou une valeur d’aire
soit a I'extérieur du domaine jugé standard, l'agbtiation est jugée inacceptable et une
réanalyse diluée de I'échantillon est requise. Demscas, la dilution est effectuée avec une

solution de 50% (v/v) de méthanol et eau.

Ces méthodes de quantification de concentrationslmsées sur I’'hnomogénéisation compléte de
tout I'échantillon biologique de tissus, soit quaig les composés et volumes s’y retrouvent
additionnés. Ainsi, étant donné cette limite demléthode d’extraction, le modéle d’équations

différentielles doit considérer que toutes les tiéas et interactions se produisent dans un seul

volume moyen.

3.6 Quantification des especes extracellulaires

Pour la quantification des composés extracelldairdes échantillons deatsr sont pris
directement dans le vase de Pétri. Les quatreofposés majeurs (glucose, lactate, glutamine et
glutamate) sont mesurés par des instruments usweiteutilisés pour analyser le sang (YSI 2700
Select Biochemistry Analyzer®). Cette machine pdrmetre autre, de mesurer en un échantillon
deux (2) composés. Ainsi, deux (2) de ces machétaient disponibles et on été utilisées en
parallele pour mesurer simultanément le glucosde dactate, ainsi que la glutamine et le
glutamate.
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CHAPITRE4  METABOLOMICS AND IN-SILICO ANALYSIS REVEAL
CRITICAL ENERGY DEREGULATIONS IN ANIMAL MODELS OF
PARKINSON'S DISEASE

4.1 Présentation de l'article «Metabolomics and In-Silico Analysis Reveal

Critical Energy Deregulations in Animal Models ofd&kinson's Disease

Cette section reprend I'article intitulé Metabolomics and In-Silico Analysis Reveal Critical
Energy Deregulations in Animal Models of ParkinsoDisease». Cet article a été soumis pour

publication au journal #LOS Computational Biology.

Ce manuscrit présente un modele dynamique novatesirvoies métaboliques énergétiques
cellulaires de cellules cérébrales pour I'étudelalenaladie de Parkinson. Ce modéle a été
développé et validé grace a des données expérimergeovenant d’analyses du métabolome

extrait de tranches fraiches de cerveaux de souris.

Deux (2) expériences sont présentées en les contpareec des souris sainesr( wild-type).

Le premier cas a I'étude est la réalisation d’'uasst avec un ionophore découplant la chaine de
transport d’électrons de la respiration oxydatiue Ies cellulesnt. Le second cas a I'étude est
composé de souris ayant subi une extinction sgete parkin-2) responsable de l'identification
de I’ -syn par de l'ubiquitine pour sa reconnaissancdeyaystéme de dégradation des protéines
du protéasome.

Les observations majeures de ce travail sont deuble

Le modele démontre, appuyé de données expérimgntajee les mécanismes
biochimiques de régulation du métabolisme énergétig¢ussissent a s’adapter a un stress

génétique soutenu;

Le modele démontre, appuyé de données expérimgntple le métabolisme ne réussit
pas a s'adapter a une dérégulation profonde dert@tique cellulaire suite a I'exposition

du tissu a une toxine environnementale.

En effet, une réduction irréversible du niveau dasgettes énergétiques est observée suite a un

stress mitochondrial majeur. Malgré que les expégs et les simulations ne soient réalisées que
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sur une fenétre temporelle restreinte, les résulpermettent de proposer des principes de
dérégulation énergétique rapide suite a un stregsomnemental fort.

Similairement aux travaux présentés aux Annexdg/@othétiquement, une fenétre temporelle
plus large nous permettrait sGrement d’observer ecaréaine adaptation métabolique. Aussi,
durant la période d’adaptation, une quantité ingug de toxines cellulaires (agrégatRes)
serait générée, affectant de maniere irréversdsdissus tel que réalisé précédemment (Cloutier
& Wellstead, 2012). De telles hypothéses sont sugps par les travaux de modélisation
intégrative liés a la maladie de Parkinson démaniras effets irréversibles induits sur de courts
délais (Cloutier, Middleton, & Wellstead, 2012), teut étant cohérent avec les cas de
parkinsonisme induit par des drogues récreativegjue décrit par Langston (Langston &
Palfreman, 1995).

4.2 Metabolomics and In-Silico Analysis Reveal Critical Energy

Deregulations in Animal Models of Parkinson's Disese

Running title : Metabolomics and In-silico AnalysisPD animal models
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4.3 Abstract

Parkinson's disease (PD) develops in the human In@n a variety of factors. Although age is
the principal risk factor, other etiological meclsmns have been identified, including genes and
exposure to toxins. Deregulation of energy metabalimostly through the loss of Complex |
efficiency, is involved in the disease progressiomoth the genetic and sporadic forms of the
disease. Our objective in this study is to invegBgenergy deregulation in the cerebral tissue of
animal models (genetic and toxin induced) of Phgsin approach that combines metabolomics
and mathematical modelling. In a first step, quatitie measurements of energy related
metabolites in mouse brain slices revealed whichvpays are affected by PD stress factors. In
that regard, a genetic model of PD (parkin 2 dg¢fantl a toxin induced (CCCP) model of PD
were compared to control conditions (wild type aalsh. The results revealed a significant and
sustained drop in ATP after toxin exposure, butindhe genetic model. In order to improve data
analysis, a mathematical model of the relevant bwdia pathways was developed and calibrated
with the experimental data, showing that a shamitstress response in nucleotides scavenging is
most probably induced by the toxin exposure. Im.ttine robustness of energy related pathways
in the model explains how genetic perturbationdeast in young animals, are not sufficient to

induce significant changes in terms of metaboétesls.

4.4 Keywords

Parkinson’s Disease, Mathematical Modelling, Enévptabolism, Feedback Regulation

4.5 Introduction

4.5.1 Background and energy deregulation in PD

Parkinson’s disease is a pernicious neurodegewerditease for which no cure exists. The main
cellular hallmark of this lethal dementia is thenhation cellular of inclusions named Lewy

Bodies (Goedert, 2001; Uversky, 2007). These bodresresults of a degenerative metabolic
process of alpha-synuclein protein aggregation linrg failures in energy demanding systems
such as protein disposal. Expression of this symugpathy’s related symptoms stems from
sufficient brain damage, mainly death of dopamiengurons (Rinne, Rummukainen, Paljarvi,
& Rinne, 1989). Since the disease arises from mdiffecauses: environmental toxicity, genetic

mutations, and brain aging, general disease pnes@lis hard to define (Bergareche et al., 2004).
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4.5.2 Environmental toxins

Farming toxins such as Paraquat (herbicide), Roker{pesticide) and Maneb (fungicide) are
known to induce specific PD symptoms in animal nedelalbach et al., 2004). These toxins
inhibit complexes 1 (Paraquat and Rotenone) amda®héb) of mitochondrial cellular respiration.
Also, solvents like toluene and n-hexane, and cadisulfide used in solvents and pesticides, are
identified as cause of neuronal death by mitochahddamage (Viartis, 2009). MPTP,
inadvertently obtained in the incomplete synthesfisrecreational drug MPPP, leads to PD
apparition in days (Fermaglich, 1996; Langston lgt 1083; Miller, 2007). Similarly to other
ionophores, MPTP uncouples cell respiration anddd¢a a complete shutdown of mitochondrial

and further cellular processes.

4.5.3 Genetic causes

Genetic mutations concerns seven (7) different gelRARK1, 3, 5, 8 (dominant) and PARK2, 6,
7 (recessive). Their protein counterpart are ingdlin neurotransmission (PARK1), recognition
proteins to degrade (PARK2 and PARKS), productibdapamine synthesis’ crucial amino acid
(PARK3), management of stressful events (PARK6)naga@ment of oxidative stress (PARK?7),
and cyclosqueleton and protein-protein interactigR&RK8) (NLoM, 2011). Even though
familial Parkinson is not frequent (maximum of 2@¥oall PD cases), its research is important
since elucidation of related dysfunctions couldphtel identify the root causes of idiopathic cases
(Dawson & Dawson, 2003; Fahn & Sulzer, 2004; Nugemet al.,, 2010). Furthermore, the
metabolic effect of such mutations is potentiafhportant since, as for the environmental toxins,

energy producing or energy demanding cellular (sees are affected.

4.5.4 Aging

Cellular dysfunctions linking PD to aging are notripletely identified, however it is known that
the latter involves reduced availability of metabatnergy and increases amounts of cellular
debris. Therefore, it is possible to affirm thastthird factor is also linked to the energy cohtro

processes.
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4.5.5 Approach and models

Fundamental to all biological systems, metaboliergm homeostasis is critical in highly
consuming cells and tissues such as the brainder @0 measure the effects of PD related endo-
and exogenous modifications to a healthy animatesy, metabolites measurements will be
performed on the two (2) following animal (mouseddeals: the genetic (PARK2 knockout)

model and the toxin induced (CCCP ionophore) model.

455.1 Genetic model

The genetic model of Parkinson’s disease is cheaéim PARK2 gene knockout. This gene
situated on locus 6025.2-g27 (Matsumine et al.,719%nd coding for protein E3-ubiquitin
protein ligase, is usually nameghrkin (Kitada et al.,, 1998). Being a recessive gene, a
heterozygote mice colony can be maintained, thiesvadg sustained experiments. The parkin
protein is part of the polyubiquitination procegsattaches the destruction signal marker (bundle
of ubiquitine) on the targeted damaged protein. iftg@act ofparkin gene knockout on the mice
model induces small changes to the organism bonhgtmodification for the cell metabolism to
identify damaged protein such as unfolded alphatslgm to degradation by the Ubiquitine
Proteasome System (UPS) (ltier et al., 2003). Withgroper protein degradation systems, the
cell accumulates damaged alpha-synuclein in LB eggjes and needie-novosynthesis of all
amino-acids contained in these proteins that ctwéldeused by the cell, hence consuming a
tremendous amount of cell energy. Furthermore ptiesence of such aggregates was proven to
competitively inhibit proteasomal activity and ttoav aggregation’s acceleration (Chen, Thorpe,
& Keller, 2005).

4.5.5.2 Toxin model

Since the impact of MPTP on mice is not known,mailsrr toxin which its action on the cellular
respiration is well known, CCCRdrbonyl cyanide m-chloro phenyl hydrazpreused. Because
of its physical chemistry, this ionophore is vergwerful to uncouple the mitochondria’s
complex 1. The action of this mobile carrier resut a successive discharge of the pH gradient
across the mitochondrial membrane, one protonetithe. If the mitochondria can’t maintain

the gradient, the following complete dischargehs mitochondria has a decisive impact on the
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cell's state; without this proton gradient, thel @annot regenerate sufficient amounts of highly
energetic substrates required for cell’s persigdiéeber & Senior, 2003).

4.5.5.3 Mathematical modelling in PD research

By definition, energy production pathways are extedy robust because of multiple feedback
interactions which in turn induce emergent propsriuch as homeostasis (Cloutier & Wellstead,
2010). These regulatory properties are extremepomant in PD but are also extremely hard to
investigate with experimental data alone (Wellst&a@loutier, 2010). In this context, Ordinary
Differential Equation (ODE) modelling can complerh@xperimental studies (Haefner, 1996;
Tyson, Chen, & Novak, 2003).

To evaluate the relative implications of the meadugx-vivo data, in-silico simulations are used
to rationally integrate the dataset in a coherefiioles and give a clear picture of the
metabolomics’ state of the cells. With identifiegqursors and causes for the apparition of PD, it
is possible to discuss relative importance of auttd genetic modification of parkin gene to
mitochondrial complex 1 toxic stress from an engcgeell metabolism point of view. Hence to
assess the dynamics of the metabolic events ingtolmethis phenomenon, an ODE model
describing an average brain tissue as a cell whih studying the metabolic pathways

regulation in that context.

The current study thus presents an ODE model afjgrmaetabolism pathways that will describe
the dynamics of energy related metabolites aft@®Dainducing perturbation, i.e. exposure to
CCCP. The model's parameters can also accountefioetig factors, such as a reduction of

mitochondrial efficiency induced by parkin mutatson

4.5.6 Layout of the article

In the next section, slice preparation, stressamdrol groups, intracellular extract preparation,
sample analysis and other considerations are pegbas part of the material and methods. Then
mathematical model’'s scope, parameters estimatimh séress implementation are described.
Finally, the experimental and simulation resultsief CCCP toxin stress exposure gadkin 2

genetic stress are successively compared to theotgnoup and discussed.
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4.6 Methods and models

4.6.1 Experimental methods

Experimental methods consist in the preparationsnmlt-term cultivation of mouse brain slices
in Petri dishes, followed by sampling of two (2ices each 20 minutes (for a total of eight (8)
time points) and homogenisation in an alcohol ettrato arrest the cellular metabolism. In
two (2) experiments, a control group (wild type reeuwas compared to either the genetic model

or the toxin induced model.

4.6.1.1 Slice preparation

After the adult mouse is put to sleep, the headutsusing surgical scissors and the scalp and
skull are cut and plied away using small scissac @ointed forceps. The exposed brain is then
splashed with Artificial Cerebro-Spinal Fluid (ACSRaCl, 125 mM; KCI, 2.5 mM; KEPO,,

0.3 mM; NaHCO3, 26 mM; Cagl2.4; GLC, 10 mM; MgS@ 1.3mM; at 300mOsm), removed
from the skull cavity and immerged in 4°C ACSF tahilise and cool-off. The olfactory bulb
and cerebellum are then discarded. After beingdyhrethe cutting plaque, the cerebrum is then
sliced using a vibrating microtome (Leica VT106p$n order to make 300m thick frontal
slices® During the cutting operation, the organ is immerde continuously sparged (95%0
5% CQ) 4°C ACSF. Each slice is delicately taken withree fsynthetic brush and transferred to a
continuously oxygenated ACSF filled Petri dishtefil prepared to prevent slice adhesion at its
bottom (Caiazzo et al., 2011).

After preparing a second mouse, both mice slicesfoe about thirty (30) minutes in a Petri dish
to rest following slicing procedure.
4.6.1.1.1 Stress and control groups

Based on knowledge from experiments in electromhygy (unpublished data), we used the

smallest dose of CCCP creating a visible respdi®eévl. Also, based on the slicing rate, and

% As an optimum, slices of 300m thick were thin enough to enable sufficient difin to the slices’ core and

resulted in only about one sixth ({Jéof potentially greatly damaged cells.
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ACSF maintained slices’ life, together with the ided data size and quality, the preparation and
extraction of two (2) brains were considered faest experiments. Finally, a double extract (a
control and a test sample) rate was optimised at(bnper ten (10) minutes for a total of about

70 minutes.

The randomised slices are then separated into2yvgrbups: the control and test groups. The

single (1) control and two (2) test groups are itkxtdbelow:

Charles River Wild Type (WT) C57bl/6nciblack-6 mice brain slices resting in
continuously oxygenated ACSF filled Petri dish detssin the control group;

Parkin knockout (KO)black-6 mice previously modified by lItier, Ibafiez and 2003
presenting mitochondrial efficiency reduction wergsed as a genetically predisposed
Parkinson model;

WT 10 M CCCP ionophore stressed mice slices were usedi@sn induced Parkinson
type. For this test assay, the two animal's brdines were pooled and randomly
separated in two (2) equal slice number groups. sifess is initiated on one (1) group
from the third (') sample, fifteen (15) minutes following the fi(4f) extractions. After
collection of two (2) samples during stress, theaming stressed slices were transferred

to an unaltered ACSF Petri dish, identical to thetml group.

4.6.1.2 Intracellular extracts preparation

Complete understanding of the metabolic activity adlls during the stresses requires
simultaneous study of many components of the @lloletabolic network. Metabolite analysis
can be done using extraction and analysis of comg®wf interest from the biological sample.
Several extraction methods have been reported.dBaseeported results (Faijes, Mars, & Smid,
2007; Luo, Groenke, Takors, Wandrey, & Oldiges, Z®itter, Genzel, & Reichl, 2008) and our
studies, a modified procedure using cold methamtie most appropriate for metabolism studies

since it combines mild extraction strength condisi@nd high enzymatic inactivation.

The two (2) slices selected for each extract wetestb transferred from the Petri dish to a
centrifuge tube, which was then fast centrifuged4® for one (1) minute to able ACSF
supernatant vacuum discard using a flame-pulledeBagipette. The pre-weighted centrifuge

vial was then reweighted to deduct the collectes$Hrbrain mass. After, two (2) additions of
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200 L of dry-ice-cooled 80% v/v methanol/water solutimere performed. A motorised pillar
homogenisation, vortex mixing and sonication wadgomed between these additions. These
latter steps disrupt the cell's membranes, preagitll proteins and arrest metabolic reactions.
The immobilised cellular metabolism samples weréntamed at -800C until triple metabolome

extract completion.

The sample was vortex-suspended after 0.2 g of adddion for better homogenisation, and
micro-centrifuged at 21 000 G for 7 min &tC4 As a first (1st) extract, the metabolite charged
supernatant is transferred to an extract centrifuigé After the addition of 0.2 ml ice-cold
50% v/v methanol/water to the pellet, the vial uigdes three (3) rounds of vortex-mixing, ice-
water bath cooled down and sonication. The vidhe&n micro-centrifuged at 21 000 G and 4°C
for 5 min to produce the second (2nd) extract;|#teer is added to the first. Then, 0.2 mL ice-
cold water is added to the pellet, the vial is @@rsuspended and micro-centrifuged at 21 000 G
and 4°C for 3 min to give the third (3rd) extra€mally, the extract vial is micro-centrifuged at
21 000 G and 4°C for 5 min. It is then aspirated Byringe with a 0.2 um filter (Millipof& and
stored at -88C until LCMS analysis.

4.6.1.3 Sample analysis

The samples were thawed and vortex mixed beforgysisaSamples were kept at 4°C during
LCMS autosampling. Minimal LCMS autosampling loagliwas performed since it has been

reported that metabolites degrade faster at higimeperatures, compared to 260

Nucleotide and organic acids together with sugaysphates quantification was performed as

done by Hammami (Hammami et al., 2012). Refer &b piaper for further informations.

Quantification of metabolites (nucleotides and aigacids) was performed by integrating peak
areas and using standard linear calibration cunEedraction specific concentrations in

metabolites were calculated by normalizing the ¢jtyanf metabolites in the slice extracts to the
fresh weight of the extracted slices. When the @@ak integration lead to extrapolation from the
linear standard calibration curve, proper dilutieas executed using 50% (v/v) methanol in water

and reanalysis was performed.

These concentration quantification methods are das®m whole biological sample

homogenisation; compartments’ components and valuane summed in global concentrations
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values. Based on this extraction method’s limite ©DE model must consider all reactions to

happen in a single volume.

4.6.1.3.1 Nucleotides quantification

Nucleotides in extracts were analyzed using a 129DC system coupled to a 6460 triple
quadrupole mass spectrometer (Agilent TechnolBYyiedlucleotides were separated by a
Symmetry C18 column (Watéhsequipped with a Security C18 guard-column (W&etsing

ion-pair method. DMHA (N,N-dimethylhexylanine, Sigi) was used as an ion-pair reagent to

improve the signal-to-noise ratio with positive imation mode.

4.6.1.3.2 Sugar phosphates and organic acids quantification

Organic acids and phosphate sugars concentrati@ns assessed using the aforementioned
UPLC-MS/MS system using a Hyperc&rizolumn and a Hypercarb pre-column (Thermo
Fishef).

4.6.1.3.3 Extracellular components

Cellular environment samples were taken directiynfrthe Petri dish. The four (4) major

extracellular components (glucose, lactate, glutenand glutamate) are measured with blood
analysers (YSI 2700 Select Biochemistry Anal§yeffwo (2) machines were used in parallel;
glucose and lactate are measured simultaneousharoranalyser, while another measured

glutamine and glutamate simultaneously.

4.6.1.3.4 Statistical Analysis
Data are shown as mean + SEM (standard error oinhtéa = 3 independent experiments from
three (3) mice brain slice extractions sequencesligds were removed using box-plot analysis.

4.6.1.4 Other experimental considerations

4.6.1.4.1 Parkin knockout

Although PD emerges from a specific brain zonénanrmesencephalon, the substancia nigra pars
compacta, the gene silencing accomplished on thé&inmp&knockout mice modified the

transcriptome of all cells in the mouse, thus r&acheir ability to identify misfolded alpha-
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synuclein-like damaged protein that would be leaéutther UPS degradation. From this global
knockout concept arises the assumption that aliéi's cells would exhibit a different phenotype

and would react in a different manner to a stressnibeing compared to a WT mouse.

4.6.1.4.2 Slice choice for samples

Since distinction between cell types (neurons,oagtes, oligodendrocytes, microglia, etc.) is
impossible (as a result of the choice of extractimethod that requires entire tissue
homogenisation), measurements are averaged on hbke wlice volume. Considering the cell
type distribution in the brain is not identicalat frontal distances the slices were chosen sh eac
control and test samples were matched to reducebidy in terms of specific cerebrum
location. The choice was made on the base of ibe€skize, corresponding to different distances

between the discarded olfactory bulb and cerebellum

4.6.2 Models

4.6.2.1 Software

The metabolic pathways investigated in this studypmesented in Figure 13. Details concerning
the model (ODEs, parameters etc.) are providetlerSupplementary Material (SM). The model
was implemented in Matl&b(The Mathworks, In€) using the Systems Biology Toolddx
(SBT) (Schmidt & Jirstrand, 2006).

4.6.2.2 Scope of the model

The model accounts for biochemical reactions ogogrrin all brain cells, mostly neurons and
astrocytes and is constructed not to represent exifgp cerebral region. We thus use
concentrations units (LM) for the metabolites amdtlthe modelling to a generic set of reactions
that are known to occur in both cell types. Thisoiensure a physiologically realistic model that

could eventually be adapted to other experimentadstigations.

Most of the molecules involved in the model arespre in relatively large amounts implying
hundreds of thousands (or more) of each moleculeafdypical neuron. From a modelling
perspective, this means that the overall reacty@tesn can be meaningfully modelled within a

deterministic ODE framework. Other PD-related mouglefforts also successfully used this
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approach (Cloutier et al., 2009; Qi, Miller, & VpR009; Sneppen, Lizana, Jensen, Pigolotti, &
Otzen, 2009; Vali et al., 2007).
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Figure 13 : Energy metabolism model for the cereissue

The states of the model (in capital letters) arérdel as follows: GLC, glucose; G6P, glucose-6-
phosphate; F6P, fructose-6-phosphate; FBP, fructupbosphate; G3P, glyceraldheyge-3-
phosphate; PEP, phosphoenolpyruvate; PYR, pyruv&dy, glycogen; R5P, ribose-5-
phosphate; Cr (PCr), creatine (phosphocreatine)d,Aactate; ACA, acetyl-coenzyme-A; CIT,
citrate; AKG, -ketoglutarate; SUC, succinate; FUM, fumarate; MAlmalate; OAA,

oxaloacetate; GLT, glutamate; GLN, glutamine; NADIADH), nicotniamide adenine
dinucleotide (reduced); NADP (NADPH), phosphorythteicotniamide adenine dinucleotide
(reduced); ATP, adenosine-triphosphate; ADP, ademodiphosphate; AMP, adenosine-
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monophosphate; O2, oxygen; ANPs, unavailable @ddsadenosine-“n"phosphate nucleotide;

Ve, extracellular volume; subscript “e”, extracelu. Reactions (in italic) are defined in the SM.

4.6.2.3 Pathways considered

Pathways represented in the model originate frodatabase of aggregated information from
literature in a comprehensive graphical represemaind textual description, the web-database
BioCyc.org (Caspi et al., 2010). The model considers moleculnsportacross the cellular
membrane (identified with prefixT”, as T_glc for the transport of GLC). As the main influx,
glycolysisis described with a high level of detail. The mlbdg is focused on highly controlled
enzymatic reactions (e.§._pfk for flux of phosphofructokinase) and important riarla points.

The pentose phosphate pathwayhich is the major pathway for anti-oxidative iant is

represented with the two (2) glycolytic branchirans. Even if the latter pathway is extensively
simplified to a single state, the by-products sto@metry (regeneration of 2 NADPH for each
GLC cycling through PPP) is consistent with thd fudthway. Pyruvate from the glycolytic

pathway is either converted to lactate through nelbte lactate dehydrogenase transferred to

the mitochondria and consumed in the TCA cytile some intermediates (such as AKG) can
be used as branch point to amino acids (GLT) copsiom’production the cycle's main function
is to perform reduction of NAD shuttles to NADH. i$hn turn allows ATP regeneration from

ADP by oxydative phosphorylatiom the matrix of the mitochondria. Although thiatpway

involves many enzymatic complexes and sub-compatine simple one-step reaction with

parallel proton leakage is considered here.

The two major energetic buffers are consideredsphocreatineand_glycogenCreatine kinase

transfers the high energy phosphate link from ARt and the resulting molecule PCr, can in
turn be used to directly regenerate ATP during liigimand periods. Glycogen is considered as a
single state with a reversible reaction from G6Rhdugh energy is used to fix G6P, the
glycogen can in turn be used temporarily if GLGhs@ort becomes limiting during high energy
demand periods, thus creating a buffer effect betmiew and high energy demand periods
(Cloutier et al., 2009).
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4.6.2.3.1 Consideration on states

Most of the model's states are determined as mdlistifferential equation with a rate of change
equal to the difference between production and wopsion fluxes. Alternatively, moiety
conservation is used to reduce the number of éifigal equations, when possible. For example,
the sum of PCr and Cr is constant and Cr can beesged asCr = PCryor— PCf'. In those
cases, the only assumption is that the total métalpmol is constant over the time frame of the

experiment. This approach reduces the number fdrdiftial equations and computing time.

In energy metabolism, some enzymes form an extsena@id equilibrium and this can also be
used to reduce the number of differential equatievisle still describing the associated state
variables with algebraic equations. As an examplen if uridine-triphosphate (UTP) is
necessary for glycogen storage, the enzymeleoside diphosphate kinasevers immediately
the use and stabilise the UTP pool with ATP. In thadel, we thus only represent ATP as the

global energy currency and its dynamics will berespntative of the overall energetic state.

4.6.2.4 Parameters estimation

Although the model presented here could eventlmlyised to estimate confidence intervals on
the parameters, it is not the immediate objecti¢hs work. Our objective here is rather to
develop the model, compare it to experimental @atd retrieve any useful information (i.e.
fluxes, sensitivity etc.) with regard to energetmgulation during the early event of PD
pathogenesis. The parameters of the model will thesfirst estimated from the available
literature, as detailed below, and then calibrate@rder to minimize the error between the
simulations and experimental data (curve-fittinf)e measured rate of GLC intake by the brain

tissue will also be used to estimate the reactes; when possible.

Most of the enzymatic reactions are described usinmgple Michaelis-Menten saturation type
Kinetics. Being globally accepted in the scientiiommunity as a satisfactory mathematical
abstraction for substrate-protein interactions ntjfiaation of the apparent affinity of proteins to
their different substrates is common. Furtherm&e massive work accomplished throughout
years of research is gathered and organised in mebrapsive shared web-databases like
brenda-enzymes.ini®&cheer et al., 2011).
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4.6.2.4.1 Ky apparent affinity

Protein-substrate interactions affinity has notrbeeeasured for all organisms or cell types. In
this work we thus gathered the most relevant vafues the databases. When possible, the
affinity values are taken for mice brain proteirth@wise, the values come from mammalian
cells or from an average of many different eukacyotlls. However, these values are only used

as reasonable first estimates and are latter adjuktring the curve-fitting process.

4.6.2.4.2 Feedback regulation

In addition to multi-substrate and reversible MielsMenten flux expression, for specific
enzymes or pathways, the mathematical descripte@is complementary feedback expressions
to improve its robustness and fidelity with regémdcommonly seen responses such as energy
homeostasis. Hill inhibition kinetics on the phosfshctokinase, threshold activation and
inhibition glycogen on the glycogen buffer pathwagpd ADP to ATP ratio-controlled oxidative

phosphorylation are examples of feedback regulatienhanisms that were implemented.

4.6.2.4.3 Vyy maximal flux rates

The maximum rate of the model’s fluxes, especitiby glycolytic fluxes, can be estimated from
the basal (i.e. before perturbation) glucose uptakeand LAC excretion rate, as measured from
the extracellular GLC and LAC concentrations. Tate of GLC intake imposes a global limit on
the glycolytic fluxes and also on the branchpoirtke sum of fluxes at a branchpoint has to
balance when in the 'baseline’ steady-state. TieeofaLAC excretion indicates, indirectly, the

proportion of GLC that underwent full oxidation, wh in turn is an estimate for the TCA fluxes.

Thus, with known values for theyKand other kinetic parameters (see SM, Model Weithave

an estimate of the flux and measurements for allcttimncentrations, the kinetic equation can be
solved with \{; as the only unknown. This gives a realistic esténiar these parameters, at least
for the 'baseline'.

Afterwards, model fine tuning was done both maryalhd with computational optimisation
routines included in the SBT. As presented in sacdi.7, the model could benefit from further
optimisation for specific experimental cases. Hogran the scope of this work, it is sufficient to

achieve a satisfactory overall fit with one sepafameters for all the experimental conditions.
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4.6.2.5 Stress implementation

Another addition was also made to the model tonakhosudden change linked to the addition of
CCCP to the media (or in our case, the transfeslioés in a CCCP prepared ACSF). Because
this ionophore uncouples the respiration chairt ecieases proton leakage across the membrane
barrier, the stress is represented as an incrdabe @atural mitochondrial leakage process. As
the proton gradient has a direct link to the efficaf the oxidative phosphorylation pathway, and
considering pH gradients are not represented imtbéel, the leakage is modeled as oxydizing
directly NADH to NAD without ADP phosphorylation #&TP.

As the stress is done as a pulse, such a mathamadiscription is added to the model as couple
of sinusoids. Since the toxin diffuses easily itite brain slice, a fast acting sinusoid is imposed
in the opening pulse function. Finally, since th€EQP affected slices release their toxin in a
slower manner, where the gradient is passive (88 Bggressive), a slow acting sinusoid is

written for the pulse function closing term.

4.7 Results and discussion

The complete model has forty-one (41) fluxes, yhaight (38) states, eighty-two (82) literature
constants, twenty-eight (28) simulation relatedapaeters, five (5)n-vitro calculated values and
forty-six (46) in-silico defined parameters. The model considers two (2)egothe cellular
compartment with its interior volumes (cytosol wittitochondria) and the extracellular medium,
which includes the extracellular matrix space. Thedel structure and parameters value

calibration was performed using the experimenttd dad literature.

In addition to simple weight measures, blood amalysand LCMS methods allowed for the
qualification of seventeen (17) compounds, suclkkk€, LAC, GLN, GLT, ATP, ADP, AMP,

NADPH, PYR, MAL, SUC, FUM, AKG, G6P, R5P, F6P an&R Only the most significant
data are presented in the following, together witkilico simulations; the remaining material is

being illustrated in the SM.

In the following sub-sectionsex-vivo measured values from wet-lab experimentations are
presented with corresponding in-silico results froomputer simulations. The comparison of
controlled conditions to toxin exposure and PARKj2netic modification are presented

successively.
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As can be seen (Figure 14), in the wild-type casedel simulations are in accordance with

extracellular measurements. This indicates thatothexall consumption/production rates in the
model are in accordance with the experimental syste
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Figure 14: Effect of toxin exposure on energy dymam

For all graphs, concentration is inM and time scale is in minutes. Also, the controd a
ionophore stressed experimental data are respdygtigeesented with diamond )(and grey
square () markers. Furthermore, the simulated control ameadphore stressed values are
presented respectively with dashed (-) and dotietines. A: LACe, B: GLCe, C: LACe to LAC
transport, D: GLCe to GLC transport, E: LAC prodiact (V_Idh), F: GLC consumption_hk),

G: ATP, H: ATP-to-ANP ratio. The third dot-dashed)(line of plot H considers ANPS’
contribution in the ratio against ATP such as: ATRATP + ADP + AMP + ANPs).

The observed increase in GLC (+3% over 75 mimpisdue to GLC excretion from brain slices.
The Petri dish being open to environment and splvrgéh dry gases, significant evaporation

happened during experiment time. The real metamlilow is then corrected accounting for
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water evaporation, and analysis of simulated flugeews that the effect of evaporation is
slightly stronger than the GLC consumption by thees.

On the other hand, in the case of LAC, the incréageuch higher (+50% in 75 min.) and most
of the increase is due to LAC excretion by theedicThis suggests an imbalance between
glycolysis and oxidative phosphorylation, which é®herent with other works on brain
physiology. Furthermore, the basal unstressed copsaon ratio of oxygen-to-glucose marker, as
calculated by Equation 4 and presented in Figure i¢5within the 3.5to 5.5 range of
physiologically observed conditions (Cloutier et &009). This shows that the slicing process
and diffusion within the slice limits may not haweportant effect on the overall metabolic rate.
A severe diffusional problem would most result ilmaer G-to-GLC consumption ratio.

Cdefgh 3Z12i e fgh J j2 hkle [

120 ¢ tgh 121 ¢gn

Equation 4

Equation 4 : O2 to Glucose consumption indicat@cdption.

1

OFRP NWMOUITONOO®OO

Time (min)
Figure 15 : Basal marker for WT and CCCP stressedets

The simulated control and ionophore stressed valoleshe oxygen-to-glucose-consumption
ratios are presented respectively with dashedifg) dotted () lines.

Results show that ATP profile for the wild-type eadoes not exhibit any clear trend and the
measurement noise dominates. In the model, a ¢ensigsult (i.e. no specific trend) is achieved
because the negative feedback on various stepsharfge metabolism, which produces a
homeostatic response in terms of ATP. More spetificas described by hexokinase, phospho-
fructokinase, pyruvate kinase enzymes are activatden ATP is low, and oxidative

phosphorylation is inhibited when ATP is high (Cieu et al., 2009) (refer to section 3.2 and



70

reactions 26\{_hRK, 36 (V_pfk, 38 (V_pR and the ADP-on-ATP ratio as considered in reactio
32 (V_op in Table 2 of SM).

The short-term dynamic response during and follgnemposure to toxins reveals a rapid and
significant drop in ATP concentration that remaimsil the end of the measurement period. This
dynamic response is reproduced in the model bemdifft means. The uncoupling of oxidative
phosphorylation by CCCP causes the initial dropnergy. In this new state of low energy, the
metabolic regulation for nucleotides scavengingnitiated (Heinrich & Schuster, 1996) as

described in equations 5 and 41, respectively ficable 1 and Table 2 of the SM. As the
recovery from this stress (nucleotide regeneratisrglow (reaction 16 of table 2 in SM), the

system remains in the low energetic state for tiratibn of the experiment.

Although the experimental observations are on ativly short timescale, it is clear that the
exposure to environmental toxins can induce rapdi@ermanent changes in energy metabolism.
In our experimental system, ATP levels after expesare reduced to 25% of their initial levels
without causing immediate tissue death. The latbeservation comes from visual observation of
the slices and also from the measured changedriacelular GLC and LAC, showing sustained
metabolic activity after exposure. This result supg a clear metabolic robustness even after
strong perturbations. It is possible that exposor€ CCP-like toxins such as MPTP (as observed
in humans) could be as severe, with a significaop dn ATP, but not to result to immediate cell
death. In the longer term (days or week), the lafckomplete recovery would however certainly
lead to necrosis and loss of dopaminergic neunshish is coherent with the literature on MPTP

usage (Langston et al., 1983).

The only discrepancy between the modelling and ixatal data is the slower LAC increase in
the simulation with toxin (Figure 16-A). This sugt® that the model, with decoupled energy
production, tends re-uptake LACe to refill the uabaed TCA. The principal cause for this
unbalancing is that the model considers the NADHhasproton gradient. This leads to strong
reduction of NADH instead of proton leak and furthever availability of NAD. As a
consequence NADH production by all NAD single ctstuate consuming enzymes, such as
both PYR dehydrogenas¥ (pdh and CIT dehydrogenas¥ (cdh from TCA, are up-regulated.
Hence, the global unbalancing of the TCA could lescdbed in a more complete way if all

connected pathways were considered. However, basethe measurements of extracellular
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lactate, its rate of production after 60 minutesas significant. Thus, the model is in accordance
with our observations (Figure 16-E).

Furthermore, the NADH reduction allows a highlyiaetmode for the overall metabolism as
seen in Figure 15 where the oxygen-to-glucose sopson marker increases to a high value of 6
after a higher transient response. Although stidsl¢he considered timescale, such an operating

mode would eventually lead to higher oxidative sdrenduced damage and loss of extracellular
LAC.

4.7.2 Energy robustness under genetic perturbation condion

Figure 16 shows similar accordance of the simutatith extracellular measurements. Similarly

to the WT case, KO model has overall consumptiaafpction rates in accordance with the
experimental system.
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For all graphs, the control and parkin knockout exmental data are respectively presented
with diamond () and cross (x) markers. Furthermore, the simulatamhtrol and genetically
stressed values are presented respectively withlaeglashed (-) and grey continuous lines.
A: LACe, B: GLCe, C: LACe to LAC transport, D: GL@eGLC transport, E: LAC production
(V_Idh), F: GLC consumption_hk), G: ATP, H: ATP-to-ANP ratio.

Although all profiles are generally similar to thenetically unaltered model, a slight adaptation
can be observed. While lactate production is ptiitive, as the flux of lactate dehydrogenase
(V_Idh is negative, the reaction rate is approximatehyded. This result is probably a
metabolic adaptation caused by the studied gensbidification. In fact, knockout gbarkin 2
allows accumulation of misfolded alpha-synucleinplaenomenon leading to an increased
oxidative stress as described by Cloutier and Weslts (Cloutier & Wellstead, 2012). The
affected pathway of the model for this geneticaliguced oxidative stress is the pentose
phosphate pathway since its important cofactor NAR#rnover allows regeneration (reduction)
of GSSH to GSH of the glutathione oxidative str@sducing pathway (with glutathione
reductase) (Owen & Butterfield, 2010).

Although the magnitude of the oxidative stress gatien is multiplied by ten (10) in this case,
the energetic metabolic regulations are able topamsate to such a stress and allow cells

persistence and survival.

coe
..............

Flux (uM/min)
Flux (uM/min)

Time (min) . .
Time (min)

A B
Figure 17: Comparison of fluxes and ratios
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Simulated control, CCCP stress and genetic straseg are presented respectively with regular
dashed (-), dotted )(and grey continuous lines. A: Pentose phosphatavgay flux ¥_ppp),

B: Ratio of glucose consumptiovi (hk) over A.

Interestingly, the evolution of the ratio of perdoghosphate over glycolysis demonstrates a
variation of the genetically stressed model comgppaeeboth control and CCCP stressed model
where simple energy regulation leads to a globstlesys adaptation at another possible operating

point (Figure 17).

The use of the model allows detailed descriptionthef fluxes, invisible from an experimental
level. In this case, the KO mice exhibit identinadlecular concentrations, but increased reaction

rates allowing a sustainable metabolism.

4.8 Conclusions

A mathematical model for brain energy metabolisrthicontext of PD related stresses has been
developed and validated using experimental data. mhjor observation from this work is that
environmental exposure to toxin is a severe stighgh results in the deregulation of energy
metabolism (i.e. CCCP exposure), and that a regpassinitiated where ATP levels are

irreversibly reduced.

In the case of a genetic defect, model simulatisopported by experimental evidence, shows
that the biochemical regulation mechanisms of gnargtabolism increases the metabolic flows,

without affecting the metabolites concentration #ng coping with a certain level of stress.

Although the experiments and simulations are oelaively short timescale, results show how
cell energetics can be rapidly deregulated by gtemvironmental PD stresses. In the long term,
a certain level of adaptation could certainly octuut some sub-products from metabolic damage
(i.e. protein misfolding or oxidative stress) woudcumulate in the meantime (Cloutier &
Wellstead, 2012). Other integrative modelling efaalso show that irreversible effects could be
rapidly induced in PD [38] (Cloutier et al., 201@hich is perfectly coherent with the case of the

'frozen addicts' (Langston & Palfreman, 1995).
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Tableau 10 : State ODE description (sum of fluxes)
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Tableau 11 : Fluxes’ description
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Tableau 12 : Description of fluxes’ functions

Function  Description
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Model 1 : WT model (with indications for variations

xkxkrekekx MIODEL NAME
WT - Control

sexrererres MODEL NOTES
+ UNITS
- Time : minutes (min)
- Concentration : micromolar (uM)
- Volume : liters (L)
For the KO model, change Eta_op to 0.9.
For the CCCP stress, change A_p_leak to 20.

xxkkakkkx M(ODEL STATES
ODE's as described in Tableau 10

ACA(0) = 74.5 GLC(0) = 1000
AKG(0) = 596 GLCe(0) = 9237
AMP(0) = 254 GLN(0) = 20
ANPs(0) = 0 GLNe(0) = 4
ATP(0) = 872 GLT(0) = 200
CIT(0) = 290 GLTe(0) = 18
F6P(0) = 130 GLY(0) = 2635.5
FBP(0) = 18.65 LAC(0) = 400
FUM(0) = 11.36 LACe(0) = 120
G3P(0) = 14.89 MAL(0) = 596
G6P(0) = 644.95 NADH(0) = 230

*xxxxxrkxx MIODEL PARAMETERS

NADPH(0) = 65.08
02(0) = 1234.1
02e(0) = 1235
OAA(0) = 5.39
PCr(0) = 1826.3
PEP(0) = 6.3
PYR(0) = 49
R5P(0) = 21.5
SUC(0) = 500

V(0) = 0.04



A_p_atpase =0

A p_leak=0

A po2=0

A p os=0

Cells_0 =0.000548
Cells_min = 0.000069
Eta_op = 0.99

F i gys _gly=0.02
F_i_hk g6p =0.02

F i stress _atp =0.02
F _p_off atpase=1

F p_off leak=1

F p off 02=1

F p off o0s=1
F_p_on_atpase =1

F p on_leak=1

F pono2=1

F ponos=1
K_evap = 0.000032
K_L 02 =500

K_0s =0.08
K_sampling = 0.000007
K_t 02 =2644
Ki_pfk_atp = 759.49
Km_ak_adp =153
Km_ak _amp =276
Km_ak_atp = 148
Km_atpase_atp = 500
Km_cdh_cit = 275
Km_cdh_nad = 74.333333
Km_ck_adp =40

Km_ck_atp = 635
Km_ck _cr = 7500
Km_ck_pcr =510
Km_cs_aca = 220
Km_cs oaa=5.9
Km_destress_anps = 300
Km_fai_fbp =13.25
Km_fai_g3p = 383.33
Km_fbp_fbp = 1.67
Km_fh_fum =13
Km_g6d_g6p = 168.8
Km_g6d_nadp = 10.035
Km_gns_adp = 612.3125
Km_gns_atp = 2000
Km_gns_gln = 22772
Km_gns_glt = 1200
Km_gtd_akg = 1416
Km_gtd_glt = 5298
Km_gtd_nad = 502.5
Km_gtd_nadh = 75
Km_gyp_gly = 1003
Km_gys_atp =74
Km_gys_g6p = 500
Km_hk_atp =592
Km_hk_glc =0.0775
Km_iso_f6p = 0.06078
Km_iso_g6p = 423.75
Km_kdh_adp =125.9
Km_kdh_akg = 13
Km_kdh_nad = 280
Km_kdh_nadh = 61
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Km_ldh_lac = 1790
Km_Idh_nad = 1100
Km_Idh_nadh =6
Km_Idh_pyr =214
Km_leak nadh =200
Km_mdh_mal = 500
Km_mdh_nad = 140
Km_op_adp =1.0735
Km_op_nadh =2.75
Km_op_02 =2.9658
Km_pc_atp = 235
Km_pc_pyr = 162.5
Km_pdh_coa=1
Km_pdh_nad = 280
Km_pdh_pyr = 36.9
Km_pfk_atp =120
Km_pfk_fép = 113.5
Km_pgk_adp =142
Km_pgk _g3p =70
Km_pk_adp =340
Km_pk_pep =20
Km_ppp_r5p = 250
Km_sdh_nad = 193.583
Km_sdh_suc =371.13
Km_stress_atp = 300
Km_t_glc = 4340.485
Km_t gin =434
Km_t glt=12
Km_t_lac = 439.348
Km_t 02 =0.3515
n_fai_g3p=2



n_g6d_nadph =2

n leak 02=0.5
n_op_atp = 3.33
n_op_o2=0.5
n_ppp_fép = 0.666667
n_ppp_g3p = 0.333333
n_sdh_nadh = 0.666667
nH_pfk = 4
0O2e_0=1235
P_p_off atpase =0.01
P_p_off_leak = 0.01
P_p_off 02=0.01
P_p_off_os=0.01
P_p_on_atpase = 0.01
P_p_on_leak =0.01
P_p_on_o2=0.01
P_p_on_os=0.01
T_p_off _atpase =35
T p_off leak =35
T_p_off 02 =35

T p_off os=35
T_p_on_atpase = 15
T_p_on_leak = 15

ANP_T = 1300.76
CoA_T=76.3

*xxxexexkx MIODEL VARIABLES
ADP = ANP_T - ATP - AMP - ANPs

ANP = ANP_T - ANPs

Cells = max(Cells_0 - K_sampling * time,

Cells_min)

T p_on_02=15

T p_on_os=15
TRH_i_gys_gly = 4200
TRH_i_hk _g6p =600
TRH_i_stress_atp = 300
Vm_ak f=1300
Vm_ak_r=1000
Vm_atpase = 23500

Vm_cdh = 1824
Vm_ck_f=6000
Vm_ck r=450
Vm_cs = 2636
Vm_destress = 0.5
Vm_fai_f =900
Vm_fai_r =100
Vm_fbp=0
Vm_fh = 2404
Vm_g6d = 300
Vm_gns_f =10
Vm_gns_r =20
Vm_gtd_f=20
Vm_gtd r=41

Vm_gyp = 2.337

Cr_T = 2500
NAD_T = 1070
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Vm_gys = 3.27
Vm_hk = 3000
Vm_iso_f = 2500
Vm_iso_r =1000
Vm_kdh = 7549
Vm_Idh_f = 2000
Vm_Idh_r = 5000
Vm_leak = 1200
Vm_mdh = 2890
Vm_op = 20000
Vm_pc =28
Vm_pdh = 2700
Vm_pfk = 3000
Vm_pgk = 3000
Vm_pk = 10000
Vm_ppp = 250
Vm_sdh = 2000
Vm_stress = 100
Vm_t_glc = 1050
Vm_t_gin =40
Vm_t glt=22
Vm_t lac =120

NADP_T = 66

CoA=CoA_T-ACA

Cr=Cr_T-PCr

NAD = NAD_T - NADH

NADP = NADP_T - NADPH
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ATP_ANP_T = ATP/ANP_T NADPH_NADP_T = NADPH/NADP_T
NADH_NAD = NADH/NAD PCR_Cr_T=PCr/Cr_T
NADH_NAD_T = NADH/NAD_T R_volume = Cells/V

NADPH_NADP = NADPH/NADP

*xexererkx MIODEL REACTIONS

Fluxes as described in Tableau 11.

xkxekererx MIODEL FEUNCTIONS

Functions as described in Tabled

*ekxkrekrk MODEL EVENTS
N/A

Frxxws MODEL MATLAB FUNCTIONS
N/A
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CHAPITRE5  DISCUSSION GENERALE

Les travaux réalisés dans le cadre de cette neatiris permis d’acquérir des connaissances de
bases utiles a I'étude de la maladie de Parkinsanle développement d’assises expérimentales
et de modélisation métaboliquen effet, la mesure de I'énergétique cellulairdweimétabolisme

central de cellules provenant de tranches fraideesouris, et le développement et la calibration

d’'un modele métabolique cinétique sont originalee &ujet.

La mesure du métabolisme de cerveaux sains a pdemaalibrer le modela silico. Par la suite,
la mesure transitoire suite a un stress mitochahdie type toxique (CCCP) a permis
I'établissement d’'un modeéle avec perturbation é#tggge majeure expliquant la dérégulation

profonde de I'énergétique cellulaire qui meneraitiree mort cellulaire éventuelle. La chute



87

importante et simultanée des concentrations en AfTBe ses analogues moins énergétiques
(ADP et AMP) a requis de modifier de maniére inatiee le schéma métabolique pour

représenter adéquatement les données expérimentales

Grace au modele, il fut possible de décrire I'étatabolique des tissus par un marqueur
biologique clé : le ratio de la consommation eng®ne relativement a celle du glucose. En fait
par une réduction tres importante de la concentran NADH, il a été possible de constater que
le ratio augmente au dela de sa limite physiolagigstoechiométrique) de 6, et force la
réabsorption du lactate vers le tissu apres I'etiposaucccp. Malgré qu’il semble stable dans
cette simulation court-terme, ce mode intense pastdurable ni viable et ménera a d'importants
dommages métaboliques induits par un stress oXyalati exacerbé. Ce dernier phénoméne est
en accord avec le cas des « frozen addicts » eedgarit par Langston (Langston & Palfreman,
1995) ou il a été observé qu'un stress transitpeat mener rapidement & des dommages

permanents importants.

La mesure du métabolisme de cerveaux génétiguemexdtifiés par extinction du gemaRrk 2,
impliqué dans l'apparition de ImP, a permis d'établir que I'effet métabolique enres de
concentrations pour les intermédiaires métaboligastnégligeable. Toutefois, grace au modele,
il est possible de détailler des hypothéses quart @ocessus et mécanismes d’adaptation
nécessaires, selon I'analyse de I'évolution des féactionnels dans le temps. En effet, méme si
le stress génétique cause un stress oxydatif dhbeasité dix (10) fois plus forte, grace a la
régulation explicitée dans le modéle, il semblesfime pour le tissus de conserver sa stabilité en
évoluant vers un autre point de consigne de flutab@iques sans compromettre les niveaux de

métabolites.

CONCLUSION

Le présent mémoire proposait le développement donoelélisation métabolique cinétique
comme outil d’analyse du métabolisme énergétiqutisdas affectés par des modifications liées

a l'apparition de la maladie de Parkinson.

Pour ce faire, quatre (4) objectifs furent réalis€semiérement, un modeéle d’équations
différentielles ordinaires pour les cellules d’'m@ea été construit dans I'environnement Matlab

grace au SBT2. Deuxiemement, des plateformes empgtale et analytique ont étés couplées
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afin de mesurer la dynamique du métabolisme deelbdes cérébrales suite a différents stress
liés a la maladie de Parkinson. Troisiemement, teléte mathématique a été calibré sur les
données expérimentales afin de représenter leaunivd’intermédiaires métaboliques et d’en
extraire les flux métaboliques. Finalement, graoetaoutil d’analyse, il fut possible d’identifier

des implications métaboliques a des stress liagathologie et d’en proposer une description.

Les travaux réalisés dans le cadre de cette neiti® mené a un manuscrit, nommeé :
« Metabolomics and In-Silico Analysis Reveal Criti€alergy Deregulations in Animal Models
of Parkinson's Disease, soumis pour publication au journaPkOS Computational Biology.

Etant simple & utiliser et & modifier, le modéletméanatique peut étre utilisé pour diverses autres
applications et études telles que toute autre riealaa processus ou I'énergétique cellulaire est
au centre des interactions; par exemple toute aditadie neurodégénérative comme la maladie

d’Alzheimer.

RECOMMANDATIONS

Suite a la rédaction du manuscrit, il nous a senmdbldent que le modele pourrait gagner en
concision s’il était réduit a ses réactions enzyquas et voies limitantes. Toutefois, une analyse
de sensibilité des parametres cinétiques est reqafin de ne pas perdre d’information au

détriment de la concision.

Etant donné la rapidité de la dynamique de déréigulae I'énergétique cellulaire suite au stress
mitochondrial, une étude utilisant une gamme deceotrations réduites en CCCP permettrait
peut-étre d’identifier un stress observable maiss pént. Ainsi, en continuation avec ce travail

d’étude des stress génétiques et environnementestincts, une étude ultérieure pourrait se
pencher sur les effets couplés de ces deux (Zsstre utilisant un niveau de stress mitochondrial
plus faible, permettant peut-étre d’observer desadyques différentes pendant et apres
I'application du stress ponctuel. Aussi, I'étudendedélexo similaires permettrait de dresser un

portrait plus large des effets métaboliques des ifications génétiques usuelles liees a

I'apparition de la maladie de Parkinson.

Etant donné que l'apparition de la maladie de Pada est habituellement liée aux processus de
vieillissement, des études similaires sur des souigillissantes permettraient de quantifier
I'apport du temps; probablement en termes de rigkamhent de flux métabolique ou diminution
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de niveau de concentrations en métabolites. Coesément, il serait intéressant de mesurer ou
d’estimer 'accumulation d’alpha-synucléine en code Lewy et aussi de quantifier leur effet sur
le métabolisme et les processus de régulationsaldfitent, une extrapolation du modeéle
métabolique pourrait servir d’intrant pour une @wkhaustive du modele d’agrégation et de ses

implications.

Tel que constaté lors de l'analyse des résultaggout d’'une description intracellulaire
compartimentée aurait permis de ralentir certashggamiques simulées comme étant rapides.
Ainsi, sans complexifier les méthodes analoguesseilait possible de proposer des sous-
descriptions des événements métaboliques par ctimpat (minimalement le cytosol et les
mitochondries), et d’identifier avec plus de conéa les flux affectés de maniére importante par

des stress liés a I'apparition devB.
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ANNEXES

Cet appendice est une compilation des documentd&upntaire dont le but est de compléter le
mémoire sans toutefois alourdir le corps du te&tasi, ces annexes regroupent I'ensemble des
schémas, listes, textes, etc. qui sont requis poarcompréhension plus compléete du processus

scientifique poursuivi durant cette maitrise.
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A Génétique de la maladie de Parkinson

Cette annexe présente les tables regroupant lesriafions sur les causes courantes et moins
courantes de laP. Alors que le premier tableau présente les ganessomaux dominants, le

second présente les genes autosomaux récessifs.

A.a. Genes autosomaux dominants

Nom du % de la pop.
locus atteinte par  Origine Symbole Locus Protéine produite Références
la MP
Italie, Polymeropoulos et al
PARK1 Rare Grece, SNCA 4921 Alpha-synucléine [192;7] b
Allemagne
PARK3 Inconnue Europe — 2pl3 — Gasser et al [1998]
Ubiquitin carboxyl-
PARKS Rare Allemagne ucHL1 4pl4 terminal hydrolase  Leroy et al [1998]
isozyme L1
Leucine-rich repeat Funayama et al
PARKS 2%-7% Japon LRRK2 12q12  serine/threonine- [%O(Z)Sl,)fazlgan-l_?t;:z et
rotein kinase 2 al] } Zimprich et
P al [2004]
A.b. Génes autosomaux récessifs
Nom du % de la pop.
locus atteinte par  Origine Symbole Locus Protéine produite Références
la MP
PARK2 50% (récessif) Japon PARK2 6g25.2- E3 ubiquitin protéin ;.- ot 4 [1998]
q27 ligase (parkin)
. Valente et al
PARKG Inconnue Europe PINK1 1p36 PTEN . induced [2001], Valente et al
putative kinase 1
[2004]
PARK7 Inconnue PARKY 1p36 Protein DJ-1 van Duijn et al [2001]
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B Structure chimique de composés menant a laP etmolécules similaire:

Cette annexe présente les structures chimiquedifférents composémenant a lavP et

certaines molécules similaifés

MppPpP

MPTP

MPP'

Paraquat

Roténone

Maneb

Toluéne

N-hexane 2 N
Disulfide de carbor S=C=S

3 Provenant en partie de Miller (20C
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C Métabolisme de I' -synucléine et des corps de Lewy

Cette annexe est un texdei décrit dans un premier temla protéine d’intéét et ses fonctions
usuelles. ks voies d’endommagement de la protéine ensuitemises de I'avant en dét. Par
la suite, €&s mécanismes de gestion du stress oxydatif ealgdrd-synucléine dénaturée ser«
abordés Finalement les conséquences importantes de haulation de cette protéine «
agégats et en corps d’inclusion cellulasur la gestion de I-synucléine serd discutées pour
mettre 'emphase sur le fait que ce sont ces demigui ménent I'apparition des symptome
liés a la maladie de Parkins

C.a. L’ -syn et ses fonctios usuelles

La protéine d’-synucléine est un polypeptiacidecomposé de 140 acides inés présent sur le
& chromosome 4qg21Spillantini & Goedert, 200( Sa structuréridimensionnell comporte
f deux hélicesalpha superposables reliées par un court coudgees d'un prolongemer
,': enc-terminal — figure cieontre. (Ulmer, Bax, Cole, &ussbaum, 200

L
i L’'alphassynucléine est présente aussi sous une forme aésge. Malgré qu’en coditions

normales,cette premiere, stable et soluble dans sa confmmdtélicoidale, retrouvé

4
‘I') généralement associée aux membr, soit prédominante, ellexiste aussi sous e autre
3

isoforme désordonngébrillaire, cytosolique et insolubl(Lee et al., 200:
II
.. Son nom provient de sa alisation apparente sur les tdnaisons nerveuses
hY
% présynaptiques et I'enveloppe nucléaire lors dememier séquenca¢ (Maroteaux,

Campanelli, & Scheller, 198 A tors pour la seconde partie, -syn a toutefois

conserveé son appellatic

\ Malgré que certaines expériences aient demontréllguse lie aux membran
lipidiques, il semblerait ce sa phosphorylation par des récepteurs Kkir

couplés a des protéines-réduirait sa propension a interagir avec les mends
phospholipidiques(Perrin, Woods, Clayton, & George, 2000; Pronin,ri4 Surgucho\ &

Benovic, 2000)Toutefois, il semblerait que la synph-1 serait une moléctL-adaptatrice qui
permettrait a I'-syn de se lier aux membranes lipidiques, permetiaaliement a cette dernie

d’avoir un réle dans la plasticité synaptique larsecupératioidela dopamine relargué
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Enfin, malgré que l'on ait des raisons de croir@ du-syn a un réle lié a la plasticité des
vésicules des terminaisons présynaptiques, leurstibms physiologiques comme celle
découverte par Liu sont toutefois toujours indéteéms ou faiblement comprises (Abeliovich et
al., 2000; Davidson, Jonas, Clayton, & George, 1898)elender et al., 1999; Goedert, 2001; Liu
et al., 2004).

C.b. Voies d’endommagement de I'-syn

Tel que rapporté par Davies, les protéines sontrellément sensibles aux radicaux oxydatifs.
Une modification oxydative implique une segmentatidirecte ou une dénaturation de la

protéine, menant a sa dégradation, protéolyse é3a1DB87).

De la méme maniére, Fsyn se retrouve en conformation dénaturée, dépdiées 'action de
différentes voies générant ces radicaux oxydatdgroupées sous la dénomination de stress
oxydatif. Tel que décrit par Raichur, on trouve slae groupe I'oxyde nitrique synthétaseg)

et la superoxide dismutasgoD). Les quatre composeés impliqués vers I'agrégatmia protéine
sont les radicaux libres de dioxyde d’azotey), le peroxyde d’hydrogenei{0,), le bicarbonate
(Hco™) et le fer ge'?) (Raichur et al., 2006).

Les prochaines sous sections sont adaptées dedgeide Raichur, Vali et Gorin.

C.b.a. Geénération de radicaux libres a partir duno, :

Le processus de génération de radicaux libres tr plar NO, passe par I'oxydation d’acides
aminés grace a I'enzymeos. Provenant de la perte d’électron du dioxygénelesl réactions
catalysées par la xanthine oxydase et la cyclomag® les ions superoxyde,() présents
réagissent avec les oxydes nitrique®)(générés par lalos pour générer du peroxynitrate
(oN0O). Ce complexe se dégrade ensuite naturellemeatdrete naissance a ces radicaux libres
d’oxyde nitriques NjO2) qui peuvent ensuite endommager$yn par nitrosylation des tyrosines
présents dans sa chaine polypeptidique.(Contestdbdnti, Contestabile, & Ciani, 2003).

C.b.b. Geénération d’'ions bicarbonate {co3)

Le dioxyde de carbone présent dans nos fluidesocelp est en équilibre avec les ions
biocarbonate. Ce dernier favorise l'activité pedase de la superoxyde dismutase vers

I'oxydation, la nitrification er 'agrégation de Fsyn.
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Réagissant ensemble, leo, et le peroxynitrate dNoo) forment un complexe peroxy-
nitrosocarbonate oNOOCQ®’) qui se deécompose pour générer des radicaux libkes et

coz(Andrekopoulos, Zhang, Joseph, Kalivendi, & Kaly@maan, 2004).

C.b.c. Formation de radicaux libres par la réaction de Feton

Alors que les ressources en fer sont habituellersens forme insoluble dans le cerveau, le
vieillissement et 'augmentation des composés omiglacactifs provoque le relarguage d’ions
ferriques solubles dans $abstancia nigrgpar la neuromélanine (Hentze et al., 2004). Es,plu
puisque les niveaux de fer présent dans cetterrégpat en effet plus élevé chez les individus
affectés par lavP, comparativement a des individus controle, ddsaax libresoH- sont créés

par la réaction Fenton, entre ces ions et le pel@xkhydrogéne (Caltagirone et al., 2001).

Ce peroxyde d’hydrogene est produit soit par laioaison I'état oxydoréductif
des ions meétalliques a l'oxydation du superoxyde’)(gar la superoxyde
dismutase, par la dégradation de la dopamine parol@oamine oxydaseifo),

ou par la formation de dioxygéene ionique ) @ar la xanthine oxydase. Malgré
gu'il soit dégradé par I'enzyme catalase ou pajllgathion peroxidase impliquant
par la suite le cycle de glutathioesH et GSsQ@, ce peroxyde est un agent oxydant
important vers I'endommagement de-8yn (Sankarapandi & Zweier, 1999;

Schulz, Lindenau, Seyfried, & Dichgans, 2000; S@n@ohen, 1989).

En plus, méme a faible concentration (180, les ions de fer interagissent avec de nombreux
acides aminés; par exemple ils forment un compdeee une tyrosine (53e acide aminég) de I’
synucléine provoquant I'agrégation lors de l'abseautres oxydants (Wolozin and Golts,
2002).

C.c. Voies de gestion des espéces oxydatives-réactives

Les niveaux habituellement élevés de radicauxdilsmnt gérés par des enzymes anti-oxydatives
comme le cycle de glutathiolegHGSSQ, le sob, le GPx et la catalase, ainsi que par d’autres
substrats non-enzymatiques tels la vitamine C etoltopherol (Emerit, Edeas, & Bricaire,
2004). Il a été découvert que des baisses du sgstengestion des especes oxydatives-réactives

sont associées a des baissesshichez les personnes atteintes daffa
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C.d. Voies de gestion de I'-syn endommage

Une fois l'alpha-synucléinendommagée, la cellule doit gérer ces déchetsdaim diminuer le
toxicité. Ainsi, le métabolisme profite de la vala protéasome et du lysosome qui sont les \
de dégradation usuelle des polypeptidStohwasser, Salzmann, Giesebr, Kloetzel, &
Holzhutter, 200Q) or il existe une voie d’agrégation qui peut dervgmathologique lorsqu’ells

meéne a la formation de corps d’inclus

C.d.a. UPP

L’'ubiquitination et la dégradation pza voie duprotéasome est la voie de recyclage des a

aminés. Une fois en fin de vie ou dans un état dééata protéine est identie

par la protéineparkin qui lui attache un ubiquitinéllustré c-

by

contre a gauch, identifiant la cible. Par la suite,

composé dedifférentes sous-unités (ici : 26S, saits-20S-
11S). Alors que la cimabre peptidases est la sous-unitée SPD 11S es

protéasome s’assemble de maniere hybride avecaesomplexes distinc avec I'unité 20S au
centre, formant un éleme80< (Elkon, Melamed, & Offen, 2001; Powell & Divald, 20).

Une fois la protéine dégradéees enzymes hydrolases nomméesbiquitin C-terminal
hydrolase » (UCH-L1)détachent les ubiquitines présent et perrnt de régénérer leur pool
libre. (Ciechanover, 1998; Osaka et al., 2003; Snyderl.et2805; Stohwasser, Salzmal
Giesebrecht, Kloetzel, & Holzhutter, 20.

C.d.b. Voie lysosomal

Aussi, plus simplement, I'syn déneuré peut étre ingéré et digéré par les protéasgemoes
dans le lysosomeEn effet, tel que démontré par Lee, bloquer cetie wnétablique cause

'accumulation d’agégats et mene a la mort cellulaire. Il proposecdgue I'augmentation c
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cette voie lysosomale puisse ralentir ou méme piéV@apparition de la maladie et d'autres
maladies du méme type (Lee, Khoshaghideh, Pategek 2004).

C.d.c. Agrégation vers la production de L8

Enfin, l'agrégation de [I'-synucléine en corps de Lewy HL Lewy bodies qui est une
caracteristique de IsP, apparait suite a de nombreux différents factdtmseffet, ces facteurs
incluent la nitrosylation, la phosphorylation e$ leoupures polypeptidiques de la forme soluble
de la protéine (Uversky, 2007). Son agrégation ap< d’inclusion est complexe et implique

quelques étapes d’oligomérisation.

La nitrosilation et I'oxydation de I-synucléine native par radicaux libres carbonatésraques
favorisent la formation de diméres (Paxinou et 2001). En plus, ces phénoménes sont plus
accentués pour-syn muté, résultant de mutations et de surexmmesgénétiques, puisque les
taux de fibrilation sont plus élevés. (Ischiropa,la003). Cette protéine déréglée forme donc des
dimeres, couramment nommeéeseeds», pour germes. C’est a partir de ces gerones le
processus d'oligomérisation, de croissance, délua® oligomeres sont des bases de croissance

menant aux protofibrils et éventuellement aux isidas fibrillés formés d’-synucléine agrége.

Bref, lors de la saturation des voies de dégradatégulieres, le polypeptide suit une voie
d’agrégation, il forme des diméres et polymerestgiibrils, agrégats et finalement corps

d’inclusions.

C.d.a. Dégradation des polyméres et dégénérescence

Alors que les dimeres peuvent étre dégradés par €t que les oligomeéres peuvent I'étre par le
lysosome, les agrégats ne peuvent pas étre dégeadssux-ci diminuent par inhibition, la

capacité du protéasome a gérer ces germes. Aesipdrsonnes atteintes de la maladie de
Parkinson sont en déséquilibre entre les procesdsysroduction et de dégradation d’agrégats

d’alpha-synucléine ; ce déséquilibre favorise lianalation.

Puisque I'accumulation d*synucléine inhibe de maniere compétitive le prevéze, I'agrégation

protéique vers la formation des corps de Lewy net ppr'accélére? ; d’'oll une partie du

% Sous des conditions cellulaires ot le taux deycetdn d’ -synucléine ne diminue pas.
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processus dégénératif (Baba et al., 1998; Chenl.et2@05; Spillantini, Crowther, Jakes,
Hasegawa, & Goedert, 1998).

C.d.b. Corps de Lewy

Découverts en 1912 par James Lewy, les corps épesyoorps de Lewy, Lewy bodiesB)L
sont les biomarqueurs importants de la maladie at&ifson. Une telle accumulation d’alpha
synucléine est parfois associée a d’autres maladiasodégénérative comme la démence avec
corps de Lewy, I'Alzheimer, le syndrome de Down det Hallervorden-Spatz et 'atrophie
systémique multiple.(Spillantini & Goedert, 2000).

Tel que mentionné par Uversky, il est toutefois ami@nt de se rappeler que malgré les défauts
génétiques et les expositions a des toxines emaraentales exceptionnelles, les théories
pathologiques actuelles proposent une combinaigsusceptibilité génétique couplée a des
facteurs de risques environnementaux ; que damsjarité des cas, cette susceptibilité génétique

modulerait les effets potentiels des facteurs emviementaux. (Uversky, 2007)

Enfin, dans une tentative de représenter la majakits ces évenements de maniere succincte,
nous avons mis sur pied une description des voéabuliques de la gestion de la protéirgyn
menant a la formation des)biomarqueur de la maladie dégénérative.
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D Voies réactionnelles impliguant la dopamin

Cette annexe est un schéma réactionnel regroupantdies qui concernent production de
dopamine a partir de-DoPA. D’autres réactions ont aussi éeté ajoutées a des de

compréhension globale.
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E Les effets, symptdbmes et diagnostique
Les symptomes visibles sont frappants ; en voieiligte non exhaustive :

Tremblements, lenteur, problemes d’équilibre, itgidmusculaire, fatigue, lente élocution,
difficulté a écrire, posture voltée, constipatitoubles du sommeil, état dépressif, probléemes

sexuels, dysphagie, changements cognitifs, etekifiRan's Disease Foundation, 2011).

Indubitablement, ces symptébmes n’apparaissent pas de maniére simultanée et certains

peuvent ne pas étre exprimés. Ainsi, I'évolutiorpdrkinsonisme est découpée en cing stades :

Stade 1 | Les symptdmes sont unilatéraux et comprennent ansnaeux des trois
symptomes suivants : tremblement de repos, raieteakinesie.

Stade 2 | Les symptébmes commencent a devenir bilatérauxwstgme alors inclure des
problémes d'élocution, une posture déformée etlifiésultés a marcher.

Stade 3 | Les symptdmes bilatéraux s'aggravent et des prasé&héquilibre peuvent
apparaitre. L'autonomie de la personne n'est géngeat pas affectée.

Stade 4 | L'invalidité est présente, mais l'autonomie dedespnne n'est généralement pas
affectée. La bradykinésie est plus prononcée deentgra les fluctuations, si
elles sont présentes.

Stade 5 | La personne est confinée a un fauteuil roulant@trdster alitée.

Etant donné que plusieurs autres maladies présatgsrsymptomes similaires, il est important
que la personne souffrante soit évaluée par un civédeitant suite a I'apparition soutenue de
symptéomes. Le médecin évalue donc les criterestayanvaleur prédictive positive comme le
tremblement, l'asymétrie des symptdmes, le syndroaieénéto-rigide. Une réponse
pharmacologique positi¥® sur un délai de prés de 5ans est un élément magns le
diagnostique de larP. Aprés une dizaine d'années d'évolution, si tetale de la réponse
pharmacologique est assurée, le diagnostique egiopé. Habituellement, a ce stade, de
nouvelles dyskinésies et fluctuations motrices nefeurface et le traitement pharmacologique

doit étre adapté.

3 Amélioration des symptomes de plus de 50% aprésaitement dopaminergique & doses satisfaisantes.
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Il n’existe aucun test diagnostique pour confirfeguparition de lavP. En outre que les analyses
de sang actuelles ne permettent pas de détectendeasix particuliers d’hormones, de cytokines
ou d’autres protéines pourNeP, les examens par imagéfisont tout aussi incapables de relever
les changements liés a la maladie. Ainsi, le médiaitant doit se baser sur I'historique familial,
les stades de développement de la maladie etfl@sniations neurologiques a partir d’'examens
physiologiques afin d’établir le diagnostic. Autrenb, la confirmation de lauP se fait de

maniere posthume (McKeith et al., 1996).

37 Tel I'électroencéphalographi&gg), la magnétoencéphalographieet), 'imagerie par résonnance magnétique
nucléaire kM), la tomographie axiale commandé par ordinatear) et la tomographie a émission de positrons

(TEP).
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F Traitements et palliatifs

Actuellement, lamMP est une maladie irréversible; les traitements sonvue de ralentir sa
progression et d’améliorer la qualité de vie dasq@anes touchées. Bien que les fondements des
recherches sur les traitements datent des annéemt®y 'armamentarium de la maladie est

plutt restreint. Or, il comporte des traitemerftanmaceutiques et électriques.

F.a. Traitements pharmaceutiques

Les traitements pharmaceutiques utilisent diff@snholécules dont les buts sont variés. Il y a
les précurseurs de la dopamine et les agonisteandoprgiques, les inhibiteurs spécifiques, puis

les antioxydants et autres traitements symptomasiqu

F.a.a. Traitements dopaminergiques

Difféerentes molécules ont été concues sur le modeléa molécule méme qui fait défaut au
cerveau dans le cas de la mP, soit la dopamin@abson efficacité et son innovation méme, la
molécule la plus connue est laboprA, 3,4-dihydroxyphénylalanine. Cette molécule est
naturellement synthétisée dans le cytosol parlaziyme tyrosine hydroxylased 1.14.16.2) a
partir de la I-tyrosine, un acide aminé. Tel qusiiré a 'annexe D, cetteDOPA peut ensuite étre
décarboxylée en une étape pour donner la dopangicé 4.1.1.28% Alors que certains
voudraient tout simplement prescrire de la dopanpréte a étre utilisée, cette derniére ne
parvient pas a se rendre a la cible. Toutefoistramament a la dopamine, laDOPA réussie a
traverser la barriere hématoencéphalique gracemuplexe 4f2hc/latl (Kageyama et al., 2000),
faisant ainsi de la-DOPA un produit intéressant pour palier aux baissedog@mine rencontrées

chez les personnes souffrant de la maladie de rizanki

Ainsi, Rochea commercialisé la-DOPA préparée avec un inhibiteur de la dopadécarboaylas
(bensérazide) sous le nom klialopar en juillet 1973 en Suisse. En effet, le traitemavdc la
L-DOPA seule ne permettait qu’'un soulagement de moyennéed apres quelques années, on

remarqua une recrudescence des tremblements, ugmeatation de la rigidité et une

3 Cette derniére peut par la suite étre modifiéer ptanner des catécholamines comme la norépineplatine

I’épinephrine.
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accentuation du ralentissement global des pati€bés. inhibiteurs sont présentés a la sous-
section F.a.b.

D’autres agonistes dopaminergiques comme la brdptowr, le lisuride, le piribédil et le
ropinirole sont utilisés avec de moindres compiiret, mais ne sont pas aussi efficaces que les

traitements a base deboPA.

F.a.b. Les inhibiteurs retardateurs

De nombreux produits couplant les effets sont digpes ; par exemple, il y a le Prolopa
(Lévodopa-Bensérazide par Roche®), Parfoflzvodopa-Carbidopa par Azur Phafthale
Stalev§ (Lévodopa-Carbidopa-Entacapone par Otjorie Sinemet (Lévodopa-Carbidopa par
DuPont-MercR), etc.

Ces produits utilisent une combinaison de Lévodetpdinhibiteurs des enzymes mono-amine-
oxydasesNAO) et les inhibiteurs des enzymes catéchol-o-médtaylsféralesqomT) dont le but
est de ralentir la dégradation respective de ladope et de la levadopa.(Talati, Reinhart, Baker,
White, & Coleman, 2009).

Il existe aussi d’autres traitements retardateursaitement symptomatiques utilisant seuls ou en

combinaison des antioxydants, 'amantadine, leéstalinergiques, la sélégiline, etc.

F.b. Traitements électriques

Malgré que son fonctionnement réel soit inconnélettro-stimulation profonde du cerveau dans
des zones sub-thalamiquess$ pour «deep brain stimulatio®) semble aider de maniére

draconienne a calmer (voir annuler) les symptormeipalement moteurs. Ce traitement est
récent est son effet a long terme reste a défEs est typiquement pratiqué chez des patients
qui se procurent des traitements chimiques; ekstnpas vue comme un remplacement de ce

traitement moléculaire.

Utilisées non uniquement pour la maladie de Paoking semblerait que les électro-stimulations
aient un effet relaxant sur la circuiterie éleaidq neuronale défaillante des patients.
Dépendamment de la sensibilité des patients auxigigms, ceux-ci ajustent la fréquence de
stimulation pour identifier celle qui calme leussrptomes moteurs (Mcintyre, Savasta, Walter,
& Vitek, 2004).
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G RoOles des navettes énergétiques nucléotidiq

Dans cette anneX® les réles cellulaires usuels des quatres typesideotides sont présentés
commencant par les purines (adénine et guanogine))es pyrimidine(cytidine et uridine La
figure suivante présente les différentes conforomatichimique des nucléotides. La struc
chimique similaire est a remarq : leur structure est composée de groupements phapltbié

pentose et d’'une base azotée altern

e, Purines
\ 0 NH, 0
O//P T o 0 N N M
O "~ X Base A (T A
LA N otvoncldle b ' ' :
O é) Ol glycosidic bond
| Adenine Guanine
Pyrimidines
te-nucleoside---- NH2 2 e
leotide ! dm d\«H at ﬂ\«”
"""""""""""""" nucieotide-- | I »
---------------------- nucleoside diphosphate---+ "ko .’Lu l’l\)
""""""""""""""""""" nucleoside triphosphate---- Cytosine Uracil Thymine

Leurs roles les plusonnus sont au niveau du stockage et du transifodmation cellulaire
formant I'ADN (Acide Désoxyrib-Nucléique) et dARN (Acide Ribo-Nucléique). Alors qu’at
niveau du noyeau cellulaire, I'adenine, la guaniaethymine et la cytosine sont retrouve
l'intérieur de I'ADN, au niveau du cytosol la thimine est remplacée’peacil dans la formatiol
de I'ARN. L’appariement des bases, leur codage vers |'exipresgrotéique et leurs role
génétiques sont largement détaillés dans les Ibim@sgiques d base ; ces aspects ne seront

abordés ici.

Malgré la grande importance de leur disponibildeside croissance cellulaire, un regard tot
vers le métabolisme fonctionnel avec un code gguétet une expression proteique relativen

stable est plutdt choisiAussi, malgré qul existe aussi des formes cycliques (aMP et de la

39 Cette partie est partiellement une adaptation ewétifiée d’une discussion provenant du site wekx Protocol
Online ; Your lab’s reference boek1999-2011 »wWww.protocol-online.oryytenu a jour pabDr. Long-Cheng Li.
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GMP servant de molécule sigf3luniquement les formes usuelles triphosphatéemsabordées
dans le but de déterminer leur importance relativar le métabolisme énergétique cellulaire

actif et réactif.

G.a. Adénosine triphosphate

L’adénosine est le nucléotide le plus utilisé densellule puisqu’elle joue de nombreux roles.
Effectivement, elle peut étre utilisée comme uners® d’énergie et une source de phosphate.
Ainsi, lesaTpPases, les enzymes qui hydrolysent le lien phosgttadephate, utilisent cette source
d’énergie pour effectuer a leur tour des roles wages dans la cellule ; comme I'activation des
myosines assurant les contractions cilaires et uhaises, I'approvisionnement énergétique des
canaux transmembranaires forcant des gradientguesj ou encore le chargement énergétique

des autres nucléotides.

Aussi, les kinases, les enzymes qui utilisent leugement phosphate disponible swTi,
modifient des protéines et molécules en leur ajdutee groupement phosphate. Cette
modification active certains enzymes alors qu’eil@be l'activité d’'une autre, afin de controler

le métabolisme. LATP est utilisée lors de la marche et de la régulaliométabolisme.

G.b. Guanosine triphosphate

Etant aussi une purine, la guanosine a des forscgonilaires a I'adénosine. En effetdar est
utilisée comme substrat pour des réactions hydooigs ou le troisieme phosphate @tp est
transféré a 'enzyme tubuline pour permettre I'@ation des microtubules, les éléments forts du
squelette cellulaire. Aussi, tarpP est requise pour la transcuction de signaux eeteg. Un type
de GTPase, les protéines couplées a des récepteurs e tgfetnommeées protéines-interagit
avec de nombreuses voies enzymatiques tel RadegRee a son affinité pourd¢ap qui active
cette premiére. Ainsi des neurotransmetteurs emboes présents dans I'environnement
extracellulaire ont des répercutions internes aescprotéines qui sont régulées par liage de la

GTP.

40 Ces molécules signal servent de second messagerlds d'activation cascades comme I'activationlale
glycolyse par le glucagon paraiipc et l'activation de la kinasempc dépendante qui permet entre autre la

relaxation des muscles lisses pacisrc.



116

G.c. Uridine triphosphate

L'uridine est généralement utilisée comme molécadditatrice vers le stockage d’énergie par la
production de macromolécules sucrées. Chez I'humae stockage est temporaire,
comparativement aux plantes qui stockent de mamérmanente des sucres structuraux sous
forme de cellulose. Ainsi pour 'homme, dans le dasla production de polysaccharides de
réserve, la cellule utilise UtP comme navette pour remplir les bassins énergé&igfie de
prévenir les temps plus contraignant. Etant énigpgétnent chargé, quand il se lie & un glucose
phosphaté libre en cédant un groupement phosghate,rend ce sucre plus réactif. Lorsque ce
complexe est ensuite ajouté au glycogéne en éliongde¢ lienubpr-glucose sera transposé entre
le glycogene et le glucose, permettant a ce demhers’y lier et de stocker cette énergie

temporairement, jusqu’a ce que la cellule soitemahde énergétique.

G.d. Cystidine triphosphate

Tout comme l'uridine, la cytidine est utilisée commmolécule facilitatrice, toutefois celle-ci est
utilisée vers la production de phosphoglycéridesess la modification de molécules actives.
Premierement, les phospholipides créés avec $atibn de lactp ont un réle de second
messager comme c’est le cas avec I'acide phosjdpagidou un réle structurel de fluidifiant pour
les doubles membranes phospholipidiques formantcédsiles comme c'est le cas avec la
lécithine. Enfin, lacTp est utilisée a des fins de glycosylation. En elifes de la modification
posttraductionelle des protéines, I'ajout de ddfés sucres a la protéine requiert I'action de la
CTP. Celle-ci est un substrat dans la formation dumere sucre—nucléotide qui sera a son tour

nécessaire & la formation des oligosaccharidegégrafix protéinés

“1 par exemple, tout comme pour la formation du gigee, IUTP-glucose-1-phosphate uridylyltransférase
(e.c#:2.7.7.9) utilise uneTp et la lie au glucose-1-phosphate, créant un carepler-glucose-phosphate. Par la
suite, ce dernier sera par la suite transformémmrgalactose-1-phosphate par I'enzyme galactose-$fitate

uridylyltransférase gc.#: 2.7.7.12). Enfin le galactose seul sera ajoatéune protéine grace a une

galactosyltransferase; la glycosylation avec uagake est terminée.
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Bref, il semble que les pyrimidinesT etcTpP) soient des molécules davantages « facilitatsices
que les purinesafp et GTP). Toutefois ces derniéres semblent plus réacitetes meilleures

candidates pour des réactions nécessitant deszgoaes rapides.

Enfin bien que ces nucléotides aient des rolespéfpar la cellule, ces différentes molécules
sont relativement interchangeables. Ainsi en cagéfieit d’'une espéce, une autre peut servir de

substrat a sa place ; toutefois la cinétique detidraen sera affectée, elle sera réduite.
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H Commission des enzymes

La commission des enzymes a établi une classificatumérique des enzymes basée sur la

réaction qu’elles catalysent. Selon cette nomemdachaque enzyme a son matricule unique a

quatres (4) numér8s L'arborescence les répertorie en trois couchessD’ordre, le nombre

primaire indique le type de la réaction catalysé@ombre secondaire indique le substrat général

de la réaction et le nombre tertiaire indique Ibsttat spécifique de la réaction. Le dernier

nombre est le numéro de série de I'enzyme de catégjorie tertiaire.

La classification complete est disponible a la pagernet de la ComissiorNpmenclature

Committee of the International Union of Biochenyistind Molecular Biology au lien :

chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzym@C-IUBMB, 2011). Pour de fins de clareté, le premmiveau

d’identifiants est présenté ici. Les réactions sbassifiées selon les six (6) familles suivantes :

1.

Oxydo-réductases
Ces enzymes catalysent les réactions du méme typangt-trois (23) accepteurs et

donneurs.

Transféerases
Ces protéines permettent le transfert de groupeniencttionnels de dix (10) types.

Hydrolases
Ces polypeptides hydrolysent treize (13) typedetesicovalants.

Lyases
Ces protides brisent des liens par des procédiésatifs de I'hydrolyse et 'oxydation

de sept (7) types de liaisons covalantes.

Isomérases

Ces protides permettent la transformation intringéde six (6) types de molécules.

Ligases
Ces protéides joignent deux molécules par six (@grdnts types de liaisons

covalentes.

42| a classification recommande aussi un nom unique phaque enzyme.
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| Représentation des structures proteique

Cette annexe présente en images les structurgzral&ies en quatres temps. Dans |'ordre
figures pises dd’ouvrage de Cambell présent respectivement les structures primail
secondaires, terii@s et quaternair (Campbell, 1995).
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Figure A: Représentation de la structure primaire d'unégime
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Figure B: Représentation de la structisecondairel’'une protéin






















































































































































