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CONTEXTE DE L’ETUDE 
 

Beaucoup de données laissent penser que les nutriments et les facteurs environnementaux ont 
une grande influence sur l’expression génique. Les facteurs génétiques sont susceptibles de 
déterminer en partie la survenue de différentes pathologies, alors que les facteurs 
environnementaux sont plutôt impliqués dans la modulation de la sensibilité envers les 
pathologies. Cette relation gène-environnement a été décrite pour la première fois en 1942 par 
le biologiste Conrad H. Waddington qui avait émis cette hypothèse afin de comprendre 
pourquoi les cellules ayant un même patrimoine génétique présentaient une grande différence 
d’expression génique illustrée par de fortes variations phénotypiques. 

La relation gène-environnement a fait suite à la mise en évidence des mécanismes 
épigénétiques et épigénomiques où la nutrition tient une place prépondérante. Dans ce 
contexte, les folates et la vitamine B12 sont des micronutriments majeurs, en interaction 
directe avec la régulation de l’expression du génome et de ses produits. Selon les données 
épidémiologiques de l’Organisation mondiale de la santé, les carences en folates et vitamine 
B12 demeurent une priorité mondiale. L’OMS et les pouvoirs publics sont à l’origine de 
nombreuses campagnes de sensibilisation aux avitaminoses en folate et cobalamine, 
notamment au cours de la grossesse, période critique pour le développement de l’enfant. Par 
ailleurs, ces carences associées à une élévation du taux d’homocystéine circulante ont été 
identifiées comme facteur de risque dans de nombreuses pathologies cardiovasculaires, 
neurologiques, hématologiques et digestives, à différentes périodes de la vie.  

L’hypoxie est un phénomène biologique résultant le plus souvent d’une conjonction de 
facteurs environnementaux particuliers, et qui est souvent rencontré lors de la grossesse et de 
l’accouchement, intégrant dans un nombre non négligeable de cas les processus 
physiopathologiques de l’asphyxie périnatale. Alors que l’hypoxie est un phénomène 
généralement délétère, en particulier pour le cerveau qui est gros consommateurs d’oxygène, 
elle peut induire une tolérance cérébrale vis-à-vis d’évènements ultérieurs lorsqu’elle est 
appliquée en-deçà de son seuil dommageable. Différents mécanismes ont été évoqués pour 
sous-tendre ce phénomène, parmi lesquels la stimulation d’une neurogenèse endogène 
réactionnelle.
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PARTIE 1 : MATURATION ET VIEILLISSEMENT CEREBRAL 
 

I. Développement postnatal de l’hippocampe 

1. Description anatomique de l’hippocampe du rat 

a. Structure interne 

L'hippocampe est une structure bilatérale et symétrique, faisant partie du système limbique et 
qui joue un rôle central dans la mémoire et la navigation spatiale. Il s'agit d'une structure 
corticale ancienne (archicortex) repliée sur elle-même et située dans la face médiane du lobe 
temporal. La formation hippocampique est composée de 5 structures : l’hippocampe, le 
subiculum, le presubiculum, le parasubiculum, et le cortex entorhinal (Amaral et Witter, 
1995). L’hippocampe est composé de deux principales couches de cellules enchâssées l’une 
dans l’autre : le gyrus denté (GD) et la corne d’Ammon (CA). La corne d’Ammon est elle-
même divisée en 3 parties : CA1, CA2 et CA3 (Figure 1) 
Différents types de cellules sont présents dans l'hippocampe, comme dans la majorité du 
système nerveux central. Les cellules ayant la plus évidente importance physiologique sont les 
neurones pyramidaux, appelés ainsi en raison de leur forme. Ce sont des neurones excitateurs 
glutamatergiques. Ils constituent la majeure partie des cellules du stratum pyramidal de la 
corne d'Ammon et sont également majoritaires dans diverses régions corticales. Dans le gyrus 
denté, les neurones principaux sont les cellules granulaires. Plus petites et de forme arrondie, 
elles ne comportent pas de dendrites basales.  
Environ 12% des neurones hippocampiques sont des cellules dites non-pyramidales (Caeser 
et Aertsen., 1991), c'est-à-dire n'appartenant ni à la classe des cellules pyramidales, ni aux 
cellules granulaires. Leur classification est basée sur la localisation et l'apparence de ces 
cellules. La principale caractéristique morphologique étant que leurs dendrites n'ont pas 
d’épines dendritiques. De plus, leur noyau est entouré d'une membrane nucléaire largement 
invaginée. On distingue 5 types de cellules non-pyramidales : les cellules en corbeille, situées 
dans le stratum oriens, les neurones fusiformes, dans la région du hile, les cellules en 
corbeille de type pyramidal, dans le stratum granulosum du gyrus denté, les cellules 
bipolaires et multipolaires, principalement situées dans le stratum pyramidal. L'axone des 
cellules non-pyramidales ne suit pas les voies des fibres intrinsèques et leurs ramifications 
sont clairement différentes de celles des cellules pyramidales et granulaires. La plupart des 
cellules non-pyramidales ont été décrites comme des interneurones utilisant le GABA (Acide 
γ-aminobutyrique) comme neurotransmetteur principal exerçant une action inhibitrice sur les 
réseaux avoisinants. Plusieurs de ces interneurones pourraient également contenir des 
neuropeptides comme la cholécystokinine (Greenwood et al., 1981), le VIP (Vasoactive 
Intestinal Peptide) (Loren et al., 1979) ou encore la substance P (Vincent et al., 1981). 
Signalons également la présence transitoire de neurones non-pyramidaux appelés cellules de 
Cajal-Retzius. Encore largement méconnues, ces cellules joueraient un rôle dans 
l'établissement des premières connexions synaptiques de l'hippocampe avec le cortex 
entorhinal ainsi que dans la migration neuronale (Del Rio et al., 1997).  
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Quatre types de cellules gliales ont été décrits dans l'hippocampe : les astrocytes, représentant 
environ 75% des cellules non-neuronales (Beach et al., 1982), sont identifiés par la présence 
de glycogène et de la protéine GFAP (Glial Fibrillary Acid Protein) ainsi que par leur 
morphologie caractéristique : les astrocytes de type I sont des astrocytes fibreux, qui montrent 
une morphologie de type neuronal par leurs prolongements fins et irréguliers. Les astrocytes 
de type II sont plus compacts, larges et plats et présentent un cytoplasme plus clair en 
microscopie électronique. Les astrocytes sont en contact avec les vaisseaux sanguins par leurs 
filopodes et participent ainsi à la constitution de la barrière hémato-encéphalique. On pense 
qu'ils jouent également un rôle important dans la nutrition des neurones. Les oligodendrocytes 
sont de larges cellules avec de longues et fines excroissances excessivement ramifiées. Ils 
sont impliqués dans la myélinisation des axones. La microglie, largement mobile, impliquée 
dans la phagocytose d'éventuels déchets cellulaires. Les épendymocytes, enfin, sont des 
cellules de soutien larges et plates, sans excroissance. 

 
Figure 1 : L’hippocampe. A. localisation de la formation hippocampique dans un cerveau de rat 
(D’après Amaral et Witter, 1995).B. représentation d’une section horizontal d’hippocampe illustrant 
les différentes structures de la formation hippocampique (d’après Amaral et Witter, 1995). CA1, CA2 
et CA3 : Corne d’Ammon 1,2 et 3 ; GD : gyrus denté ; Sb : subiculum ; PreS : presubiculum ; ParaS : 
parasubiculum ; EC : cortex entorhinal. 
 

b. Connectivité interne 

Le réseau hippocampique comprend des entrées, des sorties et des connections internes. Le 
flux d'informations à travers l'hippocampe est unidirectionnel. Le circuit le plus simple est 
constitué d'une voie principale excitatrice trisynaptique mettant en jeu 4 groupes de neurones : 
les cellules pyramidales du cortex entorhinal envoient leurs axones, formant la voie 
perforante, vers le gyrus denté pour contacter les cellules granulaires. Les axones des cellules 
granulaires, les fibres moussues, contactent les cellules pyramidales de la région CA3 qui, à 
leur tour, envoient des axones, appelés les collatérales de Schaeffer, à travers le stratum 
pyramidal vers l'aire CA1. Ces derniers neurones envoient leurs projections hors de 
l'hippocampe, vers le subiculum qui contacte en retour le cortex entorhinal, formant ainsi une  

Hippocampe 

dorsal  

Hippocampe 

ventral  

Cortex 

entorhinal 

A 
B 
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boucle anatomique. Outre cette voie trisynaptique, d'autres régions de l'hippocampe sont 
également contactées par le cortex entorhinal, telles que CA1 et CA3, ainsi que le subiculum 
(Figure 2). 
 

 
 
Figure 2 : Les connectivités internes de l’hippocampe. A. Connexions hippocampiques sur une coupe 
coronale (D’après le site www.bris.ac.uk). B. Représentation schématique des connexions internes de 
l’hippocampe.CA1 et CA3 : corne d’Ammon 1 et 3 ; GD : gyrus denté ; CE : cortex entorhinal ; Sb : 
subiculum 
 

2. L’apprentissage et les différents types de mémoire 

Le cas clinique du patient H.M.1 (Scoville et Milner, 1957) ainsi que d’autres moins connus 
ont éclairé les recherches sur la mémoire en dégageant deux points essentiels au niveau de 
l’organisation de la mémoire chez l’Homme. Premièrement, ces observations indiquent que 
l’hippocampe est indispensable à la formation de nouveaux souvenirs, mais n’intervient plus 
dans le rappel de souvenirs très anciens. Son rôle ne serait que temporaire dans le stockage 
des informations. Deuxièmement, des systèmes de mémoire reposent sur d’autres structures 
anatomiques que la formation hippocampique, comme le montre la capacité d’apprentissage 
d’habilités motrices du patient H.M. C’est alors qu’il a semblé nécessaire aux scientifiques de 
déterminer ces différents types de mémoire et de comprendre leur fonctionnement. 

a. La dichotomie temporelle de la mémoire  

A la suite d’un test portant sur la mémorisation et le rappel de syllabe (Ebbinghaus, 1885), 
Ebbinghaus dégagea deux caractéristiques principales, la première étant que les souvenirs 
peuvent être de courte durée (quelques minutes) ou persister pendant des jours ou des mois 
(de longue durée). C’est la première fois que ce concept de mémoire à court terme et à long 
terme fut dégagé d’une étude scientifique. D’autres travaux par la suite confirmèrent cette  

                                                           
1 Souffrant d'épilepsie résistante aux médicaments, H.M. a subi une opération chirurgicale consistant à retirer 
bilatéralement une large portion de l’hippocampe et des tissus environnant notamment  les lobes temporaux, où 
Scoville pensait que les foyers épileptogènes étaient localisés. A son réveil, H.M. souffrait d'une amnésie 
antérograde quasi-totale et d’une amnésie rétrograde temporellement graduée, alors que sa mémoire immédiate 
(mémoire à court terme) était intacte. 

Vers la zone CA1 de 

l’hippocampe 

controlatéral 

CE 

CE 

A B 

http://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89pilepsie
http://fr.wikipedia.org/wiki/Lobe_temporal
http://fr.wikipedia.org/wiki/Foyer_%C3%A9pileptog%C3%A8ne
http://fr.wikipedia.org/wiki/Amn%C3%A9sie_ant%C3%A9rograde
http://fr.wikipedia.org/wiki/Amn%C3%A9sie_ant%C3%A9rograde
http://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9moire_%C3%A0_court_terme
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hypothèse où la mémoire à court terme était qualifiée de mémoire primaire et celle à long 
terme de mémoire secondaire (James, 1890). Le corrélat fut établi avec le cas de H.M. car si 
effectivement sa mémoire à long terme antérograde fut altérée, sa mémoire à court terme resta 
intacte. La mémoire à court terme conserve donc les informations sur un temps assez limité 
(de l’ordre de quelques secondes à quelques minutes) par rapport à la mémoire à long terme 
(de plusieurs secondes à toute une vie). Dans la mémoire à long terme, on retrouve 
notamment la mémoire de travail qui intervient dans le traitement cognitif d’éléments 
temporairement stockés. Cette mémoire de travail est organisée selon un administrateur 
central qui contrôle deux autres composantes, la boucle phonologique traitant les informations 
phonologiques et le calepin visuo-spatial traitant les informations visuo-spatiales (Baddeley et 
Hitch, 1974). 

b. Le modèle de classification de Larry Squire et d’Endel Tulving 
Il existe donc une mémoire à court terme et une mémoire à long terme. La mémoire à long 
terme consciente ne semble pas reposer sur les mêmes structures anatomiques que la mémoire 
inconsciente. Ceci montre que la mémoire n’est pas un bloc uniforme, mais qu’il existe bien 
différents types de mémoire. Les scientifiques ont tenté de classer ces différents types de 
mémoire en fonctions de leurs aspects variés (Shallice, 1979 ; Sherry et Schachter, 1987 ; 
Baddeley, 1988 ; Tulving, 1995 ; Squire, 2004). En 1992, Larry Squire établit une 
classification basé sur l’hypothèse que chaque processus mental repose sur une structure 
cérébrale clé (Squire, 1992). Tout d’abord, cette classification différencie la mémoire 
accessible à la conscience (mémoire déclarative ou explicite) de celle mettant en jeu des 
systèmes d’apprentissages inconscients (mémoire non déclarative ou implicite). Il en découle 
ensuite dans ces 2 catégories des sous-types : 
 
Mémoire non déclarative Mémoire déclarative 

Mémoire procédurale→ concerne les 
habilités motrices, perceptives ou 
cognitives (cervelet, ganglions de la base, 
cortex frontal) 

Mémoire épisodique→ concerne les 
souvenirs d’instants uniques, bien localisés 
dans le temps et l’espace (hippocampe) 

Mémoire d’amorçage→ concerne la 
capacité à détecter ou identifier des mots 
ou des objets, peu après les avoir perçus 
(cortex et néocortex) 

Mémoire sémantique→ concerne les 
connaissances générales accumulées 
(hippocampe, néocortex) 

Conditionnement classique→ concerne 
l’apprentissage associatif : réponse 
émotionnelle (amygdale), réponse 
musculaire (cervelet) 

Apprentissage non-associatif→ concerne 
l’habituation et la sensibilisation (voies 
réflexes) 

 
Tableau 1 : Les différents types de mémoire et leurs structures cérébrales associées  
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Les limites de cette classification sont qu’elle ne prend pas assez en compte les interactions 
entre les différents systèmes, même si celle-ci reste à ce jour l’une des références les plus 
utilisée. De plus le modèle de Squire se base sur un traitement en série de l’épisodique au 
sémantique (Knowlton et Squire, 1996), suggérant qu’aucune connaissance sémantique n’est 
possible sans mémoire épisodique. Or des études sur des patients cérébro-lésés (Vargha-
Khadem et al., 1977 ; Tulving et al., 1988 ; Tulving et al., 1991 ; Rosenbaum et al., 2005) 
montrent que de lourds déficits de la mémoire épisodique n’entraînent pas forcément 
d’altération de la mémoire sémantique. Endel Tulving proposa alors un système de 
classification structural dans lequel il distingue cinq systèmes de mémoire, organisés de façon 
hiérarchique, que ce soit en termes phylogéniques ou en termes de prépondérance au sein du 
système cognitif. L’encodage se ferait en série du système le plus ancien au plus récent et le 
stockage se ferait en parallèle. Cette classification a été nommée SPI pour Serial Parallel 
Independent (Figure 3).  
 

 

Figure 3 : Modèle SPI (D’après Tulving.,1995 et Eustache et Desgranges.,2003). 

c. Le circuit de Papez 

Le circuit de Papez (1937) (Papez.,1995) fut à l’origine une tentative d'explication de voies 
anatomiques impliquées dans les émotions. Malgré le peu de techniques disponibles à 
l'époque pour étudier les voies cérébrales, pratiquement toutes les voies prédites par Papez se 
sont avérées effectives, non pas pour décrire le cheminement des émotions mais pour 
expliquer les phénomènes d’apprentissage et de mémorisation hippocampo-dépendants 
(apprentissage spatial). Le sujet (animal ou humain) recueille les différentes informations 
provenant de son environnement afin de construire sa mémoire. Ces informations sensorielles  
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(tactiles et olfactives chez les rongeurs, principalement visuelles chez l’homme) entrent dans 
le système limbique via l’amygdale ou directement via le gyrus denté de l’hippocampe. Plus 
les informations seront importantes pour le sujet (émotionnellement pertinentes, fréquence 
élevée, de haut niveau dans une échelle de sensibilité), plus l’hippocampe sera actif en termes 
d’intensité et de fréquence de potentiel d’action dans son réseau neuronal. Cette activation de 
l’hippocampe est caractérisée par une boucle d’auto activation. Les messages nerveux sont 
transmis du gyrus denté aux couches CA3 et CA1 de l’hippocampe. L’influx nerveux passe 
alors de CA1 au cortex cingulaire qui agit comme un point de passage. En effet, il va rediriger 
les informations soit vers l’hippocampe afin de la réactiver et consolider ces informations soit 
vers les lobes frontaux afin de stocker à long terme les informations afin de garder en 
mémoire les données environnantes (par exemple les différents chemins d’un labyrinthe afin 
d’en trouver la sortie) (Figure 4) 
 

 

Figure 4 : Schéma du circuit de Papez (D’après lecerveau.mcgill.ca) 

 

3. Développement et maturation de la formation hippocampique 

a. La neurogenèse 

Dans la formation hippocampique, la neurogenèse des interneurones est un processus précoce 
par rapport à celle des cellules glutamatergiques. En effet, les interneurones prolifèrent entre 
les 13ième et 19ième jours embryonnaires (E) chez le rat et précèdent la prolifération des cellules 
pyramidales (E17-E19) et celles des cellules granulaires du gyrus denté (E17-P16) (Amaral et 
Kurz, 1985 ; Bayer, 1980 ; Lubbers et al., 1985). Dans l’hippocampe, les interneurones ont un 
pic de neurogenèse à E14 et prolifèrent selon un gradient temporo-septal et latéro-médian 
(CA1 vers CA3). A E18, les interneurones sont regroupés en deux bandes distinctes : la zone 
intermédiaire profonde et la zone marginale superficielle qui donneront naissance  
respectivement aux strata oriens et radiatum. Les interneurones générés le plus tardivement 



INTRODUCTION 
 

18 
 

sont ceux situés dans le stratum pyramidal. Leur prolifération a lieu selon un gradient " 
inside-out " (de la zone intermédiaire vers la zone marginale) (Soriano et al., 1989). Les 
cellules pyramidales de la région CA3 se divisent plus tôt que celles de la région CA1 (E17-
E18 contre E18-E19). La prolifération des cellules pyramidales s’opère selon différents 
gradients ; un gradient latéro-médian (de CA1 à CA3), un gradient inside-out et un gradient 
temporo-septal. L’alignement des cellules pyramidales est discernable dès E18-E19 et 
prolonge la plaque corticale. Au même stade du développement, la fimbria ainsi que la fissure 
hippocampique apparaissent. A E20-E21, le stratum pyramidal est bien différencié et 
s’incurve pour pénétrer dans le hile (Bayer, 1980 ; Altman et Bayer, 1990). Les cellules 
granulaires du gyrus denté sont les cellules de l’hippocampe dont la maturation est la plus 
tardive. En effet chez le rat, les premières cellules granulaires apparaissent pendant la période 
embryonnaire à E16. Leur prolifération se fait davantage après la naissance (15% des cellules 
granulaires produites avant la naissance contre 70% pendant les deux premières semaines de 
vie postnatale) (Altman et Bayer, 1990). 

b. La synaptogenèse 

 
Les interneurones GABAergiques présentent des caractéristiques immatures pendant la 
première semaine de vie postnatale comme la présence de cônes de croissance au niveau des 
dendrites et des axones (Seay-Lowe et Claiborne, 1992). Malgré cela, leurs arborisations 
dendritiques et axonales sont bien développées, celles-ci pouvant s’étendre dans différentes 
régions de l’hippocampe (Khalilov et al., 1997 ; Seay-Lowe et Claiborne, 1992). Au 5ième jour 
de vie postnatal (P5), la densité de synapses symétriques supposées inhibitrices représente 
15% de la densité adulte qui est atteinte lors de la troisième semaine de vie postnatale 
(Pokorny et Yamamoto, 1981). A cet âge, les interneurones établissent des connections 
synaptiques sur les corps cellulaires et sur les dendrites des cellules pyramidales et 
granulaires. En revanche, les terminaisons synaptiques GAD-positives sont généralement 
petites et contiennent un faible nombre de vésicules de neurotransmetteurs (Seress et al., 
1989). Du fait de la neurogenèse tardive des cellules granulaires et d’une période de 
prolifération relativement longue, on retrouve une hétérogénéité importante du degré de 
maturation dans cette population cellulaire pendant les deux premières semaines de vie 
postnatale. Dès P5, il est possible d’observer les différents stades de maturation des cellules 
granulaires : 
1 : Apparition des varicosités le long des dendrites ; 
2 : Présence de cônes de croissance à la pointe des dendrites ; 
3 : Formation des dendrites basales ; 
4 : Développement progressif des épines dendritiques ; 
La majorité des synapses sont alors GABAergiques et sont essentiellement présentes sur le 
tronc dendritique (Lubbers et Frotscher, 1988). 
Les axones des cellules granulaires en direction de la région CA3, les fibres moussues, se 
développent après la naissance. Ces fibres ont été mises en évidence la première fois par la 
coloration de Timm grâce à la présence de zinc dans ces axones. Ce marquage est faible à la 
naissance mais va s’étendre au cours du développement sous différents gradients. Les 
premiers contacts entre les fibres moussues et les dendrites encore lisses des cellules 
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pyramidales de CA3 se font entre P3 et P9. Les invaginations membranaires deviennent alors 
de plus en plus complexes avec l’âge. A P14, certaines des terminaisons ont atteint leur stade 
adulte, mais le nombre de terminaisons continue de s’accroitre avec l’âge, du fait de la 
maturation tardive des cellules granulaires et de leur axone. 
A la naissance, les cellules pyramidales de CA3 ont déjà acquis leur polarité caractéristique. 
A P3, l’arbre dendritique est encore faiblement ramifié. Pendant les deux premières semaines 
de vie postnatale, la longueur dendritique et le nombre de points de connections augmente, 
pour atteindre un aspect morphologique proche de l’adulte vers P15 (Fitch et al., 1989; 
Gaïarsa et al., 1992). Ce type de profil développemental est comparable à celui qui est décrit 
pour l’arbre dendritique des cellules pyramidales de CA1 (Pokorny et Yamamoto, 1981). A 
P3, des collatérales récurrentes entre les cellules pyramidales de CA3 ainsi que des 
collatérales de Schaeffer contactant la région CA1 peuvent être observées (Gaïarsa et al., 
1992 ; Pokorny et Yamamoto, 1981). Par marquage rétrograde des axones présents dans les 
régions CA1 et CA3, il est possible de mettre en évidence des projections commissurales 
CA3-CA3 et CA1-CA2 à cet âge. Par contre, les projection controlatérales de la région CA3 
vers CA1 ne sont pas encore développés chez le rat nouveau-né (Buchhalter et al., 1990). 

II. Développement postnatal du cervelet 

1. Description anatomique du cervelet chez le rat 

a. Structure interne 

Le cervelet est une composante volumineuse de l’encéphale, impaire et médiane, située dans 
la fosse postérieure du crâne dont elle occupe l’espace compris entre le pôle occipital du 
cerveau et le tronc cérébral. Il joue un rôle dans le contrôle de la posture, de l’équilibre, dans 
la coordination fine des mouvements, dans l’adaptation des réponses oculaires et dans 
l’apprentissage de certains comportements conditionnés. 
Deux grandes structures composent le cervelet : le cortex cérébelleux et la substance blanche 
cérébelleuse. 
Le cortex cérébelleux est une structure laminaire qui comporte trois couches bien distinctes : 
- la couche moléculaire qui contient les arborisations dendritiques des cellules de Purkinje, les 
axones des cellules olivaires ou fibres grimpantes, les axones des cellules granulaires ou 
fibres parallèles ainsi que des interneurones (cellules étoilées et cellules en corbeille) ; 
- la couche des cellules de Purkinje contenant les corps cellulaires des cellules de Purkinje 
(Figure 5) répartis en une seule assise. La cellule de Purkinje est une cellule GABAergique 
particulière car elle est l’élément central du réseau synaptique cortical cérébelleux (Purkinje, 
1837). En effet, les interneurones de la couche moléculaire, cellules étoilées et en corbeille, 
ainsi que les cellules des grains de la couche granulaire interne se projettent majoritairement 
sur les cellules de Purkinje.  
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Figure 5: Dessin de cellules de Purkinje (A) et de cellules granulaires (B) à partir d’un cervelet de 
pigeon (D’après Santiago Ramón y Cajal, 1899) 
 
- la couche granulaire dont les éléments dominants sont les cellules des grains, très 
nombreuses et de petites tailles. Les axones de ces cellules remontent dans la couche 
moléculaire et se divisent en  « T » formant de longues branches, les fibres parallèles, qui 
suivent l’axe longitudinal du folium. La couche granulaire contient également les cellules de 
Golgi localisées au voisinage des somas des cellules de Purkinje. Les dendrites ascendantes 
reçoivent des contacts des fibres parallèles, alors que les dendrites descendantes reçoivent des 
contacts des fibres moussues. Leur axone est très ramifié et forme des contacts complexes 
avec les axones des cellules granulaires dans des formations particulières appelées 
glomérules. (Figure 6) 
 
En dessous de ces trois couches s’étend la substance blanche cérébelleuse. Dans cette 
substance blanche se trouvent les noyaux profonds. Elle forme le centre médullaire du 
cervelet et constitue le lieu de passage des différentes fibres (afférentes, moussues, grimpantes 
et efférentes). En d’autre terme, la substance blanche est le lieu de jonction des axones des 
cellules de Purkinje (Cajal, 1911 ; Palay et Chan-Palay, 1974 ; Ito, 1984). L’ensemble de ces 
axones constitue des fibres d’association et des fibres de projection : 
- les fibres d'association unissent deux territoires d'une même moitié de l'écorce ou bien 
relient l'écorce aux noyaux profonds du cervelet (axones des cellules de Purkinje) 
- les fibres de projection unissent le cervelet aux organes voisins (moelle, cerveau, tronc 
cérébral). Les fibres efférentes proviennent des noyaux gris cérébelleux (eux-mêmes reliés à 
l'écorce) et empruntent les 3 paires de pédoncules cérébelleux inférieurs ou supérieurs. Les 
fibres afférentes arrivent au cervelet par les six pédoncules.  
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Figure 6 : Structure du cervelet A. Coupe longitudinale de cervelet chez le rat. B. Représentation de 
l’organisation spatiale à partir d’une coupe longitudinale d’une lamelle cérébelleuse (D’après 
Ouahioune ; site : www.inrp.fr) 
 

b. Connectivité interne 

 
Le cortex cérébelleux est une structure hautement répétitive constituée au niveau 
microscopique par un grand nombre de répétitions du même circuit élémentaire qui a été 
analysé en détail sur le plan anatomique depuis les premiers travaux de Cajal en 1911 et sur le 
plan microphysiologique depuis la description de Eccles et ses collaborateurs (Eccles et al., 
1967b). Ce circuit est organisé autour de la cellule de Purkinje dont l'axone se projette sur les 
noyaux profonds du cervelet et/ou sur le noyau vestibulaire latéral (Palay et Chan-Palay, 
1972) qui, ensuite les transmettent vers la moelle épinière (tonus) ou le cortex via le thalamus 
(motricité). 
Il existe essentiellement trois systèmes afférents qui sont principalement excitateurs :   
- les fibres grimpantes qui sont les axones des cellules de l'olive bulbaire controlatérale 
(Eccles et al., 1967a ; Desclin, 1974 ; Palay et Chan-Palay, 1974 ; Batini et al., 1976) et se 
terminent directement sur les cellules de Purkinje par des synapses excitatrices. Chez l’adulte, 
une fibre grimpante se connecte à une seule cellule de Purkinje ;  
- les fibres moussues dont l'origine est multiple, noyaux vestibulaires, moelle épinière, 
substance réticulée du pont, etc... Ces fibres établissent des contacts synaptiques excitateurs 
avec les dendrites des cellules granulaires dont les axones, ou fibres parallèles, font de très 
nombreuses synapses excitatrices sur les dendrites des cellules de Purkinje. La plupart de ces 
fibres sont glutamatergiques mais celles qui sont issues des noyaux profonds sont 
GABAergiques et donc inhibitrices ; (Figure 7) 
- les fibres monoaminergiques, issues du locus cœruleus (Ito, 1984 ; Grzanna et al., 1989), se 
distribuent dans la substance blanche, la couche granulaire et ont une orientation dans la 
couche moléculaire qui est apparentée à celle des fibres parallèles (Mugnaini et Dahl, 1975). 
Les fibres noradrénergiques ont des contacts synaptiques avec quelques épines dendritiques 
des cellules de Purkinje dans la couche moléculaire alors qu’elles sont localisées  

A. 

B 
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à proximité des dendrites des cellules granulaires (Kimoto et al., 1981) où la libération de 
noradrénaline se ferait de nature non-jonctionnelle (Abbott et Sotelo, 2000). L’autre 
composante de ce type de fibres est de nature sérotoninergique. Ces fibres sont issues du 
raphé et vont s’étendre dans les noyaux profonds ainsi que dans les couches moléculaire et 
granulaire, particulièrement sous la surface piale (Takeuchi et al., 1982). Les fibres 
monoaminergiques ont essentiellement une action modulatrice en régulant la transmission 
synaptique entre les interneurones corticaux et les cellules de Purkinje. 
 
Il existe également des interneurones inhibiteurs :   
- cellules de Golgi qui reçoivent des afférences excitatrices des fibres moussues et des fibres 
parallèles et qui vont inhiber les cellules des grains ;   
- cellules en panier et cellules étoilées qui reçoivent des afférences excitatrices des fibres 
parallèles et vont inhiber respectivement le segment initial de l'axone et les dendrites des 
cellules de Purkinje 

Figure 7: Schéma fonctionnel des connexions cérébelleuses (D’après Ouahioune ; site : www.inrp.fr) 
 

2. Développement et maturation du cervelet : focus sur la cellule de Purkinje 

Par rapport aux autres structures cérébrales, le cervelet a un profil de développement plus 
long, avec une forte composante postnatale. Chez l’homme, le développement du cervelet (et 
en particulier la prolifération des futures cellules granulaires) commence dans le dernier 
trimestre de la grossesse et se poursuit au cours de la première année de vie (Dobbing et 
Sands, 1973). Chez les rongeurs, le cortex cérébelleux se développe presque totalement 
pendant les 3 premières semaines postnatales (Altman et Bayer, 1997). Les cellules du 
cervelet proviennent de deux matrices germinales différentes : l’épithélium ventriculaire et les  
lèvres rhombiques du métencéphale (Goldowitz et Hamre, 1998). Les noyaux cérébelleux 
profonds, les cellules de Purkinje, les cellules de Golgi, étoilées et les cellules en panier  

http://www.inrp.fr/
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proviennent tous du neuroépithélium ventriculaire. Chez le rat, les premières cellules à quitter 
la zone ventriculaire sont les noyaux profonds du cervelet et les noyaux vestibulaires à 
environ E10-12. Les précurseurs des cellules de Purkinje naissent autour d’E13. Peu de temps 
après leur mitose finale, ils migrent au cours d’E14-17 le long des fibres gliales radiaires au 
cours de la formation des noyaux cérébelleux profonds dans l’ébauche du cervelet. De plus, 
les cellules de Purkinje commencent à exprimer la protéine de liaison au calcium, la 
calbindine, un marqueur classique de ces cellules. La formation d’une seconde matrice 
germinale issue des lèvres rhombiques, la couche granulaire externe, se produit au moment où 
les cellules de Purkinje ont cessé de se diviser. Durant la période postnatale chez le rat, les 
cellules de la couche granulaire externe envahissent la couche granulaire interne. De plus, les 
cellules étoilées et en panier générées à ce stade colonisent la couche moléculaire. 

Chez le rat toujours, les comportements cérébelleux-dépendants sont globalement absents au 
moment de la naissance (Altman et Bayer, 1997). C’est seulement à partir de la quatrième 
semaine postnatale que se met en place l’expression de comportements posturaux, moteurs, 
oculaires et d’apprentissages. Le développement du cortex cérébelleux chez les animaux 
continue après la naissance, en parallèle avec le développement moteur (Swinny et al., 2005). 
Pendant la première semaine postnatale, les cellules de Purkinje se réorganisent à partir des 
multicouches désordonnées en une monocouche caractéristique de ces cellules avec leur 
région apicale orientée vers la surface piale. Chez le rat, 25-80% des cellules granulaires 
migrent vers la couche granulaire interne vers les deuxième et troisième semaines postnatales 
(Altman, 1969). Au cours de cette migration, les axones des cellules granulaires, les fibres 
parallèles, s’étendent transversalement (Rakic, 1971) et forment des connexions synaptiques 
excitatrices stables avec les épines dendritiques des cellules de Purkinje dans la couche 
moléculaire externe dès la deuxième semaine après la naissance jusqu’à la fin du processus 
migratoire (Altman, 1972a, b, c). De plus, il a été montré que ces différentes étapes de la 
maturation se poursuivaient au-delà de 30 jours postnatals (Altman, 1972b), tandis que les 
fibres parallèles continuent leur croissance jusqu’à 90 jours (Lauder, 1979). Outre les 
observations de la mise en place du cortex cérébelleux, quelques études se sont 
spécifiquement intéressées aux cellules de Purkinje qui est le type cellulaire le plus important 
dans le cervelet. À ce titre, 3 stades de développement morphologique postnatal ont été 
identifiés (McKay et Turner., 2005) : 

- une période de croissance rapide somatique de P0 à P9 caractérisée par une augmentation 
des corps cellulaires jusqu’à P9 et un faible développement dendritique ; 
- une période de croissance dendritique rapide entre P9 et P18, également caractérisée par une 
hétérogénéité de la morphologie cellulaire ;  
- une période de croissance dendritique lente à partir de P18 jusqu’à l’âge adulte, caractérisée 
par une lente maturation de la longueur de ces prolongements (Figure 8).  
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Figure 8 : Maturation des cellules de Purkinje dans le cervelet du rat. Il est à noter la grande 
hétérogénéité de la morphologie de ces cellules à P9 et P12, stades auxquels deux exemples sont 
illustrés (coloration neurobiotine). (D’après McKay et Turner, 2005) 

3. Développement postnatal du rat  

À la naissance, les rats sont aveugles, sourds et dépourvus de poils ; ils dépendent de leur 
mère pour toutes les fonctions vitales (nutrition et thermorégulation). Vers le troisième jour 
post-natal (P3), ils commencent à se mouvoir, mais ils se déplacent très difficilement en 
rampant et tournent le plus souvent en rond. Peu avant 10 jours après la naissance, le rat est 
capable de se tenir à quatre pattes mais présente encore des mouvements non coordonnés 
(Geisler et al., 1996). Vers P10, les oreilles se décollent, un léger duvet apparaît. Au terme de 
la deuxième semaine post-natale, les oreilles (méats auditifs) et les yeux s’ouvrent et vers 
P15-16, le rat est capable de tenir debout sur ses pattes arrières et de se déplacer de façon 
coordonnée (Geisler et al., 1993). Cette période correspond à la formation des connexions 
synaptiques entre les fibres grimpantes et les épines dendritiques des cellules de Purkinje. Les 
ratons sont beaucoup plus vifs, explorent leur environnement et commencent à goûter à la 
nourriture que prend la mère. Mais ils restent dépendant du lait maternel jusqu’au sevrage 
(P21). 
 

III. Vieillissement cérébral 

1. Aspects généraux cérébraux 
 
Le vieillissement cérébral peut se caractériser tout d’abord d’un point de vue 
morphométrique. En effet, il a été démontré que le cerveau des personnes âgées présentait un 
élargissement progressif de la taille des ventricules (Anderton, 1997) ainsi qu’une atrophie 
corticale caractérisée par la perte de substance grise corticale (Brody, 1955). Ces deux 
phénomènes participeraient à la réduction du poids du cerveau lors du vieillissement 
(Anderton, 2002). Parallèlement à ce phénomène, on observe une diminution de la taille des  
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neurones chez les sujets âgés. Les dendrites qui sont essentiels dans le maintien des 
connexions subissent quelquefois des modifications dégénératives avec dans certains cas une 
perte des épines dendritiques où sont situées de nombreuses synapses ainsi qu’un changement 
de forme des dendrites elles-mêmes. Ces altérations perturberaient l’efficacité de la 
neurotransmission. 
Il a été rapporté également une augmentation du nombre de cellules gliales afin de compenser 
la perte neuronale (Pakkenberg et al., 2003) et une diminution significative du diamètre des 
microvaisseaux cérébraux en lien avec l’accumulation de collagène de type IV dans la lame 
basale (Uspenskaia et al., 2004). De plus, on retrouve lors du vieillissement normal, la 
formation de plaques séniles (substance amorphe amyloïde), particulièrement au niveau du 
cortex et de l’hippocampe (Anderton, 2002), une accumulation de pigments tels que la 
lipofuscine et la neuromélanine (Mann et Yates, 1979), ainsi que l’augmentation de la 
dégénérescence granulo-vacuolaire (Xu et al., 1992) et du nombre de corps d’Hirano 
(Tomonaga et al., 1975). Enfin, le vieillissement cérébral s’accompagne de modifications des 
systèmes de neurotransmission au niveau des synapses. En effet, des études ont montré une 
diminution linéaire de la concentration de choline acétyltransférase avec l’âge, enzyme de 
synthèse de l’acétylcholine, notamment dans l’hippocampe et dans le cortex fronto-temporal 
(Muller et al., 1991). D’un point vu fonctionnel, le vieillissement physiologique entraîne le 
plus souvent une diminution des performances intellectuelles (Gély-Nargeot et al., 2000), 
notamment dans les processus linguistiques (apparition d’aphasie mixte) et attentionnels, alors 
qu’au niveau moteur, on observe des troubles de la marche et de l’équilibre en relation, entre 
autres, avec des atteintes cérébelleuses et du système nerveux périphérique. Le vieillissement 
modifie donc plusieurs aspects du comportement. Les effets du vieillissement sont complexes 
et de nombreuses études se sont focalisées sur l’évolution de deux structures importantes : 
l’hippocampe et le cervelet. 
 

2. Vieillissement hippocampique 

a. Aspects cellulaires 

 
De nombreuses études ont rapporté une perte cellulaire en lien avec le vieillissement, au 
niveau de l’hippocampe (Coleman et Flood, 1987). Or, l’amélioration des techniques et les 
approches stéréologiques ont révélé que la perte neuronale, même si elle est présente, 
demeure très limitée et que de nombreuses régions, parmi lesquelles l’hippocampe, ne 
présentent qu’une faible diminution de leur population (Rapp et Gallagher, 1996 ; Rasmussen 
et al., 1996 ; Burke et Barnes.,2006). Au final, ces observations ne pouvant rendre compte des 
difficultés cognitives rencontrées chez le sujet âgé, certains auteurs ont proposé la survenue 
de modifications dans les ramifications dendritiques des cellules des différentes structures 
hippocampiques (Applegate et al., 1984 ; McWilliams et Lynch, 1984 ; Bertoni-Freddari, 
1986). Les données montrent que ce type d’altération est spécifique de certaines régions et ne 
semble pas concerner de façon significative les arborescences dendritiques dans l’hippocampe 
 (Flood.,1993 ; Pyapali et Turner 1996). Toutefois, ces hypothèses semblent également 
discutées car, selon les méthodes utilisées pour le comptage de synapses actives 
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(immunodétection ou mesure des potentiels postsynaptiques excitateurs), les résultats 
diffèrent (Barnes et McNaughton, 1980 ; Nicolle et al., 1999 ; Smith et al., 2000 ; Geinisman 
et al., 2004 ; Nicholson et al., 2004). 
D’un point de vue électrophysiologique, la plupart des caractéristiques neuro-électriques 
(potentiel membranaire de repos, rhéobase…) basiques des cellules de l’hippocampe ne varie 
pas avec l’âge (Niesen et al., 1988 ; Turner et Deupree, 1991 ;Potier et al., 1992). 
Néanmoins, il a été relevé une augmentation du nombre de canaux calcique de Type L 
entraînant une perturbation de l’homéostasie calcique caractérisée par une forte entrée de 
calcium dans les cellules (Landfield, 1987 ; Landfield, 1988 ;Foster et Norris, 1997). Cela a 
pour conséquence un dérèglement des courants potassiques accroissant ainsi l’amplitude 
d’hyperpolarisation des cellules des régions CA1 et CA3 (Foster et Norris, 1997 ; Kelly et al., 
2006), phénomène qui rendraient les neurones pyramidaux des animaux âgés moins excitables 
que précédemment. Toutefois, si cette hypothèse paraît intéressante, les données ont été 
obtenues in vitro et n’ont pas été confirmées chez des sujets vigiles où les taux de décharge ne 
semblent pas varier en fonction de l’âge (Smith et al., 2000 ; Oler et Markus, 2000). 
Concernant la plasticité synaptique, de nombreuses études se sont intéressées aux 
phénomènes de potentialisation à long terme (PLT) et de dépression à long terme (DLT) chez 
le sujet âgé. PLT et DLT sont reconnues comme bases moléculaires de l’apprentissage et de la 
mémoire. Décrite pour la première fois dans l’hippocampe en 1973 par Bliss et Lomo, puis 
ensuite dans d’autres structures cérébrales, la PLT permet le renforcement durable des 
synapses entre deux neurones suite à certains types de stimulation à haute fréquence (potentiel 
postsynaptique excitateur) via les récepteurs glutamatergiques (AMPA et NMDA). Au 
contraire la DLT, décrite pour la première fois dans le cervelet (Ito, 1986), est un mécanisme 
permettant de ramener les synapses potentialisées par la PLT dans l’hippocampe à un niveau 
normal pour les rendre disponible au stockage de nouvelles informations par des niveaux de 
stimulation à faible fréquence. 
L’efficacité synaptique de la PLT décroît plus rapidement chez le sujet vieillissant que chez le 
jeune adulte (Barnes et al., 2000). Selon les auteurs, ceci pourrait expliquer un oubli plus 
rapide chez le sujet âgé, par exemple lors d’un apprentissage spatial (Barnes et al., 1987). De 
même, s’il est pratiqué un stimulus liminaire chez le rat sénescent, il n’y a aura pas de PLT 
hippocampique (Barnes et al., 2000), reflétant la difficulté d’induction de ce processus. 
L’explication viendrait du fait que le nombre de récepteurs NMDA décroît chez les rats âgés, 
engendrant une difficulté à établir alors une PLT chez ces animaux (Burke et Barnes, 2006). 
Quant à la dépression à long terme, son induction semble facilitée au cours du vieillissement 
(Rosenzweig et Barnes, 2003). Ainsi, chez le sujet sénescent, la PLT, qui serait impliquée 
dans le stockage de nouvelles informations, serait déficiente, alors que la DLT, qui traduirait 
les phénomènes de pertes d’informations, serait renforcée. 
Si les modifications liées à l’âge s’avèrent relativement faibles au niveau cellulaire, l’impact 
du vieillissement suscite de profonds changements au niveau des relations interneuronales et 
des interactions entre les différentes régions cérébrales. L’hypothèse actuelle pour expliquer 
les altérations cognitives liées au vieillissement prône la dégradation de la voie perforante, 
conduisant à une diminution des messages afférents vers l’hippocampe couplée à une 
diminution du nombre de synapses actives, ce qui limiterait le traitement des informations et 
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donc la production de messages efférents. Malgré la diminution du nombre de connexions 
synaptiques, ceci n’aurait aucune influence sur le taux de décharge des neurones pyramidaux 
car il existerait un mécanisme compensatoire au niveau des synapses encore actives (Burke et 
Barnes.,2006). En effet, ces synapses recruteraient davantage de récepteurs glutamatergiques 
AMPA afin de maintenir une transmission efficace de l’information nerveuse (Barnes et 
McNaughton.,1980).  
 

b. Aspects fonctionnels du vieillissement hippocampique  

Le vieillissement, même non pathologique, s’accompagne d’un déclin des fonctions 
cognitives (d’apprentissage et de rappel par exemple). Mais toutes les formes de mémoire ne 
sont pas forcément altérées. Ainsi chez l’Homme, hormis les déficits lié au langage et à 
l’attention, ce sont surtout la mémoire à court terme (minutes, heures) et la mémoire 
épisodique dont le centre est l’hippocampe qui sont altérées, alors que les mémoires 
immédiate (secondes), procédurale (habitude) et sémantique (informations générales) qui 
utilisent les ganglions de la base ne semblent pas être modifiées. 
De même, les rats âgés sont autant capables que les jeunes d’apprendre et de mémoriser les 
tâches faisant appel à la mémoire procédurale (Miyagawa et al., 1998 ; Churchill et al., 
2003). Les perturbations touchent plus particulièrement la mémoire spatiale qui est un 
processus hippocampo-dépendant et qui est une bonne illustration des altérations que subit 
cette structure chez les individus âgés (Rosenzweig et Barnes, 2003 ; Burke et Barnes, 2006). 
Les rats sénescents éprouvent des difficultés aussi bien lors de l’apprentissage que du rappel 
(Barnes et McNaughton, 1985; Markowska et al., 1989).Ces données ont été confirmées dans 
différents tests comportementaux faisant référence à ce type de mémoire : 
- le labyrinthe circulaire de Barnes (Barnes, 1979) qui consiste à placer le rat sur une 
plateforme circulaire composée de 18 trous mais dont un seul possède un tunnel afin de 
s’échapper. Les rats âges ont montré des difficultés d’apprentissage et de mémorisation quant 
à l’emplacement du tunnel et à l’apprentissage d’un nouvel emplacement (Barnes and 
McNaughton., 1985 ; Bach et al., 1999). 
- le labyrinthe multi-T qui a montré que les rats âgés avaient beaucoup plus de difficultés à 
localiser la branche où était placée la récompense en utilisant des repères spatiaux (Barnes et 
al., 1980) 
- le labyrinthe radial à 8 branches (Potegal, 1969 ; Olton et Samuelson, 1976) où les rats âgés 
se sont montrés également beaucoup moins performants (Barnes et al., 1980 ; Beatty et al., 
1987 ; Caprioli et al., 1991., Mizumori et al., 1996). Lorsqu’était utilisé un repère tactile et 
non spatial, les vieux rats ne présentaient pas de déficit dans leur performance mnésique, 
illustrant par là une perturbation de leur mémoire spatiale (Barnes et al., 1987). 
- la piscine de Morris (Morris, 1981) qui a révélé des difficultés d’apprentissage chez les rats 
sénescents (Gage et al., 1984 ; Rosenzweig et al., 1997 ; Shen et al., 1997), mais pas dans les 
processus de rappel mnésique (Barnes et al., 1997). 
Toutes ces données montrent une altération sévère de la mémoire spatiale au cours du 
vieillissement, contribuant à étayer l’hypothèse d’un dysfonctionnement de la structure 
hippocampique.  
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3. Vieillissement du cervelet 

a. Aspects cellulaires: focus sur la cellule de Purkinje 

Les cellules de Purkinje sont considérées comme le type de neurones le plus vulnérable dans 
le cerveau (Patrick et Anderson, 2000 ; Servais et al., 2007 ; Woodruff-Pak et al., 2010) et 
sont très sensibles aux effets du vieillissement (Quackenbush et al., 1990 ; Andersen et al., 
2003;. Zhang et al., 2006). Comme pour l’hippocampe, l’effet du vieillissement sur la perte 
cellulaire est encore en discussion car les études qui ont voulu répondre à cette question sont 
contradictoires. En effet, certains éléments ont été rapportés en faveur d’une diminution 
notable du nombre de cellules de Purkinje (Ogata et al., 1984 ; Pires et al., 2010; Woodruff-
Pak, 2006 ;Woodruff-Pak et al., 2010), étayée par la diminution de certains facteurs comme la 
neuroglobine (Sun et al.,2005) ou du nombre d’interactions avec des neurones cibles (Huang 
et al., 1999). A l’inverse, d’autres travaux ne montrent aucune diminution (Drüge et al., 1986 
; Bakalian et al., 1991) ou présente uniquement dans des zones précises du cervelet (Andersen 
et al., 2003). Toutefois, ces hypothèses semblent également discutées car selon les méthodes 
utilisées pour le comptage des cellules (stéréologie, examen visuel..), les zones du cervelet 
choisies, le mode de préparation des tissus, les résultats varient. Un autre point mis en 
évidence, et qui ne semble pas être discuté, est que le vieillissement entraînerait une atrophie 
des cellules de Purkinje (Ogata et al., 1984 ; Andersen et al., 2003). Cette diminution de la 
taille des cellules serait liée à une baisse des éléments nucléés (Ogata et al., 1984), à une 
dégénérescence d’autres organites (Monteiro, 1991), suggérant un déclin significatif de la 
synthèse de certaines substances et des dysfonctionnements trophiques. Les organites touchés 
sont préférentiellement les mitochondries (Fattoretti et al., 1996 ; Fattoretti et al., 1998) à 
l’origine d’une réduction du métabolisme énergétique (Atamna, 2004), le réticulum 
endoplasmique lisse perturbant l’homéostasie calcique (Dlugos, 2005), et l’appareil de Golgi 
(Monteiro, 1991 ; Nosal, 1979). 
Au niveau dendritique, le vieillissement entraîne une atrophie de l’arborisation dendritique 
(Quackenbush et al., 1990 ; Zhang et al., 2006). En effet, il a été relevé une diminution de la 
longueur et de la largeur des dendrites des cellules de Purkinje (Hadj-Sahraoui et al., 2001) 
ainsi que des aberrations dans leurs cytoarchitecture (Chen et Hillman, 1999). 
Fonctionnellement, on retrouve une diminution de l’apport d’informations afférentes en 
direction des cellules de Purkinje illustré notamment par la perte de l’arborisation dendritique 
(Rogers et al., 1984 ; Quackenbush et al., 1990). Les causes de la perte de dendrites liée à 
l’âge restent encore incertaines mais plusieurs travaux rapportent une réduction des 
connexions synaptiques entre les cellules de Purkinje et les fibres parallèles (Dlugos et 
Pentney, 1994 ; Huang et al., 1999 ; Huang et al., 2006) et une diminution de l’apport de 
molécules trophiques comme l’IGF1 ou le BDNF (Markowska et al., 1998 ; Erickson et al., 
2010). Outre l’altération de la fluidité de la bicouche lipidique des membranes synaptiques 
liée à l’âge (Ohyama et al., 1995), la réduction des connexions synaptiques avec les fibres 
parallèles s’expliquerait par une diminution des fibres parallèles elles-mêmes (Huang et al., 
1999) et/ou par une diminution des cellules de la couche granulaire (Pentney et al., 2002 ; 
Zhang et al., 2006).  
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D’un point de vue neurochimique, il a été également montré que la concentration de la plupart 
des neurotransmetteurs et la capacité de réponse à ces derniers diminuaient lors de la 
sénescence cérébrale (Bickford-Wimer et al., 1988 ; Bickford, 1993). C’est notamment le cas 
de la noradrénaline, dont l’action neuromodulatrice sur les cellules de Purkinje est perturbée 
par le vieillissement. En effet, la noradrénaline agit dans le cortex cérébelleux en amplifiant 
l’action du GABA des cellules de Purkinje (Bickford, 1993) et, par conséquent, une 
diminution liée à l’âge de la concentration en noradrénaline entraîne une atténuation de l’effet 
inhibiteur du GABA. Enfin, il a été rapporté des changements électrophysiologiques liés à 
l’âge (Rogers et al., 1981; Chung et al., 2003a), notamment des altérations du seuil 
d’activation des cellules de Purkinje ainsi qu’une élévation du seuil d’inhibition (Rogers et 
al., 1981). Les causes évoquées sont diverses, comme la diminution de la réponse des 
récepteurs postsynaptiques (Hoffer, 1988), la diminution de la sensibilité aux 
neurotransmetteurs (Marwaha et al.,1980) et des déficits fonctionnels au niveau de nombreux 
canaux ioniques (Chung et al., 2001a et b, Chung et al., 2003).  
 

b. Aspects fonctionnels du vieillissement cérébelleux  

 
Les troubles affectant les cellules de Purkinje vont directement générer des 
dysfonctionnements cérébelleux dans diverses situations, qui ont été rapportés notamment 
dans des études portant sur les souris mutantes Lurcher (Grid2 +/- : Glutamate receptor 
ionotropic delta 2), Staggerer (Ror α -/- ou +/- : RAR-related orphan receptor alpha) ou 
Reeler (Reelin -/-) (Sidman, 1962 ; Rakic et Sidman, 1973 ; Mariani et al., 1977 ; Hilber et 
Caston, 2001 ; Caston et al., 2003 ; Porras-al García et al., 2005 ; Porras-al García et al., 
2010). Ces animaux sont caractérisés par une apoptose prématurée et aberrante au niveau du 
cervelet, affectant essentiellement les cellules de Purkinje et les cellules granulaires. Ces 
observations en font un bon modèle de neurodégénérescence progressive cérébelleuse au 
cours du vieillissement (Hilber et Caston, 2001). Les données sur les souris Lurcher 
rapportent des déficits au niveau de l’apprentissage moteur et de la motricité (Hilber et 
Caston, 2001) 

IV. Facteurs influençant le vieillissement cérébral 

1. Stress oxydant 

a. Altérations mitochondriales  

Un des symptômes moléculaires prédominants du vieillissement correspond à l’accumulation 
de produits de gènes altérés. Le cerveau possède une grand potentiel d’oxydation mais une 
capacité limitée pour lutter contre le stress oxydant (Calabrese et al., 2003 ; Poon et al., 
2004a). Dans la cellule, les espèces réactives de l’oxygène (ERO) sont physiologiquement 
présentes à faible concentration en tant que sous-produits du métabolisme aérobie ainsi que 
sous forme de seconds messagers dans de nombreuses voies de transduction cellulaire. Dans 
les conditions normales, il existe un équilibre entre les pro-oxydants et les anti-oxydants 
nécessaires pour assurer une efficacité optimale des défenses (Forman et al., 2004 ; Poon et  
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al., 2004b ; Calabrese et al., 2004). Toutefois, lorsque le taux de production de radicaux 
libres dépasse les capacités de défenses anti-oxydantes, il se produit un stress oxydant 
entraînant différents dommages à l’ADN, aux protéines et aux lipides (Halliwell., 2002 ; 
Martindale et Holbrook, 2002 ; Bergamini et al., 2004). Dans le système nerveux central, les 
cellules sont capables de lutter contre le stress oxydant grâce à de nombreuses ressources y 
compris des vitamines (A,C et E), des molécules bioactives (glutathion, thioredoxine, 
flavonoïdes), l’acide lipoïque, des enzymes (protéine de choc thermique-32, superoxyde 
dismutase (SOD), catalase, glutathion peroxydase, thiorédoxine réductase…), des facteurs de 
transcriptions sensibles au changement redox (AP-1,NF-κB,Nrf2, HSF…). Durant la 
sénescence du cerveau ainsi que dans le cas de plusieurs maladies neurodégénératives, il y a 
un déclin des mécanismes de défense anti-oxydante entraînant une augmentation de la 
vulnérabilité du cerveau aux effets délétères du stress oxydant (Finkel et Holbrook, 2000). Par 
exemple, les enzymes anti-oxydantes telles que les SOD, catalase, glutathion peroxydase et 
glutathion réductase affichent une diminution de leur activité dans le cerveau de patients 
atteints de la maladie d’Alzheimer (Zemlan et al., 1989 ; Pappolla et al., 1992). Les données 
montrent que les radicaux libres d’origine mitochondriale sont parmi les principaux 
responsables des dommages causés à l’ADN mitochondrial (ADNmt). Plusieurs études ont 
montré des niveaux accrus d’un biomarqueur reflétant les dommages oxydatifs de l’ADN, le 
8-hydroxy-2'-désoxyguanosine (8-OHdG), dans les ADNmt de cerveau âgé (Richter et al., 
1988 ; Agarwal et Sohal, 1994). Des niveaux élevés de ce marqueur ont été également 
retrouvés au niveau de l’ADN nucléaire (ADNn) dans les cerveaux post-mortem de sujets 
âgés (Mecocci et al., 1993). Mais il semblerait que l’augmentation des dommages oxydatifs 
liés à l’âge soient plus de 10 fois supérieur au niveau de l’ADNmt que de l’ADNn, que ce soit 
chez l’homme ou le rongeur (Richter et al., 1988 ; Ames et al., 1993 ; Agarwal et Sohal, 
1994). Cette plus grande sensibilité de l’ADNmt aux dommages oxydatifs viendrait de 
l’absence d’un mécanisme de réparation et de protection par les histones et du fait que 
l’ADNmt est situé à proximité de la membrane mitochondriale interne où les ERO sont 
générées (Mecocci et al., 1993 ; Barja., 2004). L’ADN mitochondrial possède un taux de 
mutation très élevé, et quand une mutation se produit, les cellules contiennent une 
combinaison d’ADNmt de type sauvage et mutant. Lors des divisions cellulaires, les deux 
types d’ADNmt sont répartis de façon aléatoire dans les cellules « filles ». Au fil des 
générations, l’ADNmt d’une lignée cellulaire peut devenir essentiellement sauvage ou muté. 
Si le pourcentage d’ADNmt muté augmente, cela a pour conséquence une diminution des 
capacités énergétiques de la cellule jusqu’à atteindre le seuil bioénergétique, c’est-à-dire en 
dessous de la production d’énergie minimale nécessaire au bon fonctionnement d’une cellule 
ou du tissu (Shigenaga et Ames, 1991 ; Yoneda et al., 1995). De nombreuses études ont 
montré que les mutations induites par des dommages oxydatifs sur l’ADNmt s’accumulent 
avec l’âge dans les tissus dits « post-mitotiques » comme le cerveau (Chomyn et Attardi., 
2003 ; Kraytsberg et al., 2003 ; Trifunovic et al., 2004). Ainsi, l’accumulation de l’oxydation 
de l’ADN est un des facteurs responsables du déclin fonctionnel du cerveau sénescent, 
phénomène qui touche également les lipides et les protéines  



INTRODUCTION 
 

31 
 

b. Dommages lipidiques et oxydation protéique 

Le vieillissement est également accompagné de changements de la composition des acides 
gras des membranes comprenant une augmentation des acides gras monoinsaturés (AGMI) et 
une diminution des acides gras polyinsaturés (AGPI). Les AGPI, tels que l’acide 
arachidonique (AA) sont abondants lors du vieillissement cérébral mais sont très sensibles 
aux attaques des radicaux libres. Ainsi, une corrélation a été démontrée entre la concentration 
d’AA et la potentialisation à long terme (Lynch, 1998 ; Ulmann et al., 2001). Les niveaux 
d’AA sont diminués dans l’hippocampe de rats âgés, ce qui est associé à une difficulté de 
maintenir une potentialisation à long terme suffisante. Les dommages oxydatifs peuvent être 
causés indirectement par la production d’aldéhydes très réactifs. En effet, la peroxydation des 
AA en malondialdéhyde (MDA) induit des dommages à l’ADN en perturbant l’appariement 
des bases. Ce composé aldéhyde est retrouvé à des taux élevés dans le cortex temporal 
inférieur du cerveau de sujets âgées (Dei et al., 2002) ainsi que dans l’hippocampe et le 
cervelet de vieux rongeurs (Cini et Moretti., 1995 ; Gemma et al., 2002). Un autre phénomène 
est observé pendant le vieillissement s’agissant de la peroxydation de l’acide linoléique 4-
hydroxy-2-nonénal (HNE). Etant un composé plus stable que les radicaux libres, le HNE 
possède la particularité de pouvoir migrer vers des sites qui sont éloignés de ceux de sa 
formation, ce qui est l’origine de dommages plus importants. Sa pathogénicité réside dans le 
fait qu’il est capable de former des liaisons covalentes avec l’histidine, la lysine et des résidus 
cystéine de protéines, à l’origine d’une modification de leur activité (Butterfield et al., 1997). 
La plupart des études menées pour évaluer le rôle de l’oxydation des protéines dans le 
vieillissement cérébral concluent à une augmentation des protéines oxydées. Cette 
augmentation a été démontrée notamment en mesurant les niveaux de groupements 
carbonyles dans le cortex cérébral de sujets âgés (Smith et al., 1991). La formation de ces 
groupements carbonyles se produit par différents mécanismes comprenant l’oxydation directe 
des chaines latérales aminoacides ou l’oxydation induisant le clivage du peptide. De 
nombreuses études suggèrent que l’oxydation des protéines peut être responsable, de concert 
avec les autres processus, de la diminution progressive du fonctionnement physiologique qui 
accompagne le vieillissement.   
 

2. Facteurs nutritifs antioxydants 

a. La vitamine E 

La vitamine E (Vit E) est le complément antioxydant le plus étudié et ses effets ont montré 
qu’il pouvait augmenter la longévité d’espèces à faible espérance de vie telles que C.elegans 
ou les rotifères Asplanchna brightwelli (Sawada et Enesco., 1984 ; Harrington et Harley, 
1988). Les effets sur la longévité des rongeurs s’avèrent plus controversés (Blackett et Hall 
, 1981 ; Morley et Trainor, 2001) bien que l’on retrouve une augmentation de la durée de vie 
« fonctionnelle », notamment au niveau du cerveau. Par exemple, La Vit E administrée à des 
rongeurs peut atténuer les déficiences liées à l’âge de la potentialisation à long terme (Murray 
et Lynch, 1998) et donc améliorer les propriétés cognitives (Joseph et al.,1998 ; Joseph et al., 
1999). Il a été montré également que la Vit E avait un effet neuroprotecteur chez des souris 
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déficientes en ApoE (Veinbergs et al., 2001) et qu’elle prévenait la toxicité du peptide Aβ in 
vitro (Butterfield et al., 1999) et in vivo (Yamada et al., 1999). Toutefois, les données chez 
l’homme apparaissent moins convaincantes. En effet, les essais cliniques de prévention par la 
Vit E n’ont pas montré une amélioration cognitive chez des patients Alzheimer bien qu’on 
retrouve une certaine amélioration de l’attitude générale (Sano et al., 1996 ; Sano et al., 
1997). D’autres études ont noté une corrélation entre un apport alimentaire riche en Vit E 
(noix, fruits, légumes) et une diminution de l’incidence de maladies neurodégénératives 
(Zhang et al., 2002) suggérant qu’une alimentation riche en antioxydants peut participer à la 
prévention de pathologies neurologiques liées au vieillissement. 
 

b. Composés phytochimiques et polyphénoliques  

Les fruits, légumes, noix et autres produits diététiques tels que les algues bleu-vertes 
(spiruline) contiennent des milliers de composés phytochmiques comprenant des composés 
polyphénoliques caractérisés par leurs propriétés anti-oxydantes et anti-inflammatoires 
(Annapurna et al., 1991 ; Careri et al., 2001). Ces algues contiennent également des acides 
gras omégas, dont l’acide gamma-linoléique, qui peuvent réduire la peroxydation lipidique et 
l’inflammation. Le thé vert a été largement étudié avec un intérêt particulier pour l’un de ces 
composés polyphénoliques, l’epigallocatechine-3 gallate (EGCG). Outre ses effets anti-
cancérigènes (Lin et Liang, 2004 ; Moyers et Kumar, 2004), il a été également rapporté des 
propriétés anti-inflammatoires (Ahmed et al., 2002 ; Han, 2003), anti-oxydantes (Levites et 
al., 2003) ainsi que des propriétés neuroprotectrices dans des maladies neurodégénératives 
(Ahmed et al., 2002). D’autres composés phytochimiqes ont été étudiés dans le cadre d’une 
activité neuroprotectrice comme la curcumine ou la quercitine (Frautschy et al., 2001 ; 
Joseph et al., 2003 ;Kim et al., 2005 ; Ringman et al., 2005). 
Les bleuets, les épinards et la spiruline ont également été largement étudiés pour leurs actions 
neuroprotectrices potentielles. Par exemple dans le cervelet, il a été montré chez le sujet âgé 
une corrélation entre une perte de fonction des récepteurs β-adrénergiques et la difficulté à 
apprendre de nouvelles habilités motrices complexes (Bickford, 1993). Des travaux ont 
montré que si l’alimentation de rats âgés F344 était enrichie en épinards, cela avait pour 
conséquence d’améliorer la fonction des récepteurs β-adrénergiques ainsi que l’apprentissage 
moteur en diminuant le taux de glutathion oxydé et de cytokine pro-inflammatoire (Bickford 
et al., 2000 ; Cartford et al., 2002). Sur ce même modèle, l’ajout de concombre ou de 
spiruline entraîne également une amélioration de la fonction des récepteurs β-adrénergiques 
mais avec des effets plus ou moins positifs sur les taux de facteurs pro-inflammatoires ou pro-
oxydants (Gemma et al., 2002). Dans des modèles d’animaux de la maladie de Parkinson, la 
supplémentation en bleuet et spiruline a montré une diminution de la lésion du striatum 1 
mois après l’injection de 6-hydroxydopamine, alors que la lésion était similaire aux animaux 
contrôles une semaine après l’injection. Le délai d’apparition des premiers effets suggère que 
la supplémentation alimentaire permettrait une meilleure récupération et régénération des 
voies dopaminergiques du striatum mais n’aurait pas un rôle préventif dans ce type de  
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pathologie (Strömberg et al., 2005). En effet, la lésion entraîne l’activation de la microglie 
jouant son rôle de phagocytose mais l’enrichissement en bleuet et spiruline aurait pour 
conséquence de diminuer la durée de cette phase inflammatoire afin de préparer plus 
rapidement le cerveau à la régénération des fibres dopaminergiques dans la zone lésée. Un 
effet neuroprotecteur contre la maladie de Parkinson a été également observé avec le thé vert 
(Levites et al., 2002). Des données sur ces différents aliments ont été également rapportées sur 
l’effet neuroprotecteur dans le cas de lésions cérébrales ischémiques, notamment dans l’étude 
de Wang et ses collaborateurs qui montrent qu’une supplémentation en bleuet, spiruline et 
épinard pendant 1 mois réduisait les dommages suite à l’occlusion de l’artère cérébrale 
moyenne chez le rat (Wang et al., 2005a) et dans l’étude de Sweeney et collaborateurs où une 
dose très élevée de bleuet empêchait la perte cellulaire de l’hippocampe après un événement 
ischémique (Sweeney et al., 2002). 
 

3. Les œstrogènes  

Le cerveau reçoit l’influence des stéroïdes neuroactifs issus provenant des glandes endocrines 
périphériques et localement issus de la neurostéroidogenèse dans les neurones et les cellules 
gliales (Baulieu et al., 2001). Les stéroïdes neuroactifs sont des molécules lipophiles qui 
traversent facilement la barrière hémato-encéphalique. Une fois dans le cerveau, ils modulent 
la fonction des cellules neuronales et gliales. Ces stéroïdes neuroactifs et les neurostéroides 
présentent des effets bénéfiques sur la myélinisation, le comportement, l’humeur, 
l’apprentissage, la mémoire, la neuroprotection, la neuroplasticité et la neurogenèse. 
Néanmoins, ces effets ne sont pas toujours positifs puisqu’il a été montré l’apparition d’une 
neurotoxicité dans le cas de taux élevés de glucocorticoïdes ou de minéralocorticoïdes 
surrénaliens (De Kloet et al., 2007).  
Parmi les nombreuses hormones stéroïdiennes, les œstrogènes sont qualifiés de 
neuroprotecteurs. En effet, les œstrogènes préviennent la mort cellulaire, augmentent la survie 
neuronale, la croissance des neurites, stimulent la synaptogenèse et régule la voie 
cholinergique dans différentes situations expérimentales. En 2002, McEwen fut le premier à 
montrer que les œstrogènes augmentent la formation des épines dendritiques et la densité 
synaptique dans les cellules pyramidales de la zone CA1 de l’hippocampe qui seraient 
médiées par les récepteurs aux œstrogènes. Différents effets neuroprotecteurs des œstrogènes 
ont été rapportés dans des cultures de neurones hippocampiques : protection contre la toxicité 
du glutamate, la déprivation du glucose, la toxicité du FeSO, la toxicité du peptide β-amyloïde 
(Goodman et al., 1996). In vivo, les œstrogènes diminueraient également les dépôts 
amyloïdes dans certains modèles de souris transgéniques de la maladie d’Alzheimer 
(Goodman et al., 1996). Les voies génomique et non-génomique des œstrogènes passent par 
le récepteur ER (estrogen receptor) où la différence réside dans une interaction protéique du 
récepteur avec des protéines de signalisation cellulaire pour la voie non-génomique. La liaison 
avec ce récepteur a été rapportée dans les cellules pyramidales de l’hippocampe et dans le hile 
du gyrus denté. On retrouve deux isoformes du récepteur aux œstrogènes : ERα et ERβ. ERβ 
est abondamment exprimé dans les cellules pyramidales de l’hippocampe, alors que ERα se 
trouve dans les interneurones de CA1 et dans un sous-ensemble de cellules pyramidales et  
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granulaires). Les deux isoformes ER sont exprimées par les neurones et les cellules gliales 
telles que les astrocytes et les oligodendrocytes. Les plus hauts niveaux d'expression d’ER 
sont retrouvés dans le cerveau antérieur, l'aire préoptique, l'hypothalamus et l'amygdale. La 
densité d’ER est plus élevée dans l'hypothalamus que dans les régions extra-hypothalamique, 
telles que le cortex cérébral et l’hippocampe (Figure 9). Dans certaines régions les deux sous-
types d’ER sont exprimés dans les mêmes cellules (Shughrue et al., 1997 ; Shughrue et al., 
2000) 

 
Figure 9 : Expression d’Erα (en bleu) et Erβ (en rouge) dans le cerveau de rongeurs (d’après Behl, 
2002) 
 
L’activation d’ERβ par des ligands naturels ou isoforme-spécifiques semble jouer un rôle 
important dans le vieillissement et la neurodégénérescence car cette isoforme régule la 
plasticité synaptique hippocampique et améliore la mémoire (Liu et al., 2008). Des études 
menées sur des souris KO montrent que les KO pour ERβ et non pour ERα présentent des 
déficits dans l’apprentissage et dans la signalisation chimique de l’hippocampe après 
traitement des animaux aux œstrogènes (Liu et al., 2008). Au niveau moléculaire, il a été 
suggéré que les effets cérébraux des œstrogènes sont médiés en partie par une « up-
régulation » du gène anti-apoptotique bcl-2 et par une interaction avec des facteurs de 
croissance tels qu’IGF-1 (insulin like growth factor 1) et BDNF (brain-derived neurotrophic 
factor) (Garcia-Segura et al., 2006; Scharfman et Maclusky, 2005). Les œstrogènes vont 
également activer les MAPK (mitogen-activated protein kinase), ERK (extracellular-
regulated kinase), PI3K (phosphatidylinositol-3-kinase), augmenter la phosphorylation de 
CREB (cyclic AMP-response element binding protein), la voie Src (Scharfman et Maclusky, 
2005) et améliorer l’activité des récepteurs NMDA et la potentialisation à long terme (Liu et 
 al., 2008). Par conséquent, bien au-delà de leur fonction dans la reproduction, les œstrogènes 
sont d’importants neuromodulateurs (Figure 10). Ces hormones sont également des facteurs 
protecteurs dans diverses pathologies neurologiques ou neurodégénératives. Une étude menée  
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sur des femmes ménopausées et supplémentées en œstrogène a montré une augmentation du 
débit sanguin cérébral, une augmentation du métabolisme du glucose ainsi qu’un hippocampe 
plus volumineux et une amélioration cognitive (Sherwin et Henry, 2008). Les œstrogènes 
augmenteraient les différentes étapes de la neurogenèse : prolifération, migration et 
différenciation. Ainsi, des travaux ont montré que l’incorporation de BrdU lors de la 
prolifération des cellules du gyrus denté était plus élevée dans la phase de proestrus chez la 
ratte que dans la période d’œstrus, suggérant la participation d’hormones endogènes. Les 
travaux complémentaires portant sur des rattes ovariectomisées supplémentées ou non avec 
des œstrogènes, ont montré une augmentation de cellules BrdU-positives chez les animaux 
traités à ces hormones (Tanapat et al., 2005). L’augmentation de la prolifération est 
transitoire et diminue chez les animaux à ovariectomie prolongée ou lors d’une administration 
chronique d’œstrogènes à concentration élevée. Chez les mâles, la réponse neurogénique dans 
l’hippocampe à la suite d’une administration d’œstrogènes est atténuée. La neurogenèse 
semble être médiée par ER puisque l’ARNm des deux isoformes de ce récepteur a été 
retrouvé dans 80% des cellules du gyrus denté en prolifération (Isgor et Watson, 2005). Enfin, 
en situation de déficience de prolifération cellulaire (AVC, diabète, vieillissement…), 
l’administration d’œstrogènes permet d’augmenter la neurogenèse (Saravia et al., 2004, 
2007 ; Pietranera et al., 2006). 
L’influence positive des œstrogènes sur la neurogenèse est principalement basée sur des 
données provenant de jeunes animaux, mais les données sur des animaux plus âgés sont moins 
abondantes. A partir de travaux portant sur des rats âgés de 22 mois ovariectomisés et 
recevant un traitement prolongé d’œstrogène valérianate ou des phyto-œstrogènes extraits du 
soja, les auteurs concluent que la prolifération cellulaire dans les cerveaux sénescents était 
sensible à l’administration d’œstrogène (Perez-Martin et al., 2005).  
La neurogenèse hippocampique commence à baisser bien avant le début de la vieillesse. Par 
exemple, la prolifération et la migration à travers la couche des cellules granulaires du gyrus 
denté sont très élevées chez des ratons âgés de 2 semaines et tendent à décroître à partir d’un 
mois et demi, pour être fortement inhibées à partir de 12 mois (adulte) jusqu’à 24 mois 
(vieillissement). Compte tenu de ce déclin précoce, il est important d’élucider les effets 
oestrogéniques sur les différentes étapes menant à la maturation neuronale et au vieillissement 
des structures cérébrales comme l’hippocampe. Des essais cliniques confirment l’efficacité de 
la thérapie hormonale de remplacement dans la prévention plutôt que dans l’amélioration des 
troubles cognitifs (Sherwin et Henry, 2008). Comme les animaux d’âge moyen répondent 
pleinement aux œstrogènes, cette tranche d’âge semble la plus approprié pour lutter contre 
l’apparition des neuropathologies liées au vieillissement. Ainsi, l’âge moyen fournit une 
fenêtre temporelle attractive pour explorer le potentiel de modulation des changements liés à 
l’âge.  



INTRODUCTION 
 

36 
 

 
Figure 10 : Différents modes d’action possibles des œstrogènes dans la neuroprotection (d’après Behl, 
2002) 

4. La programmation fœtale  

A la fin de années 80, une étude de Barker et collaborateurs a pu établir une corrélation entre 
le faible poids du bébé à la naissance, en lien avec une dénutrition, et un risque accrue de 
développer une  maladie coronarienne à l’âge adulte (Barker et al., 1986). Ce type d’effet 
retardé par rapport à des événements développementaux a été  par la suite confirmé  dans de 
nombreuses études (Barker et al.,1993 ; Frankel et al.,1996 ; Rich-Edwards et al.,1997). 
L’observation princeps constitue ce qu’on apelle « l’hypothèse de Barker » ou « le 
phénomène de programmation fœtale ». Cette théorie stipule que les facteurs néfastes durant 
le développement, et particulièrement pendant la vie intra-utérine, peuvent entrainer des 
modifications persistantes au niveau physiologique et métaboliques qui conduisent à une 
augmentation du risque de survenue certaines pathologies  à l’âge adulte (Figure 11). Ainsi, 
le fœtus soumis à une malnutrition serait « reprogrammé » vers un phénotype économe afin 
de préserver ces organes vitaux au détriment de la croissance, phénomène qui serait plutôt 
bénéfique à court terme (Erickson.,2005). Ce concept fut par la suite élargi aux premiers mois 
de la vie (Singhal et al.,2001 ;2004). Plusieurs mécanismes seraient impliqués. Le premier 
mécanisme ferait intervenir la voie de régulation de la glycémie via l’insuline et l’IGF (insulin 
growth factor) dont l’implication dans la croissance fœtale et la programmation métabolique a 
été démontré (Singhal et Lucas.,2004 ;Erickson.,2005). Suite à une malnutrition, moins 
d’IGF-1 serait secrété par le fœtus du fait de sa régulation nutritionnelle dont la conséquence 
sera un ralentissement de croissance intra-utérine. Après la naissance, les tissus qui 
disposaient de taux réduits d’IGF-1 et d’insuline sont soudainement exposés à de plus fortes 
concentrations hormonales engendrant alors le développement d’une insulino-résistance afin 
de prévenir le risque d’hypoglycémie induit par cette hyperinsulinémie.  



INTRODUCTION 
 

37 
 

Un autre mécanisme mis en jeu ferait intervenir les voie de régulations épigénétiques 
(Waterland et Michels.,2007 ;Gicquel et al.,2008 ;Hochberg et al.,2011). Au cours de 
l’embryogenèse précoce, l’ADN subit une déméthylation et une reméthylation, processus 
durant lequel certains gènes sont « étiquetés » comme étant d’origine maternelle ou paternelle 
et permettant d’inactiver certains de ces gènes ultérieurement (Feng et al.,2010). Ces 
régulations épigénétiques soumis à l’empreinte parentale affectent  particulièrement les 
nombreux gènes impliqués dans la régulation de la croissance fœtale et placentaire. Or, 
contrairement aux mutations génétiques, les modifications épigénétiques sont instables et 
réversibles. Chez la souris, des travaux ont montré que la méthylation de l’ADN chez leur 
progéniture était altérée par une baisse en donneurs  de méthyles dans le régime alimentaire 
maternelle (Wolf et al.,1998). Cette implication de l’état nutritionnel sur les régulations 
épigénétiques ont été également mis en évidence chez l’homme (Heijmans et al.,2008). Ainsi 
l’hypothèse serait que des changements dans l’environnement intra-utérin pourraient conduire 
à une altération de l’expression des gènes via une modification de la méthylation de l’ADN et 
d’autres mécanismes épigénétiques (acétylation des histones) aboutissant finalement à une 
augmentation du risque de survenue de diverses pathologies chez l’adulte et au cours du 
vieillissement. 

 

Figure 11 : Effets d’une altération nutritionnelle fœtale sur la croissance et la maturation des 
organes en lien avec des pathologies adultes. HH : hypothalamo-hypophysaire ; AVC : 
accident vasculaire cérébrale (D’après De Boo et Harding.,2006)  
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5. Mode de vie  

Le maintien d’un régime alimentaire sain peut avoir un impact important sur le vieillissement. 
Celui qui paraît avoir cette qualité et qui a été souvent pris comme exemple est le régime 
« méditerranéen ». Il est caractérisé par la consommation importante d’aliments végétaux sous 
forme de fruits, de légumes, de pain, d’autres types de céréale, de noix et de graines. L’huile 
d’olive est la principale source d’acides gras monoinsaturés ; les produits laitiers sont 
principalement le fromage et le yogourt ; une consommation modérée de volaille et de 
poisson en fonction de la proximité de la mer ; moins de quatre œufs par semaine et une faible 
quantité de viande rouge et de vin (Willett et al., 1995). Cependant, il n’y a pas un régime 
méditerranéen unique, mais plusieurs car les habitudes alimentaires varient considérablement 
selon la situation géographique du pays par rapport à la mer (Sofi, 2009). De précédentes 
études observationnelles ont déjà montré que les aliments spécifiques ou les éléments nutritifs 
qui participent à la diète méditerranéenne traditionnelle (poissons, acides gras insaturés, 
antioxydants comme la vitamine E, la vitamine B12, les folates, les carotènes, les flavonoïdes, 
les polyphénoles du vin) peuvent avoir un effet potentiellement protecteur contre la démence 
ou le déclin cognitif lié au vieillissement (Gomez-Pinilla, 2008). Cependant, les résultats sur 
ces aliments isolés notamment l’effet des acides gras ω3 polyinsaturés semblent 
contradictoires à ce jour (Van Dyk et Sano, 2007 ; Devore et al., 2009 ; Kroger et al., 2009) 
sachant que les données ne prennent pas en compte les interactions possibles (effets additifs, 
synergiques ou antagonistes) entre les différents nutriments (Kant, 2004). Les différents 
mécanismes biologiques évoquant les effets neuroprotecteurs de ce type de régime tiennent à 
ses propriétés antioxydantes (Dai et al., 2008), anti-inflammatoires (Giugliano et Esposito, 
2008 ; Panagiotakos et al., 2009) et protectrices vasculaires (Renaud et al.,1995 ; 
Lichtenstein et al., 2006). Il a été montré aussi que la prise de compléments alimentaires ne 
semble pas imiter les 
 effets d’une alimentation saine, probablement en raison de la variété des aliments qui sont 
consommés (Donini et al., 2007). Alors que plusieurs études montrent que la consommation 
modérée d’alcool a un effet protecteur, l’abstinence ou la consommation excessive semblent 
augmenter le risque d’un déclin cognitif (Peters et al., 2008). Enfin, le tabagisme est connu 
pour augmenter les risques cardio-vasculaires, de cancer et a été lié au développement de la 
démence (Anstey et al., 2007). Cependant, des études suggèrent que la nicotine elle-même 
peut avoir un impact positif à court terme via les systèmes cholinergiques sur la fonction 
cognitive mais des doutes subsistent sur les effets à long terme de l’utilisation de cette 
substance (Swan et Lessov-Schlaggar, 2007). 
Dans un autre registre, l’activité physique (Colcombe et al., 2003 ; Kramer et al., 2005 ; 
Archer, 2010) et le niveau d’éducation (Shenkin et al., 2003 ; Lustig et Buckner, 2004 ; Staff 
et al., 2004 ; McDowell et al., 2007) apparaissent clairement comme apportant des effets 
neuroprotecteurs sur le fonctionnement cognitif et réduiraient le risque de survenue d’une 
démence. Mais le rôle de l’éducation dans cette neuroprotection est encore débattu car on ne 
sait pas encore si cela est dû au temps, au type ou à la difficulté de l’activité intellectuelle 
(Shenkin et al., 2003 ; Lustig et Buckner, 2004; Gatz et al., 2007; McDowell et al., 2007). 
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PARTIE 2 : CYCLE DES MONOCARBONES 
 

I. Les folates (vitamine B9) 

 
Dans les années 30, des chercheurs ont observé qu’une anémie macrocytaire chez la femme 
enceinte, consécutive à une carence alimentaire, était corrigée par des extraits de levure (Wills 
et al., 1931). Des anomalies sanguines voisines avaient été aussi rapportées chez des singes 
rhésus soumis à un régime carencé en folates, qui furent également corrigées par des extraits 
de levure, d’où le premier nom des folates qui fut la vitamine M (Monkey) (Day et al., 1935). 
Un peu plus tard, alors que les recherches s’efforçaient d’isoler une substance unique, il fut 
découvert qu’il s’agissait de composés multiples chimiquement et biologiquement très voisins 
dont le substrat fut dénommé acide folique parce qu’il se retrouvait en abondance dans les 
feuilles de certains végétaux, notamment les épinards (Mitchell et al., 1941). Ces composés 
sont aujourd’hui appelés folates ou vitamine B9. 
 

1. Structure, sources, apports et besoins en folates 
 
L’acide folique ou acide ptéroylglutamique est une vitamine hydrosoluble composée de trois 
éléments principaux : un noyau ptéridine, une molécule d’acide para-aminobenzoïque et une 
molécule d’acide glutamique. Les nombreux dérivés de l’acide folique sont regroupés sous le 
terme de folates. Plusieurs acides glutamiques peuvent s’enchaîner et former des 
polyglutamates (PG) qui constituent la majorité des folates présents dans l’alimentation et les 
milieux biologiques. Les dérivés réduits des polyglutamates (dihydrofolates ou DHF, 
tétrahydrofolates ou THF) constituent les formes biologiquement actives. Les dérivés THF 
peuvent porter différents radicaux carbonés sur les azotes N5 ou/et N10 qui constituent les 
sites actifs de la molécule de folate (Figure 12) 
 

 
 
Figure 12 : Structure chimique de l’acide folique et ses dérivés  
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Les apports en folates sont exclusivement d’origine alimentaire car l’homme ne peut pas les 
synthétiser. Les folates présents dans l’alimentation (90%) sont essentiellement des PG liés à 
des protéines. Pour le reste (10%), les apports proviennent de la synthèse par les bactéries 
intestinales.  
La teneur en folates est très variable selon les aliments. Parmi les aliments à très forte teneur 
en folates, se trouvent les légumes verts (épinards, laitues…), les fruits (orange sous forme de 
jus, pamplemousse…), les céréales de tous types, les fruits secs ainsi que certaines viandes 
animales (foie…). Les valeurs de l’apport nutritionnel conseillé (ANC) en France sont 
définies par tranche d’âge et en fonction de l’état physiologique : 
 

Catégorie ANC en µg/jour 
Nourrissons 70 

Enfant de 1 à 12 ans 100 à 250 
Adolescents de 13 à 19 ans 300 

Hommes adultes 330 
Femmes adultes 300 
Femme enceinte 400 
Femme allaitante 400 

Personnes âgées valides 400 
Tableau 2 : ANC en folates pour la population française (recommandations de l’ANSES 
2011) 
 

2. Métabolisme et distribution des folates 

Avant d’être absorbés au niveau du jéjunum proximal, les PG doivent être libérés des 
protéines alimentaires par les protéases digestives. Ils sont ensuite transformés en 
monoglutamates (MG) par des enzymes spécifiques, dont la γ glutamyl-hydrolase, présente 
dans la lumière intestinale et au niveau de la bordure en brosse des cellules intestinales. 
L’absorption dans la cellule se fait par un mécanisme de transport actif via un récepteur 
spécifique aux folates. Toutefois, à fortes doses, il existe une diffusion passive. A l’intérieur 
de la cellule intestinale, une partie des folates absorbés est méthylée et réduite en N5-
méthyltétrahydrofolates (CH3-THF) et passe dans le sang portal (Rosenberg., 1990). Ainsi, 
l’acide folique gagne le foie par la veine porte alors que le CH3-THF rejoint la circulation 
générale et diffuse dans tous les tissus (Figure 13).  
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Figure 13 : Schéma d’absorption des folates au niveau intestinal.CH3-THF : méthyltétrahydrofolate 
(D’après les Vitamines ;1993) 
 
Le foie joue un rôle important dans le métabolisme des folates. Il capte l’acide folique pour le 
transformer en CH3-THF qui est remis en circulation et absorbé par les tissus périphériques. Il 
met également en réserve les folates sous forme de PG, principalement des pentaglutamates 
par une folylpolyglutamate synthétase (Figure 14). Ces réserves sont relativement faibles (5 
et 15 mg) et couvrent les besoins pour une durée de 4 mois.  
Or, les besoins en folates sont d’autant plus importants lors de diverses périodes de la vie 
(grossesse  croissance). En pathologie, toutes les situations d'érythropoïèse stimulée 
(hémolyse, hémorragie, leucémies ...) et d’éthylisme chronique entraîneront également une 
consommation plus importante de vitamine B9. 
Par ailleurs, il existe un cycle entéro-hépatique majeur qui permet une redistribution tissulaire 
du CH3-THF. Les folates circulants sont en majorité constitués de CH3-THF. Dans le plasma, 
les folates circulent sous forme libre ou liée, et 2 types de protéines les lient : 
- l’albumine et l’alpha2 macroglobuline qui sont des ligands de faible affinité transportant les 
folates préférentiellement vers certains tissus dont, le cas échéant, le placenta et le fœtus. 
- les Folate Binding Proteins Solubles (S-FBP) qui sont des ligands de haute affinité. 
La concentration sérique des S-FBP est faible et elle servirait à transporter les folates oxydés 
vers le foie. Le taux plasmatique des folates est de 5 à 15 µg/l, 10 à 30 fois moins que le taux 
érythrocytaire (150 à 450 µg/l) et 3 à 4 fois plus bas que le taux dans le liquide céphalo-
rachidien. Les organes les plus riches sont le foie, qui contient la moitié des folates de 
l’organisme, et le cerveau. Au niveau des tissus périphériques, le CH3-THF pénètre à 
l’intérieur de la cellule grâce à un mécanisme de potocytose (via la FBP membranaire, le 
récepteur des folates réduits) ; le CH3-THF  est ensuite transformé (déméthylation et ajout 
d’acide glutamique) en polyglutamates qui sont les formes coenzymatiques actives (Figure 
14). Quant à l’acide folique, il pénètre beaucoup moins facilement dans la cellule que le CH3-
THF et sa concentration cellulaire est 6 fois moindre. L’acide folique est ensuite transformé 
en THF par deux réactions successives catalysées par une dihydrofolate réductase. Une 
proportion importante de folates cellulaires, jusqu’à 50% en fonction du tissu et du type 
cellulaire, est associée à la mitochondrie. Le pool mitochondrial de folates est distinct du pool 
cytosolique et exerce des fonctions différentes dans le transfert de radicaux monocarbonés.  
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Figure 14 : Schéma de distribution des folates dans les hépatocytes et autres cellules des organes 
périphériques. DHF : dihydrofolate ; THF : tétrahydrofolate ; PG : polyglutamate ; CH3-THF : 
méthyltétrahydrofolate (D’après les Vitamines ;1993) 
 
Les folates sont éliminés dans les selles et dans les urines. De faibles quantités (1 à 10 
µg/jour) sont éliminées par voie urinaire sous forme de métabolites : ptéridine et acide 
benzoylglutamique qui proviennent de la rupture de la liaison C9-N10 de l’acide folique. Au 
niveau rénal, il existe une importante réabsorption tubulaire des folates filtrés. Les fèces 
contiennent des folates provenant de la fraction alimentaire non absorbée (20%), de 
l’excrétion biliaire et de la synthèse par les bactéries intestinales. 
 
La principale fonction des coenzymes foliques est le transfert de radicaux monocarbonés 
(Wagner.,1995). Chez l’homme, les folates sont impliqués dans quelques réactions 
essentielles, la synthèse de thymidylate (ADN), du noyau purine, de la méthionine, du 
métabolisme de l’histidine et de l’interconversion de la sérine en glycine. Dans la synthèse de 
la méthionine, l’acide folique subit une réduction en DHF puis en THF. Une fois dans sa 
forme active, le THF reçoit un méthylène par une sérine hydroxyméthylase (SHMT) à partir 
de résidus sérine formant le 5,10 méthylènetétrahydrofolate. Le 5,10 méthylèneTHF subit 
alors une réduction catalysée par la 5,10 méthylènetétrahydrofolate réductase (MTHFR) pour 
former le 5 méthyltétrahydrofolate (5MTHF). Enfin, sous cette dernière forme, le 5MTHF 
joue le rôle de donneurs de méthyles pour transformer l’homocystéine en méthionine (Figure 
15)  
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Figure 15 : Cycle des folates (vitamine B9).THF : tétrahydrofolate ; DHF : dihydrofolate 
 

3. Principales causes des carences en vitamine B9 

Une carence en vitamine B9 se rencontre aussi bien dans les pays en voie de développement 
que dans les pays industrialisés mais pour différentes raisons (10% de la population mondiale 
carencée). De plus afin d’éviter de développer des troubles du développement de type 
anomalies de fermeture du tube neural (spina bifida) lié à une carence en folates, les autorités 
publiques de santé conseillent une supplémentation en folates. Les recommandations sont les 
suivantes (Institut national de prévention et d’éducation pour la santé, 2007) : 
-Femmes en âge de procréer : il est nécessaire de consommer des aliments riches en folates 
(légumes verts, agrumes, œufs, fromages)  
- Femmes sans antécédent particulier et qui désirent concevoir : une supplémentation 
systématique est préconisée, à une dose de 0,4 mg/jour, pendant les 3 mois entourant la 
conception.  
- Femmes à risque élevé (grossesse antérieure présentant ce type d’anomalie, prise d’un 
traitement antiépileptique) : une supplémentation en acide folique à la dose de 5 mg/jour doit 
être prescrite dès qu’une grossesse est envisagée.  
Les causes de carences sont diverses : 
- En cas d'apport alimentaire insuffisant ou à une cuisson excessive des aliments 
-d’une toxicologie médicamenteuse (chimiothérapies→ 5 Fluoro-uracile, Méthotrexate, 
hydroxyurée ou autres→ anticonvulsivants par exemple). 
- le vieillissement 
-des résections intestinales 
-une malabsorption 
-une augmentation des pertes ou des besoins  
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II. Les cobalamines (vitamine B12) 

 
En 1925, Whipple met en évidence expérimentalement l’action antianémique du foie de veau, 
qui sera confirmée un an plus tard lorsque Minot et Murphy (1926) établissent que cette 
thérapeutique est capable d’interrompre l’évolution progressive de l’anémie pernicieuse de 
Biermer. Deux ans plus tard, Castle formule l’hypothèse que cette substance antipernicieuse 
est composée d’un facteur extrinsèque fourni par l’alimentation, notamment le foie, et d’un 
facteur intrinsèque présent dans la muqueuse gastrique. Entre 1940 et 1945, l’acide folique est 
isolé et assimilé, à tort, au facteur antipernicieux. C’est seulement en 1948 qu’est isolée à 
partir du foie la vitamine B12 à l’état de cyanocobalamine. Par la suite, cette substance s’est 
révélée être le facteur intrinsèque de Castle. 
 

1. Structure, sources, apports et besoins de la vitamine B12 
 
La vitamine B12, ou cobalamine (Cbl), est une molécule organométallique présentant une 
liaison carbone-cobalt rarement rencontrée par ailleurs dans la nature. Les cobalamines 
appartiennent à la famille des corrinoïdes. Ces corrinoïdes sont des macromolécules 
composées d’un noyau tétrapyrrolique qui referme en son centre un atome de cobalt relié à 4 
atomes d’azote. Cette structure plane comporte au-dessous d’elle un groupement pseudo-
nucléotidique (diméthylbenzimidole-ribose-phosphate) dont le groupe imidazole est relié au 
cobalt et le phosphate à l’un des noyaux pyrroles. Enfin, au-dessus de cette structure se trouve 
un groupement R relié à l’atome de cobalt, qui permet de caractériser les différents facteurs 
présentant une activité vitaminique B12 (Figure 16) : 
 
-CN (cyanure): cyanocobalamine (forme circulante) 
 
-OH (hydroxyle): hydroxocobalamine (forme circulante) 
 
-CH3 (méthyle): méthylcobalamine (coenzyme actif) → cofacteur de réactions de 
reméthylation en particulier dans la formation de la méthionine à partir de l’homocystéine 
 
-5’dAd (5’deoxyadenosyle): adenosylcobalamine (coenzyme actif) → cofacteur de la 
méthylmalonyl CoA mutase jouant le rôle d’accepteur ou donneur d’hydrogène 
 
-Glutathionylcobalamine (forme intermédiaire)  
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Figure 16 : Structure de la vitamine B12 ou cobalamine 
 
L’homme est incapable de synthétiser de novo les formes actives qui sont 
l’adénosylcobalamine (AdoCbl) et la méthylcobalamine (MeCbl) et il dépend donc des 
sources alimentaires en précurseurs de cobalamine. 
La vitamine B12 est exclusivement synthétisée par les micro-organismes dont la production 
par les bactéries intestinales est importante chez les ruminants. Cet exemple illustre la 
dépendance du règne animal par rapport à l’activité de synthèse bactérienne. Les cobalamines 
se trouvent exclusivement dans les produits animaux. Les principales sources alimentaires 
sont les abats (foie, rognons), le poisson, la viande, les œufs et les produits laitiers. Il est à 
noter également que les apports sont environs deux à cinq fois plus élevés dans les pays 
industrialisés que dans les pays en voie de développement, conséquence d’un régime plus 
riche en produits animaux dans les pays industrialisés et de carence donc plus fréquente dans 
les pays en voie de développement. Une alimentation dépourvue de nutriments d’origine 
animale (régime végétalien) peut conduire à une carence. Les besoins sont variables selon les 
périodes de la vie. Ils sont considérés comme particulièrement importants chez les enfants et 
chez les femmes en période gestationnelle ou d’allaitement. 
 

Catégorie ANC (2009) µg/jour 
Nourrisson 0.5 

Enfant de 1 à 12 ans 0.8 à 1.9 
Adolescent de 13 à 19 ans 2.4 

Homme adulte 2.4 
Femme adulte 2.4 

Femme enceinte 2.6 
Femme allaitante 2.8 
Personnes âgées 3 

 
Tableau 3 : Apports nutritionnels conseillés en vitamine B12 pour la population française 
(recommandations ANSES 2011)  
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2. Métabolisme et distribution des cobalamines 

 
Les cobalamines contenues dans les aliments ne sont pas à l’état libre. Elles sont combinées à 
des transporteurs protéiques. La cuisson des aliments favorise la libération des cobalamines et 
donc leur assimilation. Elle dénature également la vitamine B12, et peut la détruire (exemple : 
la pasteurisation). Les cobalamines ingérées sont libérées des protéines alimentaires dans 
l'estomac sous l'effet de l'acidité gastrique et de la pepsine (Schade et Schilling.,1967) pour se 
lier aux deux glycoprotéines : le facteur intrinsèque (FI) et les haptocorrines. L'affinité des 
cobalamines pour les haptocorrines in vitro est 50 fois plus élevée que pour le facteur 
intrinsèque à pH acide (Allen et al., 1978) assurant ainsi le transport des cobalamines de 
l'estomac jusqu'au duodénum. 
Au niveau du duodénum, les cobalamines sont transférées des haptocorrines au FI issu des 
cellules pariétales gastriques. Ce transfert est assuré par une digestion partielle des 
haptocorrines par des protéases pancréatiques (Marcoullis et al., 1986) ainsi que par une 
résistance du FI à la protéolyse (ex :trypsine) et à une neutralisation du chyme acide à pH 8 
qui réduit considérablement l’affinité des haptocorrines pour les cobalamines (Allen et 
al.,1978 ). Le complexe cobalamine-FI migre jusqu’à l’iléon terminal grâce au péristaltisme 
intestinal et se fixe par sa partie protéique à un récepteur cellulaire spécifique nommé la 
cubiline ou récepteur cobalamine-facteur intrinsèque (Seetharam et al.,1988). Après une 
endocytose récepteur-dépendante du complexe dans les entérocytes de l’iléon distal, la 
cobalamine est dissociée du FI (Seetharam et al., 1982) et ce dernier est dégradé par des 
glycosidases et des protéases. La vitamine B12 est majoritairement transférée sur une protéine 
synthétisée par l’entérocyte, la transcobalamine (TC) mais elle peut être également métabolisé 
par les entérocytes en méthylcobalamine dans le cytosol ou en adénosylcobalamine dans les 
mitochondries (Figure 17). Ce complexe est ensuite relargué au pôle baso-latéral de la 
cellule, passe dans la circulation sanguine et gagne le foie par la veine porte. L’absorption est 
lente puisqu’il faut 8 à 12 heures avant que la vitamine B12 fixée au niveau de l’iléon 
n’apparaisse dans la circulation sanguine. La TC est le transporteur plasmatique de la 
vitamine B12 et permet son internalisation récepteur-dépendante dans les tissus cibles. 
Il existe trois types de transcobalamine : 
- La TC I et son isoprotéine la TC III font partie de la famille des glycoprotéines liant les 
cobalamines et dénommées haptocorrines, produites essentiellement par les granulocytes, 
surtout les promyélocytes et myélocytes. Ces protéines sont très ubiquitaires puisqu'on les 
retrouve dans les sécrétions digestives, salive, suc gastrique, suc intestinal, bile, dans le 
liquide céphalo-rachidien, le liquide amniotique, les larmes, le lait, l'urine, le liquide séminal 
et enfin dans le sérum où elles sont dénommées transcobalamines I et III. Il est possible que 
les haptocorrines aient une fonction pour la vitamine B12 analogue à celle de la ferritine pour 
le fer, c'est-à-dire qu'elles constitueraient une forme circulante de stockage. 
- La TC II est un transporteur spécifique des cobalamines de 43 kDa. Elle est reconnue 
comme une protéine essentielle dans la délivrance des cobalamines aux tissus et aux cellules. 
Cette protéine de durée de vie courte dans le plasma, n'excédant pas quelques heures et fixe 
plus de 80 % de la vitamine B12 absorbée. La fraction liée aux cobalamines circulantes est  
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désignée holo-TCII tandis que la fraction libre est nommée apo-TCII. Les sites de production 
de la TCII sont nombreux : hépatocytes, macrophages, fibroblastes, cellules médullaires, 
 intestinales, amniocytes, cellules endothéliales (Jacobsen et al., 1994). La TCII permet la 
capture cellulaire des cobalamines par un mécanisme d’endocytose récepteur-dépendant 
(Jacobsen et al., 1994). Toutes les cellules synthétisant de l’ADN sont supposées posséder un 
récepteur spécifique de ce complexe (Benson et al., 1972). 
 

 
 
Figure 17: Voie d’assimilation et distribution de la vitamine B12 (modifié d’après Petrus et al., 2008). 
FI : facteur intrinsèque ; CBL : cobalamine ; TCII : transcobalamine II 
 
Les réserves de vitamine B12 sont essentiellement hépatiques. Le foie contient environ 1,5 
mg de cobalamines. 
Physiologiquement, les besoins journaliers en vitamine B12 (2 à 5 mg) sont en général assurés 
car : 
1 - les apports quotidiens moyens sont importants (~ 100 mg), 
2 - les pertes sont très faibles, 
3 - les réserves totales (2 à 4 mg) sont très importantes. 
Toutefois, les besoins en cobalamine sont  plus importants au cours de certaines périodes de la 
vie (grossesse, enfance). En pathologie, toutes les situations d'érythropoïèse accélérées 
(hémolyse, hémorragie ...) entraîneront également une consommation plus importante de 
vitamine B12. 
La majorité de la vitamine B12 circulante se trouve dans le plasma sous forme 
d’hydroxocobalamine. Son taux plasmatique moyen est de 200 à 1000 pg/ml. L’organisme 
contient au total 2 à 5 mg de vitamine B12 et, chez l’adulte, les réserves sont suffisantes pour 
plusieurs années (2 à 5 ans). Le foie est l’organe le plus riche (réserve) et il existe un cycle 
entéro-hépatique très important car l’excédent de vitamine B12 est excrété dans la bile puis 
réabsorbé au niveau de l’iléon.  
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Au niveau des cellules cibles, le complexe vitamine B12-TC subit une endocytose récepteur-
dépendante comme pour son absorption iléale. Une fois à l’intérieur de la cellule, la TC II est 
dégradée par des enzymes lysosomales et la vitamine B12 est libérée sous forme 
d’hydroxocobalamine ou de cyanocobalamine. Par la suite, elle est transformée en coenzymes 
actifs : méthylcobalamine au niveau du cytoplasme ou adénosylcobalamine au niveau de la 
mitochondrie (Figure 17). Les cobalamines sont les coenzymes de deux mécanismes 
réactionnels correspondant à des réactions de transfert. Le premier consiste en un transfert 
intra-chaîne d’hydrogène catalysé par les enzymes adénosylcobalamine-dépendantes. 
L’exemple type est la conversion du méthylmalonyl-CoA en méthylsuccinyl-CoA où 
l’adénosylcobalamine se comporte comme un accepteur ou un donneur d’hydrogène et 
devient le cofacteur de la méthylmalonyl CoA mutase (Beck and Ochoa, 1958 ; Valencia et 
al., 1974) (Figure 18). Le méthylsuccinyl-CoA est ensuite métabolisé en acide succinique et 
intégré dans le cycle de Krebs. 
 

 
 
Figure 18 : Réaction de la conversion du méthylmalonyl-CoA en méthylsuccinyl-CoA 
 
Le deuxième type de mécanisme réactionnel qui met en jeu les coenzymes B12 est le transfert 
intermoléculaire du groupement méthyle. La méthylcobalamine se comporte comme un 
donneur de groupement méthyle et devient le cofacteur de la méthionine synthase (MTR) qui 
catalyse la méthylation de l’homocystéine en méthionine, tout en permettant conjointement de 
régénérer le tétrahydrofolate (Hogenkamp et al., 1968 ; Mangum et al.,1969) (Figure 19)  
 
 

 
 
Figure 19 : Réaction de la reméthylation de l’homocystéine en méthionine 
 
La vitamine B12 est éliminée principalement dans la bile par voie fécale mais les selles 
contiennent également de la vitamine B12 produite par la flore intestinale. L’excrétion 
urinaire est faible, inférieure à 0.25 µg/jour. Au total, l’élimination quotidienne est de 2 à 5 
µg.  
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3. Principales causes de carence en vitamine B12 

Une carence en vitamine B12 peut donc se rencontrer dans les pays en voie de développement 
en raison d’une malnutrition mais également dans les pays industrialisés pour des raisons 
diverses :  
- En cas d'apport alimentaire insuffisant, comme c'est le cas pour les régimes végétaliens, 
- Suite à une pullulation bactérienne de l'intestin grêle qui entraîne un défaut d'absorption de 
la vitamine B12, 
- Suite à une infection bactérienne chronique de l'estomac (Helicobacter Pylori) (Carmel et 
al., 2001), 
- Suite à un déficit de sécrétion en facteur intrinsèque et une destruction des cellules pariétales 
gastrique par des auto-anticorps en association avec une gastrite atrophique (maladie de 
Biermer), 
- Suite à un alcoolisme chronique (Cylwik et Chrostek, 2011) 
- A cause d'une maladie héréditaire se caractérisant par un déficit congénital en facteur 
intrinsèque, en transcobalamine II ou en cubiline (maladie d’Imerslund-Gräsbeck), 
- Secondairement à une ablation de la partie terminale de l'intestin grêle (Markle, 1996 ; 
Carmel, 2000), 
- Après une gastrectomie non supplémentée en vitamine B12 injectable (Markle, 1996 ; 
Carmel, 2000), 
- Dans les suites d'une maladie chronique intestinale (maladie de Crohn, colite ulcéreuse 
maladie cœliaque) (Murray,1999 ; Headstrom et al., 2008 ; Akbulut et al., 2010), 
- Lors d’hypochlorhydrie ou d’achlorhydrie (vieillissement, traitement prolongé par un 
médicament antiacide) (Howden, 2000 ; Andrès et al., 2004) 
Les manifestations cliniques couramment observées lors cette avitaminose sont 
essentiellement des troubles neurologiques (polynévrites sensitives, ataxie, sclérose combinée 
de la moelle), hématologiques (macrocytose, anémie mégaloblastique) et digestifs (glossite de 
Hunter). Il faut noter que la plupart de ces pathologies peuvent être associées également à des 
carences en folates combinées ou non avec une carence en vitamine B12. 
 

III. L’homocystéine 

 
L'homocystéine a été identifiée pour la première fois par Butz et Du Vigneaud en 1932 
(Selhub.,1999). Cependant, ce n'est qu'en 1962 qu’a été évoquée une implication de 
l'homocystéine dans certaines maladies humaines. Par la suite, Carson et al (1963) ont 
découvert des concentrations élevées d'homocystéine dans l'urine de plusieurs enfants 
handicapés mentaux. Le taux élevé d'homocystéine chez ces patients résultait d'anomalies 
enzymatiques bloquant le métabolisme de l'homocystéine. Cette pathologie est connue sous le 
nom d'homocystinurie.  
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1. Les différentes formes d’homocystéine circulante 
 
L’homocystéine (Hcy) est un acide aminé soufré qui n’entre pas dans la synthèse protéique et 
qui provient de la déméthylation de la méthionine, elle-même apportée par les protéines 
alimentaires. L’homocystéine existe dans l’organisme sous différentes formes. Dans la 
circulation sanguine, la fonction sulfhydrile libre de l'homocystéine s'échange rapidement 
avec d'autres thiols. Elle se combine par l’intermédiaire d’un pont disulfure avec un groupe 
sulfhydrile d'une autre molécule d'homocystéine donnant naissance à un bisulfure nommé 
l'homocystine ou avec les groupements sulfhydriles de protéines ou d'autres composés tels 
que la cystéine pour donner des disulfures mixtes (Jacobsen., 1998 ; Refsum et al., 1998). La 
fixation de l’homocystéine sur les thiols protéiques se fait en compétition avec la cystéine 
plasmatique. Une partie importante de l’homocystéine est métabolisée en cystathionine et 
transformée en cystéine puis en sulfates. Une autre partie de l’homocystéine est oxydée en 
acide homocystéique et acide homocystéine sulfinique (Figure 20). Une très faible partie est 
transaminée en un acide cétonique, l’acide α-céto γ méthylthiobutyrique (Favier et al., 1977). 
Le terme d’ « homocystéine totale » (tHcy) est habituellement utilisé pour désigner l'ensemble 
de ces composés. Alors que l’homocystéine libre ne compose que 1 à 2 % de l’tHcy, 
l’homocystine représente 98 à 99% dont 80 à 90% sont sous la forme de disulfures mixtes liés 
à des protéines (McCully et al., 1975 ; Mudd et al., 2000). Des autres formes dérivées de 
l’homocystéine sont également présentes comme l’homocystéine thiolactone (thioester 
cyclique) représentant 0,3% et 28% de l’tHcy, respectivement dans le plasma et l’urine, et 
l’homocystéine liée par une liaison amide aux protéines (N-Hcy-protéine) qui constitue la N- 
Hcy-hémoglobine et la N-Hcy-albumine (75% et 22% de N-Hcy-protéine totale) (Jakubowski 
et al., 2006). 
 

 
Figure 20 : Formules chimiques de l’homocystéine, de ses formes circulantes et de ses dérivés 
(d’après Guilland et al., 2002)  
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À partir du dosage de tHcy, dont la concentration physiologique est comprise entre 5 et 15 
µmol/l, on définit les hyperhomocystéinémies modérées (de 16 à 25 µmol/l), intermédiaires 
(26 à 50 µmol/l) et sévères (> 50 µmol/l) (tableau 4). Lors de ce dosage, un agent réducteur 
réduit tous les ponts disulfures et toutes les homocystéines sous la forme de ponts disulfures 
passeront sous forme libre. Dans ce contexte, lorsqu’on emploie le terme d’homocystéine 
totale, cela désigne la somme de l’homocystéine libre et liée par un pont disulfure. De ce fait, 
l’homocystéine thiolactone et les N-Hcy-protéines n’intègrent pas ce dosage car le réactif 
réducteur ne permet pas leur réduction en homocystéine libre. 
 

 Homocystéine (µmol/L) 

Normal 5 à 15 
Souhaitable 10 

Hyperhomocystéinémie modérée 16 à 25 
Hyperhomocystéinémie intermédiaire 26 à 50 

Hyperhomocystéinémie sévère > 50 

 
Tableau 4 : Valeurs normales et pathologiques du taux d’homocystéine plasmatique 
 

2. Voie de synthèse et de dégradation 

 
La première étape du métabolisme de la méthionine consiste en sa conversion par la 
méthionine-adénosyl-transferase, et en présence d’ATP, en S-adénosyl-méthionine (SAM) qui 
est considérée comme donneur universel de groupements méthyles. Les transméthylations 
aboutissent à la formation de S-adénosyl-homocystéine (SAH) qui est ensuite hydrolysée en 
homocystéine et adénosine grâce à l’action catalytique de la SAH hydrolase. La SAM 
intervient dans de très nombreuses réactions catalysées par des enzymes de la famille des 
méthyltransférases et qui affectent les protéines, les acides nucléiques ou diverses molécules 
organiques. La transméthylation intervient notamment sur l’ADN où la cytosine est méthylée 
en 5-méthylcytosine dans les ilots CpG, conduisant ainsi à des mécanismes épigénétiques, ou 
sur la phosphatidyléthanolamine, constituant majeur des membranes plasmiques. 
La SAH est ensuite hydrolysée en homocystéine, qui devient disponible pour un cycle de 
transfert de méthyle ou pour être catabolisée. L’hydrolyse de la SAH est une réaction 
réversible, préférentiellement orientée vers la synthèse de SAH, et des concentrations 
cellulaires élevées de SAH précèdent et accompagnent toutes les formes 
d’hyperhomocystéinémie. 
L’homocystéine est ensuite reméthylée en méthionine par la voie de la reméthylation ou 
transformée en cystéine par la voie de la transsulfuration. La reméthylation de l’homocystéine 
est catalysée par la méthionine synthase (MTR ou MS) qui requiert le 5-
méthyltétrahydrofolate (5-CH3 THF) comme donneur de méthyles et la vitamine B12 comme 
cofacteur. 
 Si la MTR est une enzyme ubiquitaire chez les mammifères, son expression n’est pas égale 
dans tous les tissus. En effet, des analyses par Northern blot (Chen et al. 1997a, Matthews et 
al. 2001) ont montré que la MTR est exprimée principalement dans le cœur, le pancréas, le  
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muscle squelettique, le thymus, la prostate, les testicules, les ovaires et l’intestin grêle. Elle est 
exprimée moyennement au niveau de la rate, du placenta et du cerveau, et faiblement dans les 
poumons, le foie, les reins et le colon. 
Une voie parallèle de reméthylation indépendante des folates et de la cobalamine utilise la 
conversion de la bétaїne en N-diméthylglycine sous l’action de la bétaїne homocystéine 
méthyltransférase (BHMT), principalement dans le foie. Cette voie permet de maintenir la 
concentration tissulaire en méthionine à un niveau suffisant pour assurer la synthèse de la 
SAM en cas d’une déficience en folates. Cette voie intermédiaire n’est pas présente dans le 
cerveau.  
Dans des contextes nutritionnels particuliers (excédent de protéines alimentaires, déficience 
en folates ou vitamine B12), le recyclage de l’homocystéine en méthionine n’est plus assuré. 
L’homocystéine est exportée dans le sang mais a tendance à s’accumuler. L’élimination par 
les urines n’est pas suffisante et il est donc nécessaire de dégrader cet acide aminé via une 
réaction catabolique irréversible. 
Dans la voie de transsulfuration, l’homocystéine se condense avec la sérine pour donner la 
cystathionine sous l’action de la cystathionine β-synthase (CBS), dépendante du pyridoxal 5’-
phosphate (PLP), la forme active de la vitamine B6. La cystathionine est ensuite hydrolysée 
en cystéine et α-cétobutyrate par une enzyme dépendant du PLP, la γ-cystathionase. La 
cystéine par la suite donnera notamment le glutathion qui est un important anti-oxydant. 
L’activité de cette voie de transsulfuration se distribue de façon hétérogène dans l’organisme 
et est présente dans les tissus nécessitant une forte concentration en glutathion (régulateur 
intracellulaire du statut redox), comme le foie ou les neurones (Figure 21). 
Ainsi, l’importance relative des deux voies de transformation de l’homocystéine varie en 
fonction du tissu considéré et du statut protéique.   
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Figure 21 : Représentation du métabolisme de l’homocystéine. FAD : Flavine-adénosine dinucléotide 
; DHF : Dihydrofolate ; dUMP : désoxyuracile monophosphate ; dTMP : désoxythymidine 
monophosphate ; THF : Tétrahydrofolate ; MTHF : Méthylène-THF ; Me-THF : Méthyl-THF ; 
NADP : Nicotinamide-adénine-dinucléotide phosphate ; SAM : S-adénosylméthionine ; SAH : S-
adénosylhomocystéine 
 

3. Régulation nutritionnelle du métabolisme de l’homocystéine 

La régulation du métabolisme de l’homocystéine est sous le contrôle de la disponibilité en 
méthionine et en SAM (Figure 22). La synthèse cellulaire de la méthionine dépend de la 
teneur en groupements méthyles disponible qui généralement se réfère aux taux de 
méthionine et de choline qui est le précurseur réduit de la bétaïne utilisée dans la voie 
intermédiaire de la méthylation de l’homocystéine. Lorsque la cellule possède un apport 
suffisant en méthionine, la molécule d’homocystéine est recyclée environ deux fois par la 
voie de reméthylation avant d’être détruite par sa voie catabolique. Dans le cas où l’apport de 
méthionine est insuffisant (diminué de moitié), le nombre de cycles par molécule 
d’homocystéine est doublé. Au contraire, quand l’apport est trop important, la voie de 
transsulfuration sera privilégiée. La capacité de la cellule à adapter son utilisation de 
l’homocystéine implique l’existence d’une régulation des deux principales voies mettant en 
jeu deux mécanismes importants. Le premier dépend de la capacité de la SAM à inhiber la  
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MTHFR et, parallèlement, à activer la CBS. De ce fait, la SAM empêche la synthèse du 5-
CH3-THF et favorise ainsi la réaction catalysé par la CBS.  
Le second mécanisme dépend de la régulation de la concentration intracellulaire en SAM. Les 
trois enzymes qui catalysent la synthèse de SAM présentent une affinité différente pour la 
méthionine. Les premières enzymes de poids moléculaire élevé, la méthionine adénosyl 
transférase 1 et 3, possèdent une haute affinité pour la méthionine et fonctionnent dans des 
conditions physiologiques. La seconde enzyme de poids moléculaire plus bas, la méthionine 
adénosyl transférase 2, a une faible affinité pour la méthionine et ne catalyse qu’en présence 
d’apports importants en méthionine. De ce fait, la synthèse de SAM est fonction de la teneur 
intracellulaire en méthionine. L’utilisation de la SAM est régulée spécifiquement par une 
réaction dans laquelle son groupement méthyle est transféré sur le groupement aminé de la 
glycine pour donner la méthylglycine ou sarcosine. L’enzyme impliquée dans cette réaction 
est la glycine-N-méthyltransférase (GNMT) qui est présente abondamment dans le foie et 
inhibée par le 5-CH3-THF, de telle sorte que les folates régulent la teneur intracellulaire de la 
SAM. Ainsi, lorsque l’apport de méthionine est élevé, la méthionine-adénosyl-transférase de 
faible poids moléculaire va catalyser rapidement la transformation de la méthionine en SAM. 
Cette augmentation aura pour conséquence une inhibition de la MTHFR et un blocage de la 
synthèse du 5-CH3-THF, entraînant l’activation de la GNMT et, parallèlement, l’activation de 
la CBS. Dans le cas où l’apport en méthionine est faible, la concentration intracellulaire de 
SAM est insuffisante pour inhiber la MTHFR et, par conséquence, la concentration du  5-
CH3-THF augmente de telle sorte que la GNMT est inhibée. La voie de reméthylation est 
donc favorisée, d’autant plus que la concentration de la SAM est trop basse pour stimuler la 
CBS. 

 
Figure 22 : Régulation nutritionnelle de l’homocystéine. (D’après Guilland et al., 2003) SAM : S-
adenosylméthionine; SAH : S-adenosylhomocysteine ; PLP : pyridoxal 5’-phosphate 
(vitamine B6) ; GNMT : glycine-N-méthyltransfèrase ; THF : Tétrahydrofolate (d’après Guilland et 
al.,2003)  
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4. Mécanismes de l’hyperhomocystéinémie 

a. Altération de la synthèse du N5-méthyltétrahydrofolate 

La synthèse de la méthionine dépend directement de la disponibilité en N5-
méthyltétrahydrofolate. Une altération de la synthèse de ce vitamère dont l’origine est un 
apport insuffisant en folates ou une diminution de l’activité de la MTHFR freine la synthèse 
de la méthionine. L’homocystéine ne pouvant plus être reméthylée est réorientée vers sa voie 
catabolique. Or, la CBS ne peut prendre en charge la totalité de l’homocystéine, 
essentiellement pour deux raisons : 
-la première est la chute de la concentration intracellulaire de la SAM due à l’inhibition de 
synthèse de la méthionine 
-la deuxième est la conséquence du manque de N5-CH3THF entraînant une sur-activation de 
la GNMT qui accentue la diminution de la concentration de SAM et une stimulation de la 
synthèse d’homocystéine 
La voie de transsulfuration devient alors inefficace du fait de la faible concentration de SAM 
et de l’accumulation d’homocystéine dans les cellules. Ainsi, l’homocystéine non métabolisée 
diffuse dans le compartiment plasmatique et s’accumule. 
 

b. Altération de la reméthylation de l’homocystéine  

Dans le cas d’un défaut de reméthylation de l’homocystéine, les principales causes sont une 
carence en vitamine B12 ou une altération des enzymes synthétisant la méthylcobalamine. Les 
conséquences observées sont différentes d’une altération de la synthèse du N5-CH3THF. En 
effet, lors du blocage de la voie de reméthylation, le N5-CH3THF s’accumule dans la cellule. 
De ce fait, alors que la synthèse de la SAM diminue, sa concentration intracellulaire est peu 
affectée car l’augmentation intracellulaire du  N5-CH3THF entraîne une réduction de 
l’utilisation de la SAM dans la voie de méthylation de la glycine. En conséquence, une plus 
faible quantité d’homocystéine sera synthétisée et la CBS sera activée. Etant donné que la 
voie de transsulfuration est plus active que dans l’altération de la synthèse du N5-CH3THF, 
on retrouve une hyperhomocystéinémie moins sévère. 
 

c. Altération de la voie catabolique de l’homocystéine  

Lors d’un déficit sévère de CBS, une grande proportion de l’homocystéine est reméthylée 
entraînant par conséquence une augmentation des concentrations de méthionine et de SAM. 
Cette augmentation est suffisamment élevée pour inhiber la MTHFR et ainsi bloquer la voie 
de reméthylation aboutissant à une accumulation de l’homocystéine caractérisant une 
hyperhomocystéinémie sévère. Lors d’un déficit partiel de la voie de transsulfuration, 
l’homocystéine est métabolisée normalement tant que sa quantité reste faible, lorsque par 
exemple l’entrée de la méthionine dans la cellule est limitée. En revanche, lors d’un apport 
important de méthionine, on observe une augmentation de la concentration intracellulaire de 
SAM accompagnée d’une inhibition du N5-CH3THF, entraînant ainsi le blocage de la voie de  
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reméthylation. Parallèlement, l’activité de la GNMT devient maximale ; il en résulte une 
production accrue d’homocystéine par méthylation de la glycine. 

5. Facteurs favorisant une hyperhomocystéinémie 

a. Facteurs génétiques 

Tout défaut affectant l’expression des gènes codant les enzymes clés du métabolisme de 
l’homocystéine peut générer une homocystéinémie. Les principales anomalies concernent le 
gène de la MTHFR (Selhub., 1999). Le gène humain MTHFR est localisé sur le chromosome 
1 en position p36.3 et est constitué de 11 exons (Goyette et al., 1998). Une soixantaine de 
polymorphismes ont été identifiés (Martin et al., 2006). Le polymorphisme le plus commun, 
associé à une hyperhomocystéinémie modérée, est la substitution d’une cytidine par une 
thymidine en position 677 (MTHFR C677T) sur l’exon 4. Cet exon  du gène code pour une 
partie du domaine catalytique engendrant une enzyme dite thermolabile. Du point de vue 
protéique, cette mutation autosomique récessive a pour conséquence le changement d’une 
valine par une alanine (Frosst et al., 1995) entraînant une diminution de l’activité 
enzymatique (Weisberg et al.,1998). Cette baisse d’activité varie en fonction du statut 
allèlique qui représente respectivement une perte de 30-40% pour les hétérozygotes et 60-
70% chez les homozygotes (Frosst et al., 1995 ;Weisberg et al., 2001 ; Sohn et al., 2004). Ce 
polymorphisme possède une prévalence variable suivant la population, avec 10-13% 
d’homozygotes (T/T) et 50% d’hétérozygotes (C/T) dans les populations caucasienne et 
asiatique (Frosst et al. 1995 ; Brattstrom et al. 1998 ; Gudnason et al. 1998), alors que dans 
les populations africaine et américaine, il a une faible incidence (McAndrew et al., 1996 ; 
Stevenson et al., 1997 ; Franco et al., 1998). L’impact de ce polymorphisme dépend du statut 
en folates. Lorsque la folatémie est élevée, aucune interaction entre la mutation de la MTHFR 
et l’homocystéinémie n’est observée (Jacques et al., 1996). Au contraire, quand les taux de 
folates sont faibles, on observe une homocystéinémie plus sévère chez les homozygotes (T/T) 
que chez les sujets avec un génotype normal (Jacques et al., 1996). Le second polymorphisme 
de la MTHFR le plus répandu est la substitution d’une adénosine par une cytidine en position 
1298 (MTHFR A1298C) sur l’exon 7 du gène codant pour une partie du domaine régulateur. 
Au niveau de la protéine, on retrouve une alanine à la place d’un glutamate. De fréquence 

allélique similaire à celui du 677 C→T, ce polymorphisme n’engendrerait pas d’élévation 
d’homocystéine.  
D’autre anomalies concernant les enzymes impliquées dans la reméthylation de 
l’homocystéine ont été documentées, notamment au niveau de la méthionine synthase (gène 
MTR) et la méthionine synthase réductase (gène MTRR). Le gène humain MTR est localisé sur 
le chromosome 1q43 (Li et al., 1996) et est constitué de 33 exons (Watkins et al., 2002). Le 
polymorphisme le plus souvent rencontré est la substitution  d’une adénosine par une 
guanosine en position 2756 (MTR A2756G) sur l’exon 8 entraînant au niveau traductionnel la 
conversion d’un acide aspartique en glycine. Il en résulte un changement de la protéine situé 
dans la région soupçonnée d’être impliquée dans la liaison de protéine exerçant un rôle dans 
le réduction accessoire de son cofacteur (Chen et al., 1997b). Les données relatives à 
l’association entre cette mutation et les taux d’homocystéine plasmatique sont discutées. En  
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effet, plusieurs études ne montrent pas de corrélation (Wang et al., 1999 ; Jacques et al., 
2003) contrairement à d’autres (Yates et al., 2003 ; Laraqui et al., 2007). Mais ce 
polymorphisme serait décrit comme étant un facteur de risque d’avoir un enfant souffrant 
d’un syndrome de Down dans la cas où la mère serait hétéro ou homozygote pour cette 
mutation (Bosco et al., 2003). Concernant la méthionine synthase réductase, son gène de 15 
exons est localisé sur le chromosome 5p15. Son polymorphisme le plus répandu est la 
substitution d’une adénosine par une guanosine en position 66 sur l’exon 2 résultant le 
remplacement d’une isoleucine par une méthionine (Wilson et al., 1999). Ce changement 
d’acide aminé est localisé sur le site de fixation de la flavine mononucléotide (Laraqui et al., 
2007) qui, de concert avec le cytochrome P450, est responsable du transfert d’électrons 
pendant le réduction de la vitamine B12. Ce polymorphisme est associé à des maladies 
coronariennes artérielles (Guéant-Rodriguez et al., 2005) et à des défauts de fermeture du tube 
neural (Guéant-Rodriguez et al., 2003).  
Outre la voie de reméthylation, des anomalies génétiques concernent également la voie de la 
transsulfuration. En effet, il a été décrit 92 mutations différentes de la CBS associés à des 
pathologies ; les plus communes sont les polymorphismes 833T→C (vitamine B6 répondant) 
et la 919G→A (vitamine B6 non-répondant) résultant respectivement de la substitution d’une 
isoleucine par une thréonine et d’une glycine par une sérine (Kraus et al., 1999). Ces 
mutations favorisent l’apparition d’une homocystinurie qui est souvent associé à un retard 
mental, à une luxation du cristallin, des anomalies squelettiques et des thromboses (Mudd, 
1985). 
Concernant la transcobalamine II, son gène, le TCN, présente plusieurs polymorphismes à 
l’origine de modifications de la concentration plasmatique en homocystéine. La mutation la 
plus fréquente est la substitution d’une cystidine par une guanosine en position 776 qui, au 
niveau protéique, a pour conséquence le changement d’une arginine par une proline (Namour 
et al., 2001). Dans le cas où la mère et le fœtus sont tous deux homozygotes pour cet allèle 
muté, il existe un risque élevé de spina-bifida par comparaison avec une homozygotie 
présente exclusivement chez la mère ou chez l’enfant (Christensen et al., 1999). Par ailleurs, 
l’association de polymorphismes mutés de la MTHFR et de la TC favorise l’apparition d’une 
hyperhomocystéinémie sévère chez le fœtus et augmente le risque d’avortement spontané 
(Zetterberg, 2004). 
 

b. Facteurs nutritionnels 

Le taux des folates sériques, de la vitamine B12 et, à un moindre degré, de la vitamine B6 
sont inversement corrélés à l’homocystéine totale. Des déficits vitaminiques entraînent une 
hyperhomocystéinémie modérée. Environ deux tiers des hyperhomocystéinémies modérées 
sont dues à des déficits vitaminiques, principalement chez les sujets âgés (Selhub et al., 
1993) :  
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• carence en folates (vitamine B9) : elle est fréquente. Elle concernerait 16 à 22 % de la 
population générale aux États-Unis avant 1998, et a justifié la mise en place d’une 
supplémentation systématique des farines alimentaires en acide folique ; 
• carence en vitamine B12 : elle concerne essentiellement le sujet âgé (5 % des personnes 
âgées de 65 ans, 20 % des plus de 80 ans), et devient de fait plus déterminante au niveau du 
taux d’homocystéine plasmatique que l’acide folique chez le sujet âgé (Clarke et al., 2004) ; 
• déficit en vitamine B6 : le mécanisme impliquant un déficit en vitamine B6 est encore mal 
connu. Quelques études sur l’animal ont montré que cette carence était responsable d’une 
hyperhomocystéinémie ainsi qu’une augmentation du taux de cystéine plasmatique. Ce 
phénomène a été interprété comme étant en lien avec une altération de la voie de 
transsulfuration (Smolin et Benevenga 1982 ; Smolin et al. 1983). 

c. Facteurs environnementaux et inhérents au mode de vie  

Il a été constaté que des facteurs physiologiques comme l’âge et le sexe influençaient les taux 
d’homocystéine (Andersson et al., 1992). Ces facteurs sont non spécifiques et ne sont pas 
mutuellement exclusifs. On considère bien souvent que leurs effets peuvent être additifs ou 
potentialisés chez certains sujets comme par exemple les individus porteurs de mutations 
génétiques des voies de méthylation ou de transsulfuration. En outre, on retrouve une 
élévation du taux d’homocystéine dans certaines conditions médicales comme l’insuffisance 
rénale chronique (Bostom et al., 1997), le diabète de type II, l’hypothyroïdie (Hussein et al., 
1999), le psoriasis sévère, l’arthrite rhumatoïde, dans certaines affections plus rares associées 
à des déficits vitaminiques comme l’anémie de Biermer et une atrophie gastrique et enfin dans 
certains cancers comme la leucémie aigue lymphoblastique, les cancers du sein, de l’ovaire et 
du pancréas (De Bree et al., 2002). Il a été également observé une augmentation du taux 
d’homocystéine dû à l’iatrogénie de certains médicaments « antifoliques » (methrotexate et 
anticonvulsants tels que la carbamazépine et la phénytoïne), « anti vitamine B6 » (isoniazide, 
cyclosérine, azaurinidine et procarbazine) et « anti vitamine B12 » (oxyde nitreux). De même, 
il a été montré qu’une interaction gène-médicament pouvait aggraver 
l’hyperhomocystéinémie comme par exemple dans le cas de sujets homozygotes pour la 
mutation TT vs CC de MTHFR, traités pour des pathologies rhumatologiques ou convulsives 
évoquant un facteur pharmacogénétique. Par ailleurs, la consommation chronique d’acide 
nicotinique (tabac), de café (> 6 tasses / j) ou d’alcool favoriserait l’hyperhomocystéinémie. 
Ainsi, il a été décrit pour la première fois en 1993, chez les sujets alcoolo-dépendants, une 
hyperhomocystéinémie (Hultberg et al., 1993). Ces travaux montrent une altération du 
métabolisme de l’homocystéine par l’alcool ayant pour conséquence une augmentation du 
risque de survenue d’un accident vasculaire cérébral. De plus, il existe chez ces sujets une 
corrélation entre l’hyperhomocystéinémie et le statut vitaminique en B12, B6 et folates 
(Cravo et al., 2000). Les mécanisme sous-jacents de cette altération serait une modification de 
la voie de reméthylation de l’homocystéine (réduction significative de l’activité de la 
méthionine synthase) par la consommation chronique d’éthanol (Barak et al., 1988). Le 
mécanisme de la consommation d’éthanol sur l’inhibition de la méthionine synthase n’est pas 
tout à fait clair, néanmoins, en regard de l’étude de Cravo et collaborateurs (1996), il est 
possible que cette baisse soit associée à la baisse de la vitamine B12 ou en folates modifiant  
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ainsi le taux d’ARNm de la méthionine synthase (Kenyon et al., 1998). Une étude récente a 
montré que l’administration chronique d’éthanol chez le rat avait pour conséquence une 
diminution du taux d’hydroxocobalamine et de l’activité de la MTR qui était secondaire à une 
diminution de glutathion et à la capacité de synthétiser la méthylcobalamine (Waly et al., 
2011). 

Etiologie Hyperhomocystéinémie 
modérée 

Hyperhomocystéinémie 
élevée 

Hyperhomocystéinémie 
sévère 

Anomalies 
génétiques 

-Mutation hétérozygote 
de la MTHFR 

-Mutation hétérozygote 
de la CBS 

-Polymorphisme de la 
transcobalamine 

-Carence en vitamine 
B12 due à un défaut 

génétique 
-Mutation hétérozygote 

de la MTHFR 

-Mutation homozygote 
de la CBS 

-Mutation homozygote 
de la MTHFR 

Anomalies 
acquises 

-Déficience 
nutritionnelle en folates, 

vitamine B12, B6, 
choline, sérine 

-Apport élevé de 
méthionine 

- Insuffisance rénale 
-Cancer 

-Psoriasis 
-Hypothyroïdie 

-Diabète T2 
-Iatrogénie 

 

-Déficience 
nutritionnelle en 

cofacteurs 
-Autres pathologies 
-Traitement par des 

médicaments 
(methotrexate, L-dopa, 

phénytoïne…) 

Déficience nutritionnelle 
en cofacteurs 

Mode de 
vie 

-Consommation de tabac 
-Consommation d’alcool 
-Consommation de café 

-Activité physique 

  

Physiologie 
-Age 
-Sexe 

-Masse musculaire 
  

 
Tableau 5 : Principaux déterminants du niveau d’hyperhomocystéinémie 
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PARTIE 3 : PATHOLOGIES NEUROLOGIQUES EN LIEN AVEC UNE 

HYPERHOMOCYSTEINEMIE 
 

I. Aspects cellulaires de la neurotoxicité de l’homocystéine 

 
De nombreux travaux ont montré qu’une concentration élevée d’homocystéine était toxique 
pour les cellules neuronales (Lipton et al., 1997 ; Parsons et al., 1998 ; Kruman et al., 2000). 
En effet, des lésions neurologiques ont été rapportées chez des souris KO CBS (CBS+/- ou 
CBS -/-) en lien avec une augmentation des taux d’homocystéine, 2 à 50 fois supérieurs selon 
le génotype ou le type de régime utilisé comparé aux taux observés chez des souris sauvages 
(Vitvitsky et al., 2004 ; Troen, 2005 ; Kamath et al., 2006). De plus, ces animaux ont montré 
des altérations de neuroplasticité à l’origine de déficiences cognitives et étaient enclins à une 
mort précoce (Watanabe et al., 1995). D’autres études (Streck et al., 2003, 2004 ; Algaidi et 
al., 2006) ont rapporté que des animaux présentant une hyperhomocystéinémie accumulaient 
ce composé dans le cerveau et souffraient également d’un retard de croissance corporelle, 
neuronale, avec un retard cognitif ainsi qu’une altération du métabolisme énergétique 
cérébral. En outre, l’hyperhomocystéinémie a été impliquée dans diverses pathologies 
neurodégénératives et des altérations de la neuroplasticité chez l’homme (Mattson et al., 
2003). 
 

1. Homocystéine, phénomène d’excitotoxicité et récepteurs au glutamate 
 

a. Phénomène d’excitotoxicité et récepteurs au glutamate  

Depuis les premiers travaux chez la souris et le rat nouveau-né démontrant la vulnérabilité des 
régions cérébrales lors d’une administration de glutamate de sodium (Young, 1983), il a été 
établi que les agents neurotoxiques aux propriétés excitatrices développaient des effets 
similaires. Le pouvoir cytotoxique a ainsi été mis en relation avec la capacité à dépolariser les 
neurones. Dans ce contexte, les données de la littérature montrent que l’acide kaïnique 
(kaïnate) représente l’agent le plus efficace, suivi, par ordre d’activité décroissante, du 
quisqualate, de l’iboténate, du NMDA, de l’acide homocystéique, de l’aspartate et du 
glutamate. La cytotoxicité pourrait dès lors être mise en relation avec les différents sous-types 
de récepteurs aux acides aminés excitateurs (AAE) de type ionotrope. L’administration de ces 
agents cytotoxiques est d’ailleurs fréquemment utilisée comme outil pour créer des lésions 
localisées du système nerveux, par injection locale.  
In vitro, les AAE présentent également des effets cytotoxiques, que ce soit sur des rétines 
embryonnaires de poulet, des coupes de cerveau de rongeur ou des cellules en culture. Ces 
effets sont produits tant par le NMDA que le quisqualate ou le quinolinate (Kim et Choi, 
1987). Sur les coupes de cerveau, les AAE provoquent notamment la dégénérescence des 
cellules granulaires de l’hippocampe (Garthwaite et al., 1986), la toxicité étant réduite par le 
MK801, les phencyclidines et autres antagonistes des récepteurs NMDA (Goldberg et al., 
1988; Rondouin et al., 1988). Comme in vivo, les récepteurs de type non-NMDA paraissent  
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également contribuer aux effets cytotoxiques. Ainsi l’AMPA et le kaïnate ont des effets 
cytotoxiques sur les cultures cellulaires (Frandsen et Schousboe, 1987). 
L’analyse du rôle des AAE dans les effets cytotoxiques de l’ischémie cérébrale utilise des 
modèles expérimentaux très divers comme la gerbille ou le jeune rat, par occlusion transitoire 
unilatérale ou bilatérale des carotides. Cette manipulation est suivie de lésions cérébrales très 
caractéristiques, notamment au niveau de la couche CA1 de l’hippocampe (Levine et Payan, 
1966). Ces lésions sont réduites par prétraitement au MK801, aux phencyclidines ou d’autres 
anti-glutamates comme le riluzole (Pratt et al., 1992). L’effet de l’ischémie passerait par un 
excès de glutamate extracellulaire comme le montre l’effet protecteur de la lésion préalable 
des afférences glutamatergiques à l’hippocampe (Wieloch et al., 1985).  
L’ensemble de ces données renforce l’idée que, chez l’homme, lors d’accidents vasculaires 
cérébraux, d’arrêt cardiaque ou encore d’asphyxie néonatale par exemple, les lésions 
irréversibles du système nerveux sont produites, au moins en partie, par les AAE. De même, 
les lésions de caractère traumatique paraissent s’accompagner d’une augmentation de la 
libération extracellulaire de glutamate dont les effets sont également réduits par les 
antagonistes NMDA (Faden et al., 1989).  
 
Au niveau cellulaire, l’anoxie s’accompagne d’une forte augmentation des taux 
extracellulaires de glutamate résultant d’une mobilisation du compartiment métabolique, mais 
aussi d’un « relargage » à partir des neurones et sans doute des astrocytes. Il est intéressant de 
noter que cet état s’accompagne d’une forte réduction du transport des AAE au niveau 
neuronal et glial (Benveniste et al., 1984; Hagberg et al., 1985 ; Bradford et al., 1987). Le 
résultat est une augmentation considérable des taux de glutamate extracellulaire provoquant 
une activation prolongée de ses récepteurs. Au-delà de la relation existant entre 
l’excitotoxicité et le pouvoir dépolarisant des AAE, les données de la littérature suggèrent que 
les mécanismes de l’excitotoxicité présentent deux composantes : l’une, rapide, intervenant 
immédiatement lors de l’administration de l’agent cytotoxique, lorsque les AAE stimulent 
massivement et brutalement les récepteurs, serait indépendante du calcium et dépendante des 
ions sodium voire du chlore et résulterait d’une entrée d’eau dans la cellule qui entraînerait le 
phénomène de “ swelling ” (gonflement), suivi de l’éclatement cellulaire. L’autre, plus lente, 
ferait intervenir les ions calcium (Choi, 1987). Dans ce cas, l’excitotoxicité serait liée à une 
trop forte augmentation de la concentration de calcium ionisé intracellulaire qui activerait une 
cascade de réactions enzymatiques impliquant des caspases et une production accrue de 
radicaux libres qui détruiraient, in fine, la cellule nerveuse. Compte tenu du caractère voltage-
dépendant de l’activation des récepteurs NMDA, il est alors envisagé que l’action cytotoxique 
des AAE implique initialement une stimulation des récepteurs ionotropes AMPA/kaïnate qui 
induirait une dépolarisation à l’origine de l’activation secondaire des récepteurs NMDA et de 
l’entrée massive de calcium. Dans ces conditions, la capacité de la cellule à réguler son taux 
de calcium intracellulaire serait un élément critique du déterminisme de la mort cellulaire.  
 
Ces données font ainsi apparaître que la vitesse d’élimination synaptique des AAE constitue 
objectivement l’un des éléments essentiels de l’excitotoxicité. Au-delà des processus liés à 
une activation supranormale de la libération de ces neurotransmetteurs par des mécanismes 
pré-synaptiques qui, en tout état de cause, ne seraient pas suffisants pour « saturer » les  
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synapses, c’est donc bien le mécanisme de l’élimination synaptique de ces AAE par transport 
actif dans les neurones et surtout dans les astrocytes qui apparaît comme le point critique de 
l’excitotoxicité. Dès lors, toutes altérations de ces transports, par exemple par déficit 
énergétique dans les conditions aigues, de façon constitutive par défaut d’un processus 
transcriptionnel ou traductionnel, voire par des atteintes des processus de régulation post-
traductionnels, peuvent logiquement se traduire par un défaut d’élimination des AAE de la 
synapse et, par voie de conséquence, être à l’origine d’un processus excitotoxique. 

b. L’acide homocystéique : antagoniste des récepteurs au glutamate  

L’homocystéine, sous sa forme oxydée (acide homocystéique), est un agoniste endogène des 
récepteurs au glutamate (Do et al., 1986 ; Olney et al., 1987 ; Ito et al., 1991 ; Lipton et al., 
1997) et plus spécifiquement du sous-type N-methyl-D-aspartate (NMDA) (Zhang et 
al.,1992 ; Lipton et al., 1997). En effet, l’acide homocystéique est produit par les cellules 
neuronales et est libéré en réponse à des stimulations excitatrices (Klancnik et al., 1992). Il 
agit ensuite comme un neurotransmetteur excitateur en activant les récepteurs NMDA 
(Cuenod, 1990). La neurotoxicité de l’acide homocystéique peut être bloqué par l’utilisation 
d’un antagoniste sélectif des récepteurs NMDA (Olney et al., 1987 ; Kim et al., 1987). En se 
fixant sur le récepteur NMDA (Zeis, 1988), l’homocystéine augmente indirectement l’influx 
calcique (Kim et al., 1987 ; Lipton et al., 1997 ; Kruman et al., 2000 ; Robert et al., 2005). De 
façon intéressante, en présence d’une faible concentration de glycine (i.e., 10 µmol/L), 
l’homocystéine agit comme un antagoniste partiel sur les sites de liaison de la glycine des 
récepteurs NMDA, et inhibe ainsi l’action inhibitrice de l’acide aminoacétique 
(l’homocystéine joue alors le rôle de neuroprotecteur) (Lipton et al., 1997). Dans le cas d’une 
concentration normale de glycine, la toxicité de l’homocystéine peut être observée quand 
celle-ci est présente en grande concentration (i.e., 100 µmol/L). En revanche, quand le taux de 
glycine augmente dans le système nerveux (après un accident vasculaire cérébral, un 
traumatisme crânien ou lors de migraine) (Alam et al., 1998), une concentration relativement 
faible d’homocystéine (i.e., 10 µmol/L) peut entraîner une excitotoxicité en se fixant et en 
activant excessivement les récepteurs NMDA (Lipton et al., 1997 ; Zieminska et al., 2003 ; 
Shi et al., 2003). Ces résultats suggèrent que l’homocystéine peut contribuer à des lésions 
cérébrales chez des patients migraineux, après un accident vasculaire cérébral ou une 
ischémie cérébrale. Par conséquent, en fonction de la concentration de glycine, 
l’homocystéine peut bloquer les sites de liaison de la glycine sur les récepteurs NMDA ou 
peut jouer le rôle d’agoniste du glutamate sur ces mêmes récepteurs (Lipton et al., 1997). 
D’autres études suggèrent que l’homocystéine peut agir par l’intermédiaire de récepteurs non-
NMDA (récepteurs quisqualate et récepteurs kaïnate) ou par l’activation des récepteurs 
métabotropes au glutamate du groupe I (Zieminska, 2003). Il a été démontré que 
l’homocystéine induisait un signal extracellulaire régulé via ERK1/2 dépendamment de 
l’influx calcique intracellulaire via l’activation des récepteurs au glutamate, de la calmoduline 
et des protéines kinases A et C.  
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2. Homocystéine et stress oxydant 

Le métabolisme de l’homocystéine est régulé par le potentiel redox dans la cellule (Zou et al., 
2005 ; Banerjee et al., 2005). En effet, les activités de nombreuses enzymes qui interviennent 
dans la clairance de l’homocystéine sont régulées par le statut oxydatif (méthionine synthase, 
CBS et BHMT) (Mosharov et al., 2000 ; Maclean et al., 2002 ; Zou et al., 2005). Par 
exemple, l’activité de la CBS est augmentée dans des conditions de stress oxydant, 
catabolisant ainsi plus d’homocystéine en cystéine et glutathion. Une altération de la voie de 
transsulfuration (souris KO CBS +/-) perturbe l’homéostasie redox, ce qui conduit à une 
diminution de la production de cystéine (Vitvitsky et al., 2004) et contribue ainsi à des lésions 
neuronales. En revanche, l’activité de la méthionine synthase est plus faible dans le cas où il y 
a une augmentation des espèces réactives de l’oxygène (ERO). D’autres travaux ont montré 
que des rats nourris avec un régime riche en méthionine avaient des concentrations élevées 
d’homocystéine dans le sang (20 vs 7 µM chez les rats témoins) et que l’activité de la 
glutathion peroxydase diminuait (Baydas et al., 2005). 
Dans certains types cellulaires, notamment dans les cellules neuronales et vasculaires, 
l’homocystéine peut subir une auto-oxydation (homocystine) provoquant une rupture de 
l’homéostasie redox dans la voie de signalisation redox (Perna et al., 2003 ; Weiss et al., 
2003 ; Zou et al., 2005). L’homocystéine peut également induire un dysfonctionnement 
neurologique via le stress oxydant (Ho et al., 2001 ; James et al., 2004). Cet effet peut être 
expliqué par l’augmentation de la production des EROs et la désactivation de l’oxyde 
nitrique. En outre, l’homocystéine cause la peroxydation des lipides du cerveau en bloquant 
les récepteurs NMDA (Jara-Prado et al., 2003). Le rôle du stress oxydant a été beaucoup 
étudié dans les phénomènes de neurodégénérescence impliquant les effets toxiques de 
l’homocystéine dans les cellules neuronales. Par exemple, l’homocystéine augmente 
directement la neurotoxicité de la protéine β-amyloïde par induction du stress oxydant (Ho et 
al., 2003). La cytotoxicité de l’homocystéine peut être atténuée par l’action d’antioxydants 
comme la N-acétyl cystéine, les vitamines E et C (Ho et al., 2001 ; Reis et al., 2002 ; Wyse et 
al., 2002). En effet, les antioxydants tels que les vitamines E et C préviendraient des troubles 
de la mémoire et une diminution de l’activité ATPase causée par l’homocystéine dans 
l’hippocampe de rat. D’autres études ont montré les conséquences d’une carence en folates 
sur le système nerveux central (Ho et al., 2003 ; Kruman et al., 2005). Une privation de 
folates induirait, en plus de l’augmentation d’homocystéine, une augmentation importante 
d’EROs et de peptide β-amyloïde alors qu’une supplémentation en folates préviendrait la 
production d’EROs par la protéine β-amyloïde (Ho et al., 2003), suggérant que les folates 
moduleraient l’effet neurotoxique de cette protéine fibrillaire. Des traitements par 
supplémentation en 3-deaza adénosine (un inhibiteur de SAH hydrolase), N-acetyl cystéine, et 
S-adénosyl methionine fournirait une protection neuronale dans des conditions normales et 
chez des souris KO en ApoE. Cette protection est également observée dans des cultures de 
neurones dépourvus de folates, de vitamine E et soumis à un stress oxydant (Tchantchou et 
al., 2004). La voie de transsulfuration qui est le siège de la conversion de l’homocystéine en 
cystéine représente le lien entre le métabolisme antioxydant et la voie de transméthylation 
(Prudova et al., 2006). Certains travaux suggèrent un rôle antioxydant de la S-adénosyl 
méthionine. En effet, la SAM entraînerait une augmentation de la production de glutathion, 
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une diminution de la peroxydation des lipides d’environ 65% (Villalobos et al., 2000) et 
préviendrait la mort neuronale dans un modèle expérimental d’ischémie (stress oxydant) 
(Matsui et al., 1987). Des études in vivo ont démontré une conservation de la barrière hémato-
encéphalique après une ischémie cérébrale transitoire en présence de SAM (Rao et al., 1997). 
En outre, un traitement chronique par la SAM (22 mois) augmenterait la concentration en 
glutathion et diminuerait la peroxydation des lipides dans le cerveau de rat (De La Cruz et al., 
2000). D’autres preuves ont été fournies par des études cliniques où les vitamines du groupe 
B (B9, B2, B6, B12) atténuaient les dommages oxydatifs lorsqu’elles étaient administrées 
immédiatement après un accident ischémique cérébral aigu (Ullegaddi et al., 2002). Les effets 
neuroprotecteurs de la SAM, via la formation de la mélatonine par méthylation de la 
sérotonine, semblent être plus évidents chez les jeunes animaux que chez les animaux 
sénescents (Bondy et al., 2004).  
Ces données indiqueraient que l’accumulation du peptide Aβ ne serait probablement pas 
réversible à partir d’un certain stade du vieillissement. L’homocystéine associée au stress 
oxydant peut causer des dommages neuronaux par un autre mécanisme car il permet via le 
peptide Aβ d’augmenter l’hyperphosphorylation de la protéine Tau et donc induire son 
accumulation dans la cellule.  
Des travaux récents ont montré que les vitamines du groupe B modulaient l’impact de 
facteurs génétiques sur la neurodégénérescence. Ainsi, il a été rapporté dans des souris KO 
ApoE une augmentation des dommages oxydatifs dans le cerveau accompagnés de déficits 
cognitifs quand ces souris étaient carencées en folates (Shea et al., 2002 ; Tchantchou et al., 
2005). Cela montrerait que les patients ayant certains facteurs de risque pour les maladies 
neurodégénératives (ApoE4, APP) seraient plus sensibles au stress oxydant en réponse à une 
carence en folates. 
 

3. Homocystéine et hypométhylation 

Une hyperhomocystéinémie, une carence en folates ou B12 peuvent provoquer une 
diminution de la S-adénosyl méthionine et une augmentation de la S-adénosyl homocystéine 
qui est un puissant inhibiteur compétitif des méthyltransférases. Des études impliquant des 
hyperhomocystéinémies expérimentales ont montré une augmentation des taux tissulaires 
d’homocystéine et de SAH dans le cerveau (Gharib et al., 1983, Blaise et al., 2007). De 
nombreux travaux ont montré l’importance de la méthylation dans le système nerveux central 
(Mattson et al., 2003). En effet, la synthèse, le catabolisme de nombreux neurotransmetteurs 
et le maintien de la méthylation de l’ADN sont des réactions biologiques importantes qui 
nécessitent la présence de donneurs de méthyles. 
Une carence en folates et/ou B12 entraîne une diminution de la SAM. D’autre part, une 
augmentation du taux cellulaire d’homocystéine est associée à une production accrue de la 
SAH via une réaction réversible médiée par l’enzyme SAH-hydrolase. De plus, un faible ratio 
SAM/SAH entraîne des altérations de l’ADN conduisant ainsi à l’apoptose des cellules 
(Kruman et al., 2000). Ainsi, une supplémentation en SAM dans un milieu de culture de 
cellules neuronales corticales réduirait de 50% le taux d’apoptose, reflétant l’importance de la 
voie de transméthylation de l’ADN afin de prévenir l’induction de l’apoptose par 
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l’homocystéine. De même, une supplémentation en SAM après un épisode ischémique aurait 
une action bénéfique sur la préservation de la barrière hémato-encéphalique, la survie 
neuronale (Rao et al., 1997) et protégerait contre des altérations des membranes 
phospholipidiques dans le cerveau (Trovarelli et al., 1983).  
L’homocystéine peut augmenter la mort neuronale et les altérations de l’ADN (Kruman et al., 
2000). En effet, l’hypométhylation de l’ADN (source de misincorporation où la thymidine est 
remplacé par l’uridine) et l’altération de l’expression des gènes sont des mécanismes 
conduisant à des lésions neuronales à la suite d’un taux élevé d’homocystéine dans les 
cellules. Cela a été confirmé dans des cultures de neuroblastomes où une carence en folate ou 
vitamine B12 entraînerait une diminution de la concentration de SAM ainsi qu’une 
hypométhylation de l’ADN, les effets étant compensés par une supplémentation en SAM 
(Fuso et al., 2005). Dans ce contexte, de nombreux travaux se sont intéressés à la méthylation 
du gène de la présiniline 1 (PS1), une γ-secrétase intervenant dans la formation du peptide β-
amyloide à partir de la protéine APP (Amyloid precursor protein) (Selkoe., 2001 ; Scarpa et 
al., 2003 ; Fuso et al., 2005). En effet, l’hypométhylation du gène de la PS1 entraînerait sa 
suractivation provoquant ainsi une accélération du clivage de l’APP et donc une hausse de la 
production du peptide Aβ. En outre, l’apport de SAM exogène conduirait à une diminution de 
l’expression de la présiniline 1, conséquence d’une moindre production de l’Aβ, et pourrait 
être une cible thérapeutique chez des patients atteints de la maladie d’Alzheimer (Selkoe, 
2001 ; Scarpa et al., 2003). Ces résultats suggèreraient qu’une supplémentation en donneurs 
de groupements méthyles permettrait de prévenir une accumulation de peptide β-amyloïde. 
Un autre mécanisme biologique important en lien avec la maladie d’Alzheimer mettrait en jeu 
la protéine phosphatase 1 (PPM1) qui est impliquée dans la régulation de la phosphatase 2A, 
enzyme responsable de la déphosphorylation de la protéine Tau (Leulliot et al., 2004). La 
méthylation de PPM1 est SAM-dépendante et dans le cas où son gène serait hypométhylé, 
cela entraînerait une augmentation des protéines Tau phosphorylées.  
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Figure 23 : Résumé des effets neurotoxiques de l’homocystéine (Modifié d’après Mattson et 
Shea.,2003) 
 

II. Pathologies neurologiques développementales, adultes et au cours du vieillissement 

1. Pathologies développementales 
 

L’importance de l’apport des folates alimentaires pour le développement du système nerveux 
a été montrée dans des études portant sur des femmes enceintes carencées en vitamine B9 où 
le risque d’un défaut de fermeture du tube neural était fortement augmenté chez leurs enfants 
(Smithells et al., 1976). Ces altérations développementales, comprenant le spina bifida, le 
meningocèle, l’encéphalocèle et l’anencéphalie, résultent d’anomalies de la prolifération, de 
la différenciation et de la mort des cellules neurales. La fermeture du tube neural a lieu chez 
l’Homme entre les troisième et quatrième semaines après la conception (entre 15 et 28 jours) ; 
elle est conditionnée par l'interaction entre la susceptibilité polygénique du fœtus et de la mère 
ainsi que les facteurs environnementaux extra-embryonnaires (Carter, 1974). C’est dans les 
années 60 qu’ont été publiés les premiers travaux associant folate et défauts de fermeture du 
tube neural (Hibbard, 1964 ; Hibbard et Hibbard, 1965). Quelques années plus tard, deux 
études ont démontré que la supplémentation péri-conceptionnelle en acide folique et autres 
vitamines chez des patientes à risque réduisait la récurrence de ces anomalies (Smithells et al., 
1980 ; Laurence et al., 1981). Dans les années 90, une étude portant sur une cohorte de 1 817 
femmes à grossesse à risque conclut que ce sont seulement les folates qui exerceraient un effet 
protecteur contre l’apparition d’un défaut de fermeture de tube neural (MRC Vitamin Study 
Research Gro., 1991). Plus tard, d’autres études ont également montré  
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une réduction des taux plasmatiques d’acide folique chez des nouveau-nés porteurs d’une 
altération du tube neural (Czeizel et al., 1992 ; Steegers-Theunissen et al., 1994 ; Mills et al. , 
1995 ; Brouwer et al., 2000) ; l’agent tératogène incriminé était l’homocystéine (Ubbink et 
al., 1995 ; Steegers-Theunissen et al., 1995 ; Dawson et al., 1999a ; Molloy et al., 1999). 
D’autres auteurs rapportent que les défauts de fermeture du tube neural, en lien avec une 
hyperhomocystéinémie, seraient dus à un déficit de certaines enzymes comme la CBS ou la 
MTHFR. En effet, la mutation C667T du gène de la MTHFR a été associée à une réduction de 
son activité enzymatique et à une augmentation d’homocystéine (Kirke et al., 1993). De plus, 
un taux élevé d’homocystéine a également été détecté dans le liquide amniotique d’individus 
porteurs de la mutation C667T et de défauts concomitants du tube neural au niveau cervical, 
lombosacré et un encéphalocèle occipital (Wenstrom et al., 2000b). L’association entre la 
présence d’une homozygotie pour la mutation C677T et l’apparition d’un défaut de fermeture 
du tube neural pourrait expliquer 40 à 50% de ces altérations susceptibles d’être évitées grâce 
à une supplémentation en folates (Wenstrom et al., 2000b ; Lopez-Quesada et al., 2000). 
Néanmoins, il est nécessaire de trouver d’autres mutations du gène de la MTHFR, comme la 
A1298C ou d’autres pour justifier l’efficacité de l’acide folique dans la prévention des défauts 
de fermeture du tube neural qui ne seraient pas liés à la mutation C677T (Wenstrom et al., 
2000a ; Wenstrom et al., 2000b). La présence d’un polymorphisme de la méthionine synthase 
réductase a également été rapportée pour être impliquée dans la genèse des défauts de 
fermeture du tube neural, en particulier lorsque les taux de vitamine B12 sont faibles (Wilson 
et al., 1999). Ainsi depuis plusieurs années, les gynécologues-obstétriciens préconisent une 
supplémentation préventive d’acide folique (4-5 mg par jour), au moins 4 semaines avant la 
conception jusqu’à 12 semaines de grossesse (Laurence et al., 1981 ; Czeizel et al., 1992). En 
dehors de l'acide folique, la carence en vitamine B6 et vitamine B12 est également associée à 
une hyperhomocystéinémie. Par conséquent, tout programme de prévention de la lutte contre 
les défauts de fermeture du tube neural devrait inclure, selon de nombreux auteurs, non 
seulement l'administration d'acide folique, mais aussi celle de la vitamine B12 (Czeizel et al., 
1992 ; Mills et al., 1996 ; Brouwer, 2000 ; Nelen et al., 2000) car même si les concentrations 
d'acide folique sont normales, une carence en vitamine B12 pourrait également accroître le 
risque de défaut de fermeture du tube neural (Smithells et al., 1983 ;Czeizel et al., 1992 ; 
Steegers-Theunissen et al., 1995 Mills et al., 1996 ; de Bree et al., 1997 ; Brouwer, 2000). 
 
Parallèlement à l’étude de ces cohortes, des travaux se sont intéressés aux mécanismes par 
lesquels une altération du cycle de l’homocystéine entraînait ces malformations congénitales. 
Ainsi, des études menées sur des cellules embryonnaires du cerveau ont montré qu’une 
carence en folates inhibait la prolifération des cellules souches neurales, des cellules 
progénitrices et des astrocytes (Akchiche et al., 2010). D’autres résultats impliquant 
l’utilisation d’un inhibiteur du métabolisme des folates (méthotrexate) ont montré une 
apoptose précoce des neurones nouvellement formés (Kruman et al., 2002). Bien que les 
neurones chez un adulte soient différenciés et donc incapables de proliférer, on pourrait 
s'attendre à ce que ces cellules souffrent moins des misincorporations de nucléotides qui 
accompagne une carence en acide folique dans les cellules en mitose (Choi et al., 2002), or 
c’est au niveau de la réparation de l’ADN que les folates jouent un rôle important dans les  
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cellules post-mitotiques (Kruman et al., 2002). En effet, l’excision de nucléotides conduisant 
à la réparation de l’ADN est susceptible d’être une source importante de misincorporation 
d’uridine dans les cellules différenciées. Les neuroblastes mitotiques restent également 
sensibles à la misincorporation d’uridine au cours de la phase de synthèse de l’ADN du cycle 
cellulaire en situation de carence en folates, ce qui expliquerait en partie l’inhibition de la 
prolifération des cellules neurales. Les vitamines B6 et B12 sont des cofacteurs des voies 
métaboliques qui affectent le taux d’homocystéine. Une carence en vitamine B12 pendant la 
grossesse engendre des taux élevés d’homocystéine chez le fœtus et donc augmenterait les 
risques d’anomalie du développement du système nerveux (Guerr-Shinohar et al., 2002). 
Dans l'enfance, la carence en vitamine B12 peut entraîner une régression psychomotrice, une 
neuropathie sensorielle, une hypotonie sévère, des convulsions et une apathie, qui pourraient 
résulter d'un défaut de myélinisation (Hal., 1990 ; Lovblad, K. et al., 1997). En outre, des 
déficits héréditaires en transcobalamine II conduisent à des lésions neurologiques qui sont 
caractérisées par un retard mental, une ataxie et un syndrome pyramidal affectant les membres 
(Thomas et al., 1982). Ces observations cliniques ont été confirmées dans des modèles 
animaux où les carences en folates, vitamine B12 et vitamine B6 peuvent entraîner de graves 
anomalies du développement du système nerveux (Zhao et al., 1996). 
D’autres protéines influencent les taux d’homocystéine dans certaines conditions comme la 
méthionine synthase réductase (Doolin et al., 2002), la glutamate carboxypeptidase II 
(transporteur des folates) (Devlin et al., 2000) et la transcobalamine (transporteur de la 
vitamine B12). Des carences en folates et en vitamine B12 ont également été associées à 
l'autisme et des troubles neuropsychiatriques infantiles (Lowe et al., 1981). En effet, des 
données ont montré que les mères porteuses de l’allèle G du gène RFC1 (récepteur aux 
folates) présentaient une augmentation significative du risque d’avoir un enfant autiste. De 
plus, ces mères avait un profil d’hypométhylation de leur ADN ainsi que des concentrations 
plasmatiques élevées en homocystéine et SAH (James et al., 2010).  
 

2. Les pathologies chez l’adulte 

Chez l’adulte, les troubles psychiatriques sont assez fréquents. Par exemple, la prévalence 
globale des épisodes de dépression et d’anxiété aux Etats-Unis sont respectivement de l’ordre 
de 15% et 17%, tandis qu’au moins 1% de la population souffre de schizophrénie au cours de 
la vie. En France, on estime qu’environ 8% de la population auraient connu un état dépressif 
majeur et ce nombre atteindrait 19 %, soit un Français sur cinq, en considérant les sub-
syndromes, c'est-à-dire un ou plusieurs symptômes identifiés (comme une insomnie isolée), 
qui n'atteignent pas le seuil du diagnostic de dépression. L’anxiété touche, quant à elle, 13% 
de la population française alors que le pourcentage de schizophrènes est similaire à celui des 
Etats-Unis. (Bulletin épidémiologique hebdomadaire de l'Institut national de veille sanitaire. 
2008). De nombreux travaux se sont intéressés à la physiopathologie de ces troubles, montrant 
que des facteurs génétiques contribuaient à la mise en place des pathologies, mais que les 
facteurs environnementaux jouaient également un rôle majeur. Les premiers travaux reliant la 
voie de l’homocystéine et des donneurs de méthyle à la dépression ont été publiés il y a déjà 
plus de 30 ans et montraient que des patient souffrant de dépression présentaient des taux de  
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folates plasmatiques diminués par rapport à des sujets témoins non dépressifs (Reynolds et al., 
1970). Ainsi, des études qui portaient sur la supplémentation de patients dépressifs ont permis 
dans certains cas de réverser la pathologie (Gray, 1989 ; Alpert et al., 2002). C’est au début 
du XXIème siècle, que des travaux menés en Angleterre sur des patients atteints de dépression 
et d’hypovitaminose en B12/B9 ont apporté la preuve d’un mécanisme impliquant 
l’hyperhomocystéinémie, des perturbations dans les réactions de méthylation et du 
métabolisme des neurotransmetteurs monoaminergiques (dopamine, noradrénaline et 
sérotonine) (Bottiglieri et al., 2000). D’autres études ont associé une carence en folates et une 
altération du métabolisme neurochimique dans la dépression. En effet, des dosages cérébro-
spinaux de l'acide-5-hydroxyindolacétique, un métabolite de la sérotonine, ont révélé une 
diminution de ce composé chez des personnes atteintes de dépression et son niveau a été 
restauré suite à une supplémentation en folates (Botez et al., 1982). De plus, une 
supplémentation en vitamine B6 semble également réduire les symptômes dépressifs (Shiloh 
et al., 2001). 
Parallèlement à la dépression, des travaux ont montré un risque accru de développer une 
schizophrénie en cas d’hyperhomocystéinémie associée à une carence en folates, risque qui 
n’est pas retrouvé en cas d’hypovitaminose en B9 sans modification des taux d’homocystéine 
plasmatique (Susser et al., 1998). Tous ces travaux montrent l’importance du statut 
vitaminique en B12 et B9 dans la survenue de certains troubles psychiatriques, soulignant 
l’intérêt de mesurer leurs taux lors du diagnostic. Dans le cas d’une carence, la 
supplémentation en folates pourrait participer à l’atténuation des troubles. 
Les analyses génétiques ont révélé que les individus homozygotes du polymorphisme C677T 
relativement commun du gène de la MTHFR (présent dans 10-12% de la population et qui 
entraîne une réduction supérieure à 70% de l'activité enzymatique) présentent un risque accru 
de développer une schizophrénie (Regland et al., 1995). 
 

3. Les pathologies neurodégénératives liées au vieillissement 

L’augmentation du stress oxydant, le compromis métabolique, les dommages de l’ADN et 
l’apoptose associée et les mécanismes d’excitotoxicité conduisant à la mort cellulaire sont 
tous impliqués dans la pathogenèse des principales pathologies neurodégénératives (maladie 
d’Alzheimer, maladie de Parkinson, maladie d’Huntington et la sclérose amyotrophique 
latérale). On retrouve des mécanismes physiopathologiques communs dans ces troubles 
malgré qu’ils présentent leurs propres facteurs déclencheurs comme l’altération du précurseur 
de la protéine amyloïde dans la maladie d’Alzheimer, l’accumulation de dérivés 
dopaminergiques dans la maladie de Parkinson ou bien la présence excessive de glutamine 
dans la protéine huntingtine dans la chorée de Huntington. Le taux d’homocystéine augmente 
au cours du vieillissement physiologique et un taux élevé de cet acide aminé est un facteur de 
risque d’accident vasculaire cérébral mais surtout de développer des maladies 
neurodégénératives (Kronenberg et al., 2009). En effet, les études épidémiologiques, 
épidémio-génétiques et expérimentales décrivent que des individus présentant des taux élevés 
d’homocystéine ont un plus grand risque de survenue de maladie d’Alzheimer ou de 
Parkinson.  
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Dans le cas de la maladie d’Alzheimer, des études de population et des modèles 
expérimentaux suggèrent un rôle de l’homocystéine et des effets délétères d’une carence en 
folates dans les processus physiopathologiques de la maladie (Kruman et al., 2002 ; Seshadri 
et al., 2002). En effet, les personnes atteintes de cette pathologie présentent des taux élevés 
d’homocystéine (Clarke et al., 1998 ; Gottfries et al., 1998 ; McCaddon et al., 1998 ; Miller., 
1999) avant la survenue de la maladie (Joosten et al., 1997). On retrouve cette augmentation 
au cours de la maladie ; ainsi, selon certains auteurs, l’homocystéine pourrait être utilisée 
comme marqueur précoce des troubles cognitifs chez les personnes âgées (Clarke et al., 
1998 ; Lehmann et al.,1999 ; Snowdon et al.,2000). De plus, on retrouve une association entre 
des faibles concentrations de folates et des atrophies du cortex cérébral (Snowdon et al., 
2000). En outre, bien que les niveaux de B9 dans le liquide céphalo-rachidien sont 
normalement trois à quatre fois supérieurs à ceux rencontrés dans le sang, les taux cérébro-
spinaux sont significativement plus bas chez des personnes atteintes d’Alzheimer (Serot et al., 
2001). Il a été également rapporté chez ces mêmes personnes une diminution des taux de 
SAM ainsi qu’une baisse d’activité de l’enzyme responsable de sa régénération, la 
méthionine-S-adénosyltransférase dans le liquide céphalo-rachidien et le cerveau par rapport à 
des témoins du même âge (Bottiglieri et al., 1990). Une altération du métabolisme de 
l’homocystéine contribue à l’accumulation du peptide Aβ, à une augmentation du stress 
oxydant ainsi qu’à une altération du métabolisme calcique et une augmentation du phénomène 
d’excitotoxicité (Mattson, 1997 ; Growdon, 2001). En effet, l’homocystéine ou la carence en 
B9 potentialiserait la neurotoxicité du peptide Aβ dans des cultures de neurones 
hippocampiques (White et al., 2001 ; Kruman et al., 2002) et chez les souris sur-exprimant la 
protéine APP (Kruman et al., 2002). Une exposition simultanée des neurones en culture au 
peptide β-amyloïde et à l’homocystéine induit un stress oxydant et une apoptose beaucoup 
plus importants qu’en cas d’exposition à l’un des deux composés, montrant une 
potentialisation des effets (Ho et al., 2001). Les niveaux d’EROs et d’apoptose résultant de 
cette association sont alors deux fois plus élevés, soulignant l’effet synergique sur les 
processus neurodégénératifs. En outre, le tétrahydrofolate est très sensible à l’oxydation 
(McCaddon et al., 2002), de même que la cobalamine I, un intermédiaire de la vitamine B12. 
L’homocystéine, bien qu’elle puisse endommager directement les neurones, a également une 
action délétère sur les vaisseaux sanguins notamment cérébraux, contribuant à renforcer les 
effets neurodégénératifs de la carence en folate et de l’hyperhomocystéinémie chez des 
individus souffrant d’Alzheimer (Candito et al., 1997).  
D’autres liens intéressants entre l’homocystéine et Alzheimer ont été mis en avant, comme la 
protéine HERP (homocysteine-inducible endoplasmic reticulum stress protein). HERP est une 
protéine présente dans la membrane du réticulum endoplasmique qui a été identifiée lors d’un 
screening d’ADNc codant des protéines qui augmenteraient le clivage γ de la protéine 
amyloïde (Sai et al., 2002). Des études ont montré que HERP interagissait avec les 
présinilines 1 et 2 et que sa surexpression dans les cellules en culture augmentait la production 
du peptide Aβ. De même, des études in vivo ont montré que HERP était présente dans 
l’hippocampe et dans le cortex où son expression était induite par le stress du réticulum 
endoplasmique (Chan et al., 2002). HERP joue également un rôle dans la régulation de 
l’homéostasie calcique du réticulum endoplasmique, une autre de ses actions 
neuroprotectrices. D'autres travaux sont encore nécessaires pour clarifier l'influence de  
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l'homocystéine sur HERP dans les neurones et le rôle des HERP dans la maladie d’Alzheimer 
car certaines données récentes n’impliquent pas directement la protéine HERP dans l’effet 
pro-amyloïde de l’hyperhomocystéinémie (Zhuo et al., 2010). Comme décrit ci-dessus, les 
carences en folates et l’augmentation du taux d’homocystéine inhibent les réactions de 
transméthylation en réduisant les taux de SAM. A cet égard, l’altération des voies de 
méthylation est impliquée dans de nombreux troubles neurologiques. Il a été trouvé de faibles 
taux de SAM dans le liquide céphalo-rachidien et le cerveau de personnes atteintes de 
plusieurs troubles neurologiques y compris la maladie d’Alzheimer (Morrison et al., 1996 ; 
Linnebank et al., 2010). Des mécanismes corrélant une diminution du taux de la SAM et 
maladie d’Alzheimer ont été récemment rapportés. La SAM agirait directement sur l’activité 
de la glutathion S-transférase (GST) (enzyme qui transfère les xénobiotiques sur le glutathion 
réduit). Or, la maladie d’Alzheimer est accompagnée d’une réduction de la GST, de la SAM 
et d’une augmentation de la SAH qui est surproduite en aval de la réaction de 
transméthylation en cas de carence en folates (Panza et al., 2009). D’autres liens ont été 
établis entre les conséquences d’une altération du métabolisme de l’homocystéine et la 
maladie d’Alzheimer. Des travaux ont rapporté que des individus possédant l’isoforme E4 de 
l’apolipoprotéine E ont un risque accru de développer la maladie, peut-être en raison d’une 
diminution de l’activité antioxydante de cette isoforme comparée aux autres (Ramassamy et 
al., 1999 ; Pedersen et al., 2000). Il y aurait un lien entre l’ApoE4 et la MTHFR dans la 
survenue de la maladie d’Alzheimer (Nishiyama., 2000) car une carence en folates aurait un 
impact sur les conséquences neurotoxiques associées à une diminution en ApoE. Des souris 
homozygotes KO pour ApoE (ApoE -/-) et carencées en folates pendant un mois ont montré 
des dommages oxydatifs cérébraux, contrairement aux ApoE -/- non carencées et aux souris 
sauvages également carencées en B9 (Shea et Rogers, 2002). De même, quand ces souris 
ApoE -/-  sont carencées en vitamine E, une privation de folates entraîne une augmentation des 
lésions oxydatives dans le cerveau, contrairement aux souris non carencées. 
Ainsi, conformément aux données obtenues chez les patients Alzheimer, ce modèle 
transgénique présente une altération de l’état d’équilibre du glutathion dans le tissu cérébral 
par rapport aux souris sauvages (Shea et Rogers, 2002). La privation de folates entraîne une 
augmentation du taux de glutathion cérébral aussi bien chez les souris sauvages que chez les 
ApoE -/-. Cependant, cette augmentation de glutathion n’est apparemment pas capable de 
compenser l’absence d’ApoE chez les animaux carencés, ceci étant illustré par l’augmentation 
des dommages oxydatifs (Shea et al., 2002). Ces données sont conformes aux précédentes 
montrant que le stress oxydant submerge la capacité du glutathion d’éliminer les radicaux 
libres (Lièvre et al., 2001) et montrent comment l’impact conjugué du stress oxydant, la 
prédisposition génétique et la carence en folates peut induire une neurodégénérescence. 
 
Bien que les données sur le lien entre la maladie de Parkinson et une altération du 
métabolisme de l’homocystéine soient moins nombreuses que pour la maladie d’Alzheimer, 
certains travaux suggèrent que les folates et les taux plasmatiques d’homocystéine ont un 
impact sur cette pathologie. En effet, il a été retrouvé un taux d’homocystéine plasmatique 
élevé chez des patients atteints de Parkinson (Yasui et al., 2000 ; Blandini et al., 2001). En 
outre, une telle augmentation a été détectée chez les individus atteints de cette maladie et 
porteurs de la mutation C677T de la MTHFR. Fait important, il a été montré que  
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l’administration de lévodopa, généralement utilisée dans le traitement de la maladie de 
Parkinson, favoriserait l’épuisement des groupes méthyles à cause de sa méthylation par la 
catéchol-O-méthyltransférase provoquant ainsi indirectement une élévation du taux 
d’homocystéine (Liu et al., 2000). Ceci, au lieu d’atténuer la maladie, l’aggraverait en 
accélérant le processus neurodégénératif. Une carence en folates associée à une 
hyperhomocystéinémie entraînerait chez des souris injectées au MPTP (1-méthyl-4-phényl-1, 
2, 3,6-tétrahydropyridine, modèle utilisé chez l’animal pour mimer la maladie de Parkinson) 
une augmentation de la mort de neurones dopaminergiques (Duan et al., 2002). De même, 
une carence en folates et une concentration élevée d’homocystéine dans des cultures de 
neurones dopaminergiques humains sensibiliseraient davantage ces derniers à une mort 
cellulaire induite par la roténone et le fer, deux agents utilisés pour produire des modèles de la 
maladie de Parkinson (Duan et al., 2002). Ces résultats suggèrent que la carence en folates et 
une augmentation du taux d'homocystéine pourraient, en endommageant les neurones 
dopaminergiques, précipiter l'apparition et la progression de la maladie de Parkinson.  
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PARTIE 4 : L’HYPOXIE NEONATALE : DE LA NEURODEGENERESCENCE A 

LA NEUROGENESE 
 

Le premier travail scientifique portant sur l'hypoxie fut mené par P.Bert (1878), dans lequel il 
révéla que la diminution de la pression atmosphérique en oxygène dans l'air inspiré était un 
facteur physiologique important de l'atmosphère de la montagne. De plus d’être un état 
rencontré lors de processus physiologique (apnée, accouchement, escalade en altitude…) 
l’hypoxie est également un facteur prépondérant dans plusieurs pathologies cérébrales. Elle 
est une composante majeure dans la progression des tumeurs, parce qu’elle stimule la 
formation de nouveaux vaisseaux, qui alimentent cette tumeur et est à l’origine de la mort 
neuronale lors d’une ischémie cérébrale ou d’une asphyxie néonatale. Le cerveau consomme 
20% de la consommation d'oxygène totale, au repos ce qui le rend très sensible à l’hypoxie. 
La consommation d’oxygène par le cerveau n'est pas homogène, et diffère d'une région du 
cerveau à l'autre (du plus consommateur au moins consommateur): cortex cérébral > Noyaux 
gris centraux >cervelet >thalamus > tronc cérébral >bulbe > moelle épinière. Les structures 
végétatives du tronc cérébral sont donc plus résistantes à l'hypoxie que le cortex cérébral 
expliquant qu’au cours d'un arrêt cardiaque ou une autre cause d'hypoxie prolongée, le patient 
récupère les fonctions végétatives normales, mais conserve un déficit intellectuel grave et 
définitif 

I. Les différents types d’hypoxie et sa régulation physiologique 

1. Les différents types d’hypoxie 

L'hypoxie est un phénomène pathologique qui a lieu lorsque la quantité de dioxygène (O2) 
délivrée aux tissus est insuffisante par rapport aux besoins cellulaires. On classifie 
généralement l’hypoxie en quatre catégories : 

- L'hypoxie hypoxique est due à une diminution de la disponibilité d'O2 pour le métabolisme, 
phénomène typique en altitude ou d’un trouble de ventilation caractérisé par une 
hypoventilation qui entraine une diminution du gradient de diffusion jusqu’au sang 
pulmonaire artériel gênant de cette façon la capture de l’oxygène. On peut également 
retrouver une hypoxie hypoxique  lors de trouble de diffusion empêchant l’équilibre des 
concentrations en oxygène entre les alvéoles pulmonaires et le sang capillaire. Le type 
hypoxique peut être de 2 catégories : l’hypoxie d'altitude (celle du milieu naturel) est dite 
hypobare. C'est la diminution de pression de l'air atmosphérique (moins de 760mmHg) qui 
conduit à la diminution de la pression partielle de chacun des gaz qui le composent, dont l’O2. 
Toutefois, chacun des gaz reste identique en proportion : il y a toujours 20.93% d’O2 dans 
l'air. Au contraire, il existe l'hypoxie normobare, souvent utilisée en laboratoire pour simuler 
une montée en altitude. Ce n'est pas une diminution de la pression de l'air, mais simplement 
une diminution de la part du dioxygène dans l'air (moins de 20.93%), en injectant par exemple 
un surplus d'azote au mélange gazeux 
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-l’hypoxie anémique est causée par une réduction de la capacité du sang à transporter 
l’oxygène soit en cas d’anémie ou lors d’une incapacité de l’hémoglobine à fixer ou à libérer 
le dioxygène. C’est ainsi par exemple, que le monoxyde de carbone (CO) se fixe à 
l’hémoglobine avec une affinité 200 fois supérieure à celle de l’oxygène. Une molécule de 
CO liée à l’un des groupements hèmes augmente l’affinité pour l’O2 des trois autres 
groupements de l’hémoglobine de sorte que celle-ci va non seulement lier moins d’O2 mais 
aura encore plus de mal à libérer celui qui lui est fixé. 

-L’hypoxie d’origine circulatoire est causée par une diminution du débit sanguin dans un tissu 
donné dont l’origine peut être une insuffisance circulatoire ou une vasoconstriction. On peut 
également retrouver une hypoxie ischémique lors d’un œdème ou d’une hypertrophie 
tissulaire sans croissance de capillaires ce qui va accroitre la distance séparant une cellule du 
capillaire le plus proche. 

-L’hypoxie histotoxique résulte de substances (cyanure, monoxyde de carbone) qui inhibent la 
chaine respiratoire mitochondriale bloquant ainsi l’utilisation de l’O2 par la cellule. 

2. Adaptation physiologique à une hypoxie 

Afin de maintenir un approvisionnement continu en oxygène pour assurer un fonctionnement 
optimal du cerveau, le corps doit être en mesure de détecter et de réagir rapidement à tout 
changement  d’oxygénation comme par exemple lors d’une hypoxie. Pour cela, l’organisme 
possède deux types de chimiorécepteurs : les récepteurs centraux localisés dans le tronc 
cérébral au niveau du bulbe rachidien et les récepteurs artériels situé sur l’aorte dénommé 
corps aortiques et sur l’artère carotide appelé corps carotidiens. Les corps aortiques sont 
précisément installés au niveau de la crosse aortique à proximité des barorécepteurs aortiques 
qui eux sont spécialisé dans les différences de pression artérielle. Les corps carotidiens sont 
de petites structures sensorielles situées au niveau du sinus carotidien qui est le lieu de 
séparation de l’artère carotide commune en artères carotides interne et externe (Figure 24). 
Les chimiorécepteurs carotidiens sont les récepteurs les plus sensibles aux changements de 
pression partielle d’oxygène. Pendant une hypoxie, les corps carotidiens vont libérer des 
neurotransmetteurs (adénosine, dopamine ou autres) qui vont activer les afférences 
sensorielles via les nerfs vague et glossopharyngien qui a leur tour vont relayer l’information 
au bulbe rachidien. C’est influx nerveux combiné aux informations issu des barorécepteurs 
vont moduler les éfférences sympathiques afin d’induire une réponse cardiorespiratoire en 
réponse à l’hypoxie : hyperventilation, tachycardie, vasodilatation, réponse adéquate du foie 
et du rein (production d’érythropoïétine) et modification du débit sanguin cérébrale.  Tout 
cela aura pour conséquence  de maintenir l’oxygénation des organes essentiels (cerveau, 
cœur). 
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Figure 24: Sensibilité à l’oxygène A. Structures et circuits impliqués dans le sensibilité à l’oxygène. 
B. Centre régulateur dans le tronc cérébral. C. Récepteurs sensibles à l’oxygène au niveau carotidien 
(D’après Sharp et Bernaudin.,2004). 

3. Influence de l’âge à une lésion hypoxie-ischémie  

Il est établi depuis longtemps que le sujet immature tolère mieux l’hypoxie que l’adulte, et 
que le fœtus est plus résistant que le nouveau-né (Johnston et al. 2001; Longo 2005 ; Maulik 
et al. 1999). Les travaux de Mallard et al. (1995) montrent que 10 minutes de clampage du 
cordon ombilical n’entraînent pas de lésions cérébrales chez le fœtus de brebis de 90 jours 
alors qu’à l’âge de 120 jours ce traitement est responsable d’une atteinte de l’hippocampe 
période durant laquelle la neurogenèse est complète et que la myélinisation est amorcée. A 
cette étape particulière du développement, le cerveau de brebis, comparable à celui du 
nouveau-né humain à terme, est caractérisé par une maturation fonctionnelle des neurones 
corticaux et des récepteurs aux neurotransmetteurs impliqués dans les phénomènes de 
propagations de l’influx nerveux, une prédominance des synapses excitatrices (glutamate) sur 
celles inhibitrices (GABA) et un niveau métabolique important avec une consommation 
élevée en oxygène par les neurones. Ce changement de sensibilité à l’hypoxie-ischémie 
pourrait aussi résulter d’une plus grande vulnérabilité du système cardiovasculaire à cet âge. 
De même, les manifestations neuropathologiques de l'encéphalopathie hypoxique/ischémique, 
en particulier la sévérité des lésions, varient avec l'âge. Ainsi, les lésions présentes au niveau 
du cortex et du thalamus sont plus importantes chez les rats âgés de 24 à 26 mois que chez les 
jeunes rats de 3 à 4 mois (Canese et al., 1998). 
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L’hypothèse de cette tolérance relative suggère un faible métabolisme énergétique de ces 
jeunes animaux qui, en plus du glucose, utilise les composés cétoniques contrairement à 
l’adulte. (Nehlig et Pereira de Vasconcelos.,1993 ; Vannucci et Vannucci.,2000)  Alors que 
chez l’adulte l’accumulation de lactate et l’acidose sont deux éléments critiques dans le 
devenir neurologique suite à une ischémie, chez le jeune animal, la participation de l’acidose 
dans le développement des lésions tissulaires semble moins probante. En effet, le cerveau 
immature possède la capacité de métaboliser le lactate grâce à une activité importante du 
lactate déshydrogénase (Nehlig, 1993). Cette propriété empêche d'une part l'accumulation 
d'acide lactique à un niveau toxique et d'autre part fournit une source d'énergie alternative au 
glucose. Par ailleurs, la production tissulaire excessive d'acide lactique observée dans des 
conditions hypoxiques-ischémiques chez le rat immature n'aggrave pas les lésions cérébrales 
(Vannucci et al.,1994). 

 

II. L’hypoxie sévère 

Ce phénomène est observé dans différentes pathologies notamment dans l’asphyxie 
périnatale. L'asphyxie périnatale demeure une complication relativement fréquente, avec une 
mortalité de l’ordre de 10 à 60% ainsi qu'une morbidité neurologique importante (25%). Elle 
représente la principale étiologie des lésions périnatales acquises et graves Son incidence est 
estimée entre 0,5 et 6‰ des naissances vivantes dans les pays développés, les formes 
modérées à sévères représentant environ la moitié à deux tiers des cas (García-Alix et 
al.,2009). L’agression hypoxique peut affecter de nombreux organes chez les nouveau-né à 
terme dont les systèmes cardiaque, pulmonaire, rénal et le système nerveux central. Par 
ailleurs, les effets de l’hypoxie ont surtout été étudiés dans le système nerveux central dont les 
conséquences sont généralement sévères et permanentes. Ainsi, il est retrouvé des séquelles 
neuropsychologiques incluant les retards mentaux, des disfonctionnements visuo-moteur ou 
visuo-perceptive, une hyperactivité, des paralysies cérébrales et des épilepsies (Vannucci et 
Perlman.,1997). De plus, il faut distinguer l’asphyxie périnatale et l’encéphalopathie 
hypoxique-ischémique (EHI) qui en est la conséquence. A noter qu’une EHI n’est pas 
forcément la résultante d’une asphyxie car d’autre pathologies (génétiques, neuromusculaire, 
métaboliques) y sont également associées. 

1. L’asphyxie périnatale (pour revue Fournié et al.,1999) 
 

L’hypoxie-ischémie se définit comme un déséquilibre entre les besoins en O2 de l’enfant 
(particulièrement cérébrale) et les apports en O2 maternel aboutissant à un phénomène 
d’asphyxie périnatale. La consommation d’un fœtus est deux fois plus importante que celle de 
l’adulte (6 mL/kg/min). La quantité d’oxygène disponible dans l’organisme fœtal est très 
faible et ne permet une autonomie que de 2 minutes pour un fœtus de 3 kg. Lors des 
contractions pendant le travail, le fœtus vient puiser l’O2 au niveau de la chambre 
intervilleuse dont les réserves peuvent être altérées par de nombreuses pathologies maternelles 
(vasculaires, constitutionnelles ou fœtales). Confronté à une hypoxie, le fœtus réagit d’abord 
en maintenant l’oxygénation de ses organes essentiels, le cerveau, le cœur, les surrénales et le 
placenta, grâce à des adaptations faisant appel à plusieurs mécanismes mais si 
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cela devient trop sévère, les mécanismes physiopathologiques se mettront en place ainsi que 
l’arrivé des premières lésions. 

Au niveau cardiovasculaire, lorsque l’hypoxie devient sévère, la consommation d’oxygène ne 
peut plus être maintenue ; les mécanismes protecteurs sont dépassés. Il se développe une 
intense vasoconstriction du lit vasculaire et c’est à partir de ce moment que surviennent les 
lésions des autres organes. L’interruption des échanges va également entrainer une acidose 
respiratoire (augmentation de la pression partielle en CO2). L’orientation du catabolisme 
glucidique vers la voie anaérobie provoque une accumulation d’acide lactique, laquelle 
conduit à une acidose métabolique.  

Au niveau cérébrale, un cerveau fœtal consomme plus d’O2 qu’un cerveau adulte (50% 
environ de plus). Mais il résiste mieux à l’hypoxie, probablement du fait de deux mécanismes 
: la capacité qu’a le cerveau de retarder, dans l’hypoxie, le largage du potassium 
intracellulaire dans l’espace interstitiel et une capacité plus importante du cerveau à fabriquer 
de l’ATP par la voie anaérobie. Dans le cas où la diminution en oxygène est trop importante 
(hypoxie sévère), dans un premier temps un processus d’autorégulation (biogène et 
neurogène) va maintenir une circulation cérébrale normale. L’augmentation des débits est 
plus importante au niveau du tronc cérébral, moins importante au niveau du cervelet et de la 
substance blanche du cortex pariétal parasagittal, notamment au niveau de l’interface des 
branches terminales des artères cérébrales moyennes et antérieures (Longo et 
Packianathan.,1997) d’où une plus grande sensibilité de ces zones. Secondairement, cette 
autorégulation entre la pression artérielle et le débit cérébral  est perdu et entraine une 
diminution de la perfusion du cerveau. Dans la période périnatale, la diminution de l’apport 
en oxygène au niveau du tissu nerveux pourra être à l’origine d’une encéphalopathie 
hypoxique et ischémique ; l’ischémie étant liée à la diminution de la perfusion cérébrale.     
Du faites que le débit sanguin cérébral diminue graduellement, on retrouvera deux régions 
pathologiques distinctes : le foyer et la pénombre ischémique où la mort des cellules 
cérébrales est plus lente. En effet, l’apoptose est généralement observée dans des cas 
d’agression hypoxique modérée et, après ischémie, elle est essentiellement présente au 
pourtour de la région infarcie correspondant à la zone de « pénombre » (Dickson et al. 1995). 

2. Conséquences de l’hypoxie-ischémie périnatale (Pour revue Lai et al.,2011) 

Le développement des lésions cérébrales issu d’un épisode d’hypoxie-ischémie sévère est un 
processus évolutif qui perdurent jusqu’à la phase de reperfusion. Le mécanisme pathogénique 
sous-jacent à l’origine de lésions neurologiques est la privation de glucose et d’oxygène qui 
vont engendraient un déficit énergétique et déclenchaient ainsi une cascade d’événements 
biochimiques et cellulaires pour aboutir finalement à la mort des cellules (Perlman.,2006 ; 
Volpe.,2008). Par la suite, lors de la phase de reperfusion, il sera observé une augmentation de 
l’altération cérébrale via une amplification du phénomène de stress oxydant. 
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a. Déficit énergétique et accumulation de lactate  

Du point de vue du métabolisme énergétique, il a été identifié des changements temporels à 
l’issu d’une hypoxie-ischémie. Ces deux stades sont les déplétions énergétique primaire et 
secondaire (Lorek et al.,1994 ; Penrice et al.,1997 ; Kusaka et al.,2004 ; Vannucci et 
al.,2004). La déplétion énergétique primaire se met place immédiatement après les lésions 
hypoxique-ischémique. Il est caractérisé par une forte diminution de la phosphorylation 
oxydative (ATP, phosphocréatine) dû au déficit en oxygène et qui va contrainte la cellule à 
passer à un métabolisme anaérobie d’où une production accrue de lactate et d’ions hydrogène. 
L’accumulation de ces deux composés est initialement profitable à la cellule via la production 
de NADH à partir du lactate mais la sévérité du phénomène va finalement conduire à des 
effets délétères. Les conséquences sont multiples : altération de l’autorégulation vasculaire, 
aggravation des lésions ischémiques, inhibition de l’activité de la phosphofructokinase 
consécutive au pH devenu acide et mise en place d’une cascade biochimique conduisant à des 
lésions cellulaires (Johnston et al.,2001). La survenue de la déplétion énergétique secondaire 
varie en fonction de la nature et de la sévérité de la lésion. Ainsi, les niveaux de phosphate 
énergétique retrouvent leur niveau physiologique 2 à 3 heures après la reperfusion et 
réoxygénation mais 48h après il a été observé une nouvelle diminution de ces composés 
(Lorek et al.,1994 ; Penrice et al.,1997 ; Vannucci et al.,2004). La diminution importante du 
contenu en ATP va entrainer un disfonctionnement des pompes sodium potassium ATP 
dépendante dont la fonction première est de maintenir la polarité de la membrane neuronale. 
Cela va engendrer une perturbation des échanges ioniques illustré par une dépolarisation 
membranaire, une accumulation extracellulaire d’acides aminés excitateurs, une entrée d’ions 
calcium et sodium accompagnée d’eau, l’activation de la phospholipases et la génération de 
radicaux libres.  

b. Excitotoxicité et œdème cytotoxique 

La déplétion énergétique secondaire va favoriser la dépolarisation neuronale et gliale. Dans 
ces conditions, les canaux calciques voltages-dépendants se trouvent activés, facilitant ainsi la 
libération de glutamate dans l’espace extracellulaire (Katsura et al.,1994). L’élévation de la 
concentration en glutamate est d’autre part consécutive à l’altération de sa recapture 
présynaptique, elle aussi dépendante de mécanismes consommateurs d’énergie (Dirnagl et 
al.,1999). D’une part l'augmentation de la concentration de glutamate extracellulaire et 
l'activation des récepteurs du glutamate, après hypoxie-ischémie va déclencher une cascade 
excitotoxique. Depuis ces vingt dernières années, beaucoup d’études ont démontré le rôle 
critique du glutamate comme médiateur de la mort neuronale dans les lésions hypoxie-
ischémie (Choi et Rothman.,1990 ;Barks et Silverstein.,1992 ; McQuillen et Ferriero.,2004). 
L’action des différents récepteurs au glutamate (NMDA, AMPA), les canaux calciques 
voltages dépendants et la libération de calcium issu du réticulum endoplasmique vont 
augmenter la concentration intracellulaire de calcium. Les effets délétères de cette élévation 
du taux de calcium sont nombreux et vont inclure l’activation de la NO synthétase inductible 
(iNOS), la génération de radicaux libres, la dégradation des lipides membranaires, des 
protéines et de l’ADN via l’activation de phospholipases, protéases et endonucléases et des 
altérations du métabolisme mitochondriale (Ankarcrona et al.,1995 ; Ferriero et 
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al.,1996 ; Gilland et al.,1998). L’augmentation de la perméabilité de la membrane externe 
mitochondriale va provoquer la libération du cytochrome C, des caspases 9 et 3 l’Apoptosis 
Inducing Factor (AIF) qui vont conduire la cellule en apoptose (Hagberg et al.,2009). Autre 
mécanisme issu des perturbations des échanges ioniques va entrainer la formation d’un 
œdème cytotoxique.  En l’absence d’ATP, les canaux sodique et potassique ATP dépendant 
vont être perturbés et la membrane cellulaire ne va plus jouer plus son rôle, entraînant une 
entrée de sodium et de potassium accompagné d’une entrée d’eau qui va entrainer un 
gonflement cellulaire formant un œdème cytotoxique et conduire la cellule à sa mort 

c. La mort cellulaire : nécrose et apoptose 

Le mécanisme de mort cellulaire neuronale après une hypoxie-ischémie comprend la nécrose 
et l’apoptose et celle-ci est principalement dépendante de la sévérité de la lésion et de l’état de 
maturation des cellules. Des études ont montré qu’il existait un continuum entre la nécrose qui 
apparaissait précocement par rapport à l’apoptose (Northington et al.,2001 ; Northington et 
al.,2007). Comme cela a été cité précédemment, la déplétion en ATP va induire un 
gonflement cellulaire par une entrée de sodium, potassium et d’eau dans la cellule. Ce 
phénomène conduisant à la lyse cellulaire donc à une nécrose se produira plus généralement 
lors d’une lésion sévère. Dans le cas contraire, il sera observé une excitotoxicité et une 
augmentation du stress oxydant amenant la cellule à une mort cellulaire programmée. De plus, 
il a été montré dans un modèle cellulaire in vitro soumis à une hypoxie sévère que les 
neurones sur-exprimaient des protéines inhibitrices de la progression du cycle cellulaire 
(p21,p53) ainsi que des protéines effectrices de l’apoptose (Bax,caspase) (Bossenmeyer-
Pourié et al. ,2002). Le mécanisme apoptotique est plus souvent rencontré que la nécrose dans 
le cerveau périnatale. Face à l’hypoxie-ischémie, les cellules gliales seraient moins sensibles 
que les  neurones (dans l’ordre neurone > oligodendrocyte >astrocyte > microglie) (Salford et 
al.,1973). Localement, la sensibilité des neurones est différents car les cellules pyramidales de 
l’hippocampe (Mitani et Kataoka.,1991), certains neurones du striatum (Obrenovitch et 
al.,1993) et du cortex cérébral (Shimada et al.,1993) seraient les plus affectés par une 
hypoxie-ischémie. 
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Figure 25 : Mécanisme cellulaire issu d’une hypoxie-ischémie (D’après Lai et Yang.,2011).mGlu : 
récepteur métabotropique au glutamate ;G :protéine G ;IP3 :inositol triphosphate ;ER :réticulum 
endoplasmique ;NMDA : acide N-méthyl-D-aspartique ;AMPA : α-amino-3-hydroxy-5-méthylisoazol-
4-propionate ;VDCC : Voltage-dependent calcium channels 
 

III. Le préconditionnement 

Le terme de préconditionnement (PC) désigne le processus par lequel l'exposition d'un 
organisme, d'un organe ou d'une cellule à un stress modéré le (ou la) protège par la suite d'un 
stress du même type mais beaucoup plus important. Selon le stimulus utilisé lors du 
préconditionnement notamment au niveau cérébral, le niveau de tolérance neuronale s’exerce 
à travers deux profils temporels :                                                                                                  
- un dans lequel le stimulus induit une protection en quelques minutes (tolérance rapide ou 
aigu) (Perez-Pinzon et al.,1997)                                                                                                                                             
- l’autre dans lequel une protection se met en place après un délai de plusieurs heures voir de 
plusieurs jours (tolérance retardée) (Kitagawa et al.,1990).                                                        
Par exemple dans le préconditionnement ischémique, on peut retrouver ces deux profils en 
même temps ou bien l’un ou l’autre (Stagliano et al., 1999 ; Perez-Pinzon et Born .,1999 ; 
Kariko et al.,2004 ; Hoyte et al.,2006). La phase aigu aurait probablement pour origine une 
modification post-traductionnelle rapide des protéines (Nakase et al.,2000 ; Meller et 
al.,2006) alors que la phase retardée serait dépendante de la synthèse de novo des protéines et 
d’ARN (Bossenmeyer et al.,1998 ;Kirino.,2002 ; Stenzel-Poore et al.,2003). 
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Figure 26 : Critères définissant les concepts du préconditionnement et de la tolérance cérébrale 
(D’après Blondeau et Heurteaux.,2004) 

1. Les principaux types de préconditionnements cérébraux (Pour revue Shpargel et 
al.,2008) 

a. L’ischémie 

Le préconditionnement ischémique global est généralement réalisé après l’occlusion des 
artères carotides. Par contre dans le préconditionnement ischémique focal, il s’agit de 
l’occlusion de l’artère cérébrale moyenne pendant environ 1 à 20 minutes, temps qui varie en 
fonction de la méthode choisie et de l’espèce animal utilisée (Kitagawa et al.,1990 ; Corbett 
et Crooks.,1997 ; Barone et al.,1998 ; Wu et al.,2001). 24 heures après le préconditionnement 
ischémique, un accident vasculaire cérébral est provoqué chez ces animaux. Ce type de 
préconditionnement induit une neuroprotection observée en termes de volume de l’infarctus 
mais également en termes de scores neurologiques et d’études comportementales. 
 

b. Les lipopolysaccharides 

Une tolérance à une lésion ischémique peut être aussi induite par l’injection dans la cavité 
péritonéale d’une petite dose de lipopolysaccharides (LPS). Les doses administrées varient de 
0.05 à 1mg/kg  chez les petits rongeurs comme les rats ou les souris et n’engendrent pas de 
signes anormaux chez ces animaux (Tasaki et al.,1997 ; Dawson et al.,1999b ; Ahmed et 
al.,2000 ; Rosenzweig et al.,2004 ; Furuya et al.,2005). La protection qui en résulte réduit le 
volume de l’infarctus d’environ 30%.  Cet état est maintenu environ une semaine avec une 
protection maximale qui survient 2-3 jours après l’injection de LPS. 
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c. L’hypoxie 

Une méthode facile à utiliser est le préconditionnement des animaux exposés à une hypoxie. 
Les animaux sont mis dans une chambre dans laquelle les proportions d’oxygène et d’azote 
peuvent être contrôlées ainsi que le temps d’exposition. La concentration d’oxygène utilisée 
est habituellement comprise entre 8 et 13% en condition normobare durant 1 à 6 heures. 24h à 
72h plus tard, il est pratiqué une ischémie focal transitoire ou permanente (Miller et 
al.,2001 ;Bernaudin et al.,2002 ; Kulinskii et al.,2002 ; Prass et al.,2003). On peut voir les 
premiers effets du préconditionnement hypoxique 1 à 3 jours après l’ischémie avec une 
réduction significative de la taille de l’infarctus. Ce type de préconditionnement a également 
été pratiqué dans des cultures de neurones in vitro avec en plus de l’hypoxie, une privation de 
glucose (Liu et al.,2000). 
 

d. L’acide 3-nitropropionique (3-NP) 

Cet acide est un inhibiteur irréversible de la succinate déshydrogénase, une enzyme nécessaire 
à la phosphorylation oxydative et à la production d’adénosine triphosphate (ATP).Administré 
à de faibles doses (1 à 20mg/kg) 1 à 4 jours avant l’ischémie, le 3-NP permet une 
neuroprotection notamment dans le prosencéphale de gerbilles ou de rats (Sugino et al.,1999 ; 
Kuroiwa et al.,2000 ; Horiguchi et al.,2003). Un tel traitement améliore de manière 
significative la survie neuronale dans la région CA1 de l’hippocampe. En outre, le 
préconditionnement au 3-NP induit également une tolérance à l’hypoxie dans des préparations 
de coupes d’hippocampe (Riepe et al.,1996 ; Aketa et al.,2000). 
 

e. L’hypothermie et l’hyperthermie 

L’hypothermie est un phénomène bien connu et bien caractérisé dans ses effets 
neuroprotecteurs lors d’interventions neurochirurgicales. Il est également rapporté qu’une 
exposition brève à une hypothermie ou hyperthermie  conduit à une tolérance ischémique. Les 
températures utilisées varient de 25 à 32°C en hypothermie et de 42 à 43°C lors 
d’hyperthermie (Nishio et al.,1999 ;Nishio et al.,2000 ; Yunoki et al.,2003). 
 

f. Le Cortical spreading depression et les anesthésiques  

Le cortical spreading depression ou dépression corticale propagée est un phénomène 
électrophysiologique qui correspond à une vague de dépolarisation corticale s’étendant par 
contigüité à la substance grise cérébrale. Elle s’accompagne d’une inhibition transitoire de 
l’activité neuronale  durant quelques minutes. Habituellement, 5 M de chlorure de potassium 
est infusé dans le cortex où il est mis en place un coton imbibé de cette solution à la surface 
de la dure-mère ce qui entraine une dépolarisation des neurones et la propagation de la 
dépression corticale. Ce préconditionnement induit une phase prolongée de la tolérance 
ischémique qui dure 1 à 7 jours (Kawahara et al.,1995 ; Taga et al.,1997 ; Yanamoto  et 
al.,1998 ; Kawahara et al.,1999). L’exposition aux anesthésiques volatils comme l’isoflurane 
ou l’halothane dans des concentrations pharmacologiques adéquates confère une phase de 
tolérance ischémique retardée (Baughman et al.,1988). D’autres modèles de 
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préconditionnement existent comme l’injection de glutamate ou de ces dérivés agonistes 
(Bhave et al.,1999), l’induction de convulsion de type épilepsie (Plamondon et al.,1999) ou 
de privation d’oxygène/glucose (Goldberg et Choi.,1993). 

2. Les mécanismes cellulaires et moléculaires dans la tolérance cérébrale 

a. Les récepteurs au glutamate et l’excitotoxicité  

L’ischémie cérébrale entraine un épuisement rapide des réserves énergétiques qui déclenche 
une cascade complexe d’événements cellulaires tels que la dépolarisation cellulaire, un influx 
entrant de Ca2+ qui sont à l’origine de la mort cellulaire par excitotoxicité (Ginsberg.,2003 ; 
Hossmann.,2006). Le rôle des récepteurs NMDA dans le préconditionnement est étayé par des 
études portant sur l’utilisation d’antagonistes de ces récepteurs qui altèrent la mise en place de 
la tolérance cérébrale (Kato et al.,1992 ;  Kasischke et al.,1996 ;Grabb et Choi.,1999). Par 
ailleurs, l’exposition à des doses sub-léthales de NMDA fournit une protection 
supplémentaire aux neurones contre la mort cellulaire soumis à des stimuli appliqués en aval 
(Bhave et al.,1999). Au contraire, le préconditionnement ischémique appliqué 24 h avant un 
stress excitotoxique ne permet pas réduire la mort cellulaire par cette application de NMDA, 
kaïnate ou glutamate (Grabb et Choi.,1999). Il a été également observé une diminution de la 
régulation de l’ARNm du récepteur au glutamate, ionotropique delta2, dans le cerveau de 
souris après préconditionnement (Lin et al.,2008). En revanche, la fixation de la  [3H] 
muscimole au récepteur GABA A des neurones de la couche CA1 de l’hippocampe est 
transitoirement augmenté après préconditionnement mais pas après des lésions ischémiques 
(Sommer et al.,2002). Ces résultats suggèrent que le préconditionnement pourrait entrainer un 
changement de l’équilibre entre phénomène excitotoxique et mécanismes inhibiteurs de telle 
façon que ce sont les forces pro-inhibitrices qui sont majoritaires dans le cerveau tolérant. De 
même, il a été montré dans une autre étude que le préconditionnement au glutamate présentait 
une meilleure résistance aux dommages induits par une privation d’oxygène et de glucose 
mais cela était dépendant de la durée d’exposition au préconditionnement et de l’intervalle de 
temps qui le séparait du traitement délétère. (Lin et al.,2008) 
 

b. Lutte contre le stress oxydatif 

L’ischémie cérébrale est connu pour induire la production de radicaux libres oxygénés et 
azotés qui sont responsable des lésions observées dans le cerveau ischémique (Carbonell et 
Rama.,2007). Les ions superoxyde peuvent être générés notamment par l’action de la xanthine 
oxydase, des fuites dans la chaine de transport mitochondriale des électrons ou via l’action 
d’autres oxydases (Cadet et Brannock.,1998). Le monoxyde d’azote (NO) peut être produit 
par l’action de la NO synthase dont l’activation lors de lésions ischémiques dépend de 
l’activation des récepteurs au glutamate. Il peut aussi réagir avec l’ion superoxyde pour 
donner l'anion peroxynitrite qui est un agent oxydant et nitrant puissant (Guix et al.,2005). 
Certaines études ont suggéré que le préconditionnement pouvait exercer ses effets protecteurs 
en empêchant la production de ces radicaux libres ou en inhibant leurs effets toxiques sur le 
cerveau (Busija et al.,2008). On peut citer le préconditionnement ischémique qui augmentent 
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en d’autres la superoxyde dismutase (Toyoda et al.,1997) ou le préconditionnement à des 
anesthésiques volatiles via la NO synthase inductible (Kapinya et al.,2002) ou l’hème 
oxygènase 1 (HO-1) (Li et al.,2008). 
 

c. La voie des protéines kinases  

Au niveau cardiaque, l’activation des kinases jouent un rôle prépondérant dans le phénomène 
de tolérance (Costa et Garlid.,2008) mais on les retrouve également au niveau cérébrale. 
Ainsi, il a été observé que 3 minutes de préconditionnement ischémique augmentait la 
phosphorylation des kinases MEK 1/2 et ERK 1/2 dans l’hippocampe de rat (Shamloo et 
al.,1999). En outre l’augmentation de la phosphorylation d’ERK 1/2 était toujours présente 
après 9 minutes d’ischémie aussi bien chez les animaux témoins que les animaux 
préconditionnés mais revenait à un niveau normal seulement chez les animaux traités 24 
heures après les lésions ischémiques (Shamloo et al.,1999). Ces résultats ont été confirmé 
dans d’autres études (Choi et al.,2006) ou lors d’un préconditionnement à l’hypoxie (Pourié 
et al.,2006). Des études in vitro ont également montré une activation de la cascade Ras régulé 
par le NO dans le développement de la tolérance à une privation oxygène/glucose. 
L’activation d’ERK5 participerait également aux effets protecteurs d’un préconditionnement 
ischémique (Wang et al.,2005b ;Wang et al.,2006). Autres kinases impliquées dans la 
neuroprotection serait les protéines kinases C epsilon, alpha et delta (Kurkinen  et al.,2001a ; 

Kurkinen et al.,2001b ;Lange-Asschenfeldt et al.,2004) 
 

d. Les facteurs de transcription  

Les lésions ischémiques sont associés à l’activation d’un certain nombre de facteurs de 
transcription (Walton et al.,1996). Dans le cadre de réponse adaptatives à l’ischémie, les 
facteurs impliqués sont par exemple  l’Activator protein 1 (AP-1) (Salminen et al.,1995), la 
cyclic AMP responsive element binding protein (CREB) (Walton et al.,1996) et les Hypoxia 
inducible factor (HIFs) (Bergeron et al.,2000). 
Les hétérodimères AP-1 sont  impliqués dans le contrôle de la prolifération, la différenciation 
et la mort cellulaire (Shaulian et Karin.,2002) et comprennent c-fos, fra-1 et 2, fosB, c-jun, 
JunB et D (Verde et al.,2007). De nombreuses études ont montré que les lésions ischémiques 
étaient associées à des changements significatifs de leur expression où pour la plupart on 
retrouve une augmentation (Kiessling et al.,1993 ;Whitfield  et al.,1999 ; Kapinya  et al.,2000; 

Dhodda et al.,2004). 
Les lésions ischémiques sont également associées à la phosphorylation de CREB  et 
l’augmentation de son expression (Walton et al.,1996 ; Hu et al.,1999).  CREB est nécessaire 
pour la prolifération, la survie et la différenciation cellulaire (Carlezon et al.,2005). Dans le 
cerveau, l’expression de CREB participe également à l’apprentissage et à la mémoire (Lonze 
et Ginty.,2002). CREB est très important dans le couplage stimulus-transcription et dans 
l’expression génique via des récepteurs médiés (Carlezon et al.,2005).  Ces changements sont 
entre d’autres médiés par les récepteurs au glutamate et l’augmentation de Ca2+ intracellulaire. 
Cette voie est probablement impliquée dans le préconditionnement ischémique où l’on 
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retrouve une augmentation de la phosphorylation de CREB (Mabuchi et al.,2001 ; Lee et 
al.,2004 ; Rybnikova et al.,2008 ). De plus, ces résultats sont appuyés par des travaux utilisant 
des inhibiteurs de CREB ou la tolérance ischémique est altérée (Hara et al.,2003). 
HIF-1 est un facteur de transcription agissant dans tous les tissus et est régulé par l’absence 
d’oxygène (Cassavaugh et Lounsbury.,2011). HIF-1α peut avoir comme partenaire HIF-1β et 
ce dimère est transloqué dans le noyau pour réguler l’expression de gènes impliqués dans 
l’adaptation hypoxique (Wang et al.,1995) et dans lequel on peut observer son expression 
augmentée dans des cerveaux hypoxiques (Chavez et La Manna al.,2002).  Des traitements à 
la desferrioxamine qui a une action neuroprotectrice dans des modèles d’ischémie aussi bien 
in vivo qu’in vitro, maintient le taux d’ HIF-1α  (Zaman et al.,1999 ; Hamrick et al.,2005). 

e. Les protéines chaperonnes 

Les protéines chaperonnes sont connus pour être impliqués dans des mécanismes de 
protection contre toutes sortes de lésions y compris l’ischémie cérébrale (Brown.,2007) et de 
nombreuse études ont porté sur leurs rôles dans le préconditionnement. Par exemple, il a été 
rapporté l’induction des protéines de choc thermique 70 (HSP 70), 27, 40 et B2 lors d’un 
préconditionnement ischémique chez le rat ou la souris (Liu et al.,1993 ;Tanaka et al.,2002; 

Dhodda et al.,2004). Il en est de même pour ceux de la famille des  HSP 110, ischemia 
responsive protein 94 (Irp94), HSP110/105 et osp94/apg-1 (Kato et al.,1994 ;Chen et 
al.,1996 ;Yagita et al.,2001). Tous ces résultats montrent que les HSP jouent un rôle très 
important dans les effets protecteurs observés après un préconditionnement. Certains de ces 
changements se produiraient également dans les astrocytes afin de libérer plusieurs facteurs 
susceptibles de protéger les neurones (Brown.,2007). 

f. Les réponses neuroinflammatoires  

Les accidents vasculaires cérébraux sont accompagnés de réactions inflammatoires qui 
participeraient aux altérations de la survie neuronale (Wang et al., 2007). Le 
préconditionnement aux lipopolysaccharides atténue fortement la réponse inflammatoire dans 
le cerveau et la circulation sanguine suite à une ischémie (Rosenzweig et al.,2004). De plus il 
a été observé une implication des cellules gliales qui protègeraient et aideraient même à la 
régénération du tissu cérébral après une lésion (Benarroch.,2005). Autre cellule gliale, la 
microglie subit une transformation morphologique et sécrète un certain nombre de substances 
qui participent à des mécanismes protoxiques ou protecteurs (Kim et de Vellis.,2005;  Dheen 
et al.,2007). De plus, en utilisant un antibiotique de la familles des tétracyclines, la 
minocycline permet une protection actif contre l’activation des cellules migrogliales lors de 
lésions ischémiques (Yrjanheikki et al.,1998; Yrjanheikki et al.,1999). Par ailleurs, des 
facteurs secrétés par la microglie protègeraient des dommages causés par le glutamate 
(Watanabe et al.,2000). Ainsi, il serait intéressant d’approfondir les investigations pour 
connaitre le rôle de la microglie dans le cerveau préconditionné. 

g. Les facteurs trophiques 

Les facteurs de croissance dont impliqués dans la croissance des neurites et dans la survie 
cellulaire (Bibel et Barde.,2000). Ces facteurs neurotrophiques inclus notamment le Brain 
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derived neurotrophic factor (BDNF) et la neurotrophine-3 (NT-3) sont présents à des 
concentrations élevées dans l’hippocampe et le cortex cérébral (Chao.,2003). Les voies 
intracellulaires utilisées par ces facteurs dépendent de leur interaction avec leurs récepteurs 
tyrosine kinase : TrkA pour le  Nerve growth factor  (NGF), TrkB pour le BDNF et TrkC pour 
la NT-3 (Chao.,2003 ; Huang et al.,2003). Suite à une ischémie, les taux de NGF et de BDNF 
sont diminués dans les neurones hippocampiques ce qui n’est pas le cas pour la NT-3 (Merlio 
et al.,1993 ; Lindvall et al.,1999) alors que pour les récepteurs, seul le TrkB est augmenté 
dans l’hippocampe (Merlio et al.,1993). Ces résultats confirment les données suggérant que le 
NGF et le BDNF protégeraient les neurones de la couche CA1 de l’hippocampe contre les 
dommages cellulaires ischémiques (Tanaka et al.,1994 ;Beck et al.,1994 ; Shigeno et 
al.,1991). Ainsi il a été constaté une augmentation des taux de NGF et de BDNF lors du 
préconditionnement ischémique (Truettner et al.,2002). 

h. Autres mécanismes 

D’autres études ont mis en évidence des mécanismes impliqués dans la mise en place de la 
tolérance cérébrale (Stenzel-Poore et al.,2003 ; Stenzel-Poore et al.,2004). Ainsi, la tolérance 
à court terme pourrait être dépendante de l’activation de la voie ubiquitine-protéasome 
(Meller et al.,2006). Des données basées sur des puces à ADN ont révélées que l’expression 
de gènes impliqués dans le métabolisme, l’apoptose, le stress cellulaire et la transduction du 
signal était augmenté lors d’une ischémie (Stenzel-Poore et al.,2003). En revanche, ces même 
gènes seraient régulés négativement lors du préconditionnement cérébral. De plus d’autres 
travaux ont montré que le préconditionnement ischémique était associé avec une 
augmentation de Bcl-2, Bid et caspase 2 (Dhodda et al.,2004). L’augmentation de Bcl-2 serait 
probablement médié par l’activation de CREB (Meller et al.,2005) et serait également 
retrouvé dans des modèles in vitro de préconditionnement au glutamate (Lin et al.,2008). 
Enfin il a été rapporté une augmentation de Smad 1, Smad 7, du TGF-α et TGF-β lors du 
préconditionnement ischémique (Dhodda et al.,2004). 
 

IV. Stimulation d’une neurogenèse par un conditionnement hypoxique néonatal 

1. La neurogenèse 

a. La neurogenèse embryonnaire 

Toutes les cellules constituant le SNC dérivent du neuroectoderme, à l’exception de la 
microglie. Les neurones, astrocytes et oligodendrocytes dérivent d’un précurseur commun, un 
type cellulaire multipotent présent dans le neuroépithélium (Alvarez-Buylla et al., 2001). Ce 
précurseur est considéré comme une cellule souche neurale (CSN) possédant toutes les 
caractéristiques des cellules souches : un auto-renouvellement, une capacité de prolifération 
illimitée et une capacité de générer les différents types cellulaires qui constituent le tissu dont 
elles sont issues. Les CSN sont produites au cours de la vie fœtale et chez l’adulte dans 
certaines régions du cerveau. Ces cellules prolifèrent par division asymétrique pour donner 
une cellule souche identique à la cellule mère et des cellules post-mitotiques qui peuvent alors 
se différencier en neurone, astrocyte ou oligodendrocyte. (Figure 27) 
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Des expériences d’inactivation génique réalisées chez la souris ont permis de mettre en 
évidence l’existence de gènes s’exprimant durant la phase de différenciation. Ces gènes 
codent des protéines dites à hélice-boucle-hélice (bHLH) caractéristiques des facteurs de 
transcription. L’expression de gènes précoces responsables de la spécification d’une cellule 
indifférenciée vers les lignées neuronales (Mash1 homologue d’achaete-scute chez la 
drosophile, neurogénine et Math1 homologues d’atonal) induisent la spécification cellulaire 
(l’entrée dans la phase de différenciation) (Ishibashi., 2004), et l’expression de gènes plus 
tardifs (NeuroD et Math2) permet l’accomplissement de la phase de différenciation. 
L’inactivation de ces gènes provoque une différenciation accélérée. Il semble que ces gènes 
(dont Hes1 et Hes5) exercent une action inhibitrice sur la phase de différenciation, réprimant 
(directement ou indirectement) l’expression des gènes de spécification neuronale précoces 
(Castella et al., 1999). La différenciation des CSN en neurones fait également intervenir le 
contrôle extracellulaire impliquant la voie Notch-Delta. Dans une première étape, Notch agit 
sur l’alternative neurone/cellule gliale en réprimant la voie neuronale et en favorisant la voie 
gliale. Dans une seconde étape, Notch agit sur les progéniteurs en réprimant la différenciation 
des neurones et oligodendrocytes et en stimulant celle des astrocytes (Zhou et al., 2010). Les 
cellules souches du système nerveux central présentent des propriétés semblables, que ce soit 
chez l’embryon ou chez l’adulte. Elles se multiplient en réponse à des facteurs mitogènes tels 
que bFGF, EGF (Mondal et al., 2004) et BDNF (Lee et Son., 2009). Les cellules souches 
neurales s’engagent dans une voie de différenciation neuronale, par défaut, en l’absence de 
ces facteurs mitogènes. 

b. La neurogenèse adulte 

Depuis plus d’un siècle, on s’accordait à dire que les cellules nerveuses du cerveau adulte des 
mammifères, si elles étaient endommagées ou si elles mouraient, n’étaient pas remplacées, 
contrairement aux autres cellules de l’organisme (Ramón y Cajal., 1928). En d’autres termes, 
on tenait pour un dogme le fait qu’il ne se développait pas de nouveaux neurones dans le 
cerveau adulte. On considérait que les individus naissaient avec leur stock maximal de 
neurones, et celui-ci ne faisait que décroître tout au long de notre vie, malgré le foisonnement 
de nouvelles connexions qui, elles, pouvaient toutefois se développer jusqu’à la mort. Comme 
initialement décrit dans les travaux de Josef Altman en 1965 (Altman.,1962) puis redécouvert 
au début des années 1990, certaines régions du cerveau (la zone subgranulaire du gyrus denté 
de l’hippocampe et la zone subventriculaire qui borde le ventricule latéral) des mammifères, y 
compris l’être humain, (Eriksson et al., 1998) maintiendraient leur capacité de produire de 
nouveaux neurones durant toute la vie (Figure 27). A ce titre, la neurogenèse adulte 
hippocampique présente beaucoup de similitudes avec le développement neuronal 
embryonnaire, mais dans des conditions établies dans le cerveau adulte. En effet, la 
neurogenèse adulte est issue de cellules précurseurs neurales dans l’hippocampe adulte 
représentant un exemple particulier de la façon dont les nouveaux neurones se développent 
dans un environnement appelé « niche ». La niche se définit comme le microenvironnement 
qui soutient et régule le comportement des cellules souches comprenant leur maintien, leur 
auto-renouvellement, leur différenciation et leur développement (Morrison et Spradling, 2008 
; Ma et al., 2009). La structure des niches diffèrent selon leur localisation. En effet, la niche 
de la ZSV s’étend du ventricule latéral au cordon de migration rostral qui prend fin au niveau 
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du bulbe olfactif, alors que la niche de la ZSG hippocampique est moins évidente d’un point 
de vue structural et se situerait dans le hile de la ZSG (Seri et al.,2004). La composition 
cellulaire des niches est variée : des astroglies, des épendymocytes, des cellules vasculaires, 
des précurseurs immatures descendant des cellules souches neurales adultes et des neurones 
matures (Ma et al., 2009). Il est à noter que les deux régions germinatives contiennent 
également des vaisseaux sanguins (Palmer et al., 2000 ; Mercier et al., 2002), suggérant, 
selon certains auteurs, que des facteurs issus de la vascularisation pourraient réguler les 
cellules souches et leur descendance. 
Dans le gyrus denté, les principaux neurones excitateurs, à savoir les cellules granulaires, 
continuent à être générées à partir des cellules souches neurales et des cellules progénitrices 
de la zone subgranulaire pendant toute la vie. Alors que les cellules issues de la zone 
subventriculaire vont migrer via deux cordons migratoires : 
-un cordon migratoire antérieur en direction du bulbe olfactif (Reynolds et Weiss., 1992) où 
les cellules se différencient en deux types d’interneurones ; 
- un cordon migratoire postérieur en direction de la couche CA1 de l’hippocampe qui a été 
découvert suite à l’exposition à une hypoxie brève (Pourié et al., 2006). 
 
Dans les premières études, les cellules en prolifération dans le cerveau adulte ont été 
marquées à la thymidine tritiée puis mise en évidence par une détection autoradiographique 
(Altman et Das, 1965 ; Kaplan et Hinds, 1977). Une des difficultés de l’époque était que le 
phénotype neuronal des cellules nouvellement générées ne pouvait pas être caractérisé 
précisément. C’est quelques années plus tard qu’il a été mis en évidence la polysialylated 
form of neural cell adhesion molecule (PSA-NCAM) dans le gyrus denté (Seki et Arai., 1993). 
Enfin, au début des années 90, les premiers travaux utilisant le BrdU, un analogue de la 
thymidine initialement utilisé dans les études de développement) ont permis de mettre en 
évidence la neurogenèse adulte. Ces travaux ont été ensuite complétés par 
l’immunohistochimie et de la microscopie confocale afin de déterminer le phénotype des 
cellules nouvellement formées. 
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Figure 27 : La neurogenèse à différents stades du développement et de la vie. VZ : zone 
ventriculaire ; SVZ : zone subventriculaire ; Stri : striatum (D’après Merkle et Alvarez-
Buylla.,2006) 

 

2. Le conditionnement hypoxique néonatal 

Les premiers travaux décrivant le préconditionnement ont été réalisés par Gidday et al (1994). 
Ils ont montré que l’exposition d’un raton de 7 jours sous 8% d’oxygène pendant 3 heures 
suivi un jour plus tard d’une hypoxie-ischémie produisait une protection marquée dans le 
cerveau. Ce préconditionnement a été ensuite testé sur différentes espèces qui toutes n’ont pas 
présenté de lésions cérébrales. Ces travaux ont été par la suite confirmés. (Vannucci et 
al.,1998). Plusieurs caractéristiques essentielles du préconditionnement hypoxique ont été 
décrites comme une dépendance de la synthèse de nouvelles protéines et d’ARN qui est une 
des caractéristique de la tolérance retardée ou une insensibilité aux antagonistes du glutamate 
contrairement au préconditionnement ischémique (Gidday et al.,1999). Beaucoup de 
molécules induites par l’hypoxie sont connus pour avoir des effets protecteurs comme l’EPO, 
le VEGF ou d’autres dont le principale activateur est le facteur de transcription HIF-1 
(Bernaudin et al.,2002). HIF-1 est connu comme le facteur de transcription le plus important 
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dans l’expression de gènes en réponse à l’hypoxie mais qui est rapidement dégradé par le 
protéasome lors d’une normoxie (Sharp et Berbaudin.,2004).  Autre caractéristique de 
l’hypoxie, quand elle est modérée, celle-ci n’induit pas de mort cellulaire (Simon.,1999 ; Tang 
et al.,2003) dans le cerveau mais au contraire elle stimulerait le phénomène de neurogenèse. 
En effet, des travaux in vitro portant sur un modèle de neurones embryonnaires ont montré 
que si ces cellules subissaient un stress hypoxique modéré (3 heures,95% N2 et 5% CO2) la 
viabilité cellulaire était augmentée contrairement à des cellules traitées par une hypoxie plus 
sévère (6 heures,95% N2 et 5% CO2). Non seulement la viabilité était augmentée mais il a été 
observé des cellules en mitose pendant l’hypoxie brève alors que la majorité des cellules était 
en nécrose ou en apoptose lors de l’hypoxie sévère. D’un point de vue moléculaire, l’hypoxie 
modéré induisait des protéines anti-apoptotiques permettant la sauvegarde des cellules ainsi 
que l’activation de facteurs tels que le Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA), un 
cofacteur de l’ADN polymérase, signe d’une stimulation de la prolifération cellulaire 
(Bossenmeyer-Pourié et al.,2000). Ces résultats ont été par la suite validés dans un modèle in 
vivo. En effet, il a été montré qu’une brève hypoxie néonatale qui ne semblait pas induire de 
lésions apoptotiques, déclenchait au contraire une neurogenèse importante dans les semaines 
qui ont suivi ce stimulus. Ce modèle a également pu mettre en évidence une nouvelle voie 
neurogénique où les cellules néoformées issues de la ZSV ne migraient pas seulement en 
direction du bulbe olfactif (cordon de migration antérieur) mais également en direction de la 
couche CA1 de l’hippocampe (cordon de migration postérieur) (Daval et al., 2004) (Figure 
28). L’intégration de ces nouvelles cellules a été corrélée avec une amélioration du score 
mnésique chez les jeunes adultes ayant subi l’hypoxie brève par rapport aux témoins (Pourié 
et al., 2006).  

 

  
Figure 28 : La neurogenèse issue d’une hypoxie néonatale  dans le cerveau de raton à 20 jours post-
hypoxie. En rouge : marquage BrdU, en vert : NeuroD. SVZ : zone subventriculaire ; DG : gyrus 
denté ; OB : bulbe olfactif (D’après Pourié et al.,2006) 



 OBJECTIFS 
 

91 
 

OBJECTIFS 

De nombreuses études ont montré qu’une altération du métabolisme de l’homocystéine joue 
un rôle dans la survenue de diverses pathologies, notamment neurologiques. 
L’hyperhomocystéinémie, qui est susceptible de concerner toutes les classes d’âge, peut être 
d’origine génétique et/ou liée à un déficit de l’apport nutritionnel en vitamines du groupe B 
qui interviennent comme cofacteurs des enzymes du métabolisme et, en qualité de donneurs 
de groupements méthyles, jouent un rôle capital dans la régulation de l’expression de 
nombreux gènes. Dans un modèle in vitro de progéniteurs neuronaux hippocampiques 
carencés en folates (Akchiche et al., soumis), nous avons montré au laboratoire qu’une 
altération du métabolisme des monocarbones en lien avec cette carence réprimait la 
prolifération cellulaire et induisait des troubles de la différenciation neuronale. Cela suggère 
l'existence de mécanismes précis par lesquels les déficits en vitamines B et/ou l’homocystéine 
peuvent affecter le fonctionnement du cerveau et sa plasticité. De plus, nous avons également 
montré que les rats nés de mère carencée en vitamines B12, folates et choline pendant la 
gestation et la période d’allaitement, présentent, à l’âge de 21 jours, une 
hyperhomocystéinémie associée à une accumulation d’homocystéine et une apoptose dans des 
structures cérébrales sélectives telles que l’hippocampe et le cervelet. Sur le plan fonctionnel, 
ceci s’accompagne d’une diminution des capacités cognitives et des aptitudes motrices chez 
les jeunes rats (Blaise et al., 2007, 2009). 

In vivo, des rats nouveau-nés ont été exposés à une hypoxie de 5 mn, dont les caractéristiques 
correspondent aux stimuli utilisés dans différentes études pour induire un « conditionnement » 
cérébral, c’est-à-dire suffisamment modérée pour ne pas provoquer de lésions et susceptible 
d’induire une neuroplasticité réactionnelle (Pourié et al., 2006). Dans ce modèle, alors 
qu'aucune perte cellulaire secondaire n'était apparente, il a été mis en évidence une 
augmentation  importante de la prolifération cellulaire, principalement au niveau de la zone 
subventriculaire qui est connue pour être le siège d'une neurogenèse persistant tout au long de 
la vie (Peretto et al., 1999). L'utilisation de différents marqueurs cellulaires a permis de 
montrer que les cellules néoformées présentaient un phénotype neuronal et qu'elles étaient 
capables de migrer progressivement de la zone subventriculaire vers l'hippocampe. Cette néo-
neurogenèse a eu pour conséquence une augmentation de la densité cellulaire dans plusieurs 
structures hippocampiques, parmi lesquelles la couche pyramidale de la région CA1 et le 
gyrus denté. Enfin, l'exposition des rats à une batterie de tests comportementaux a montré que 
le traitement hypoxique ne compromettait pas le développement neurocomportemental des 
individus. Au contraire, une amélioration significative des capacités mnésiques a été observée 
par rapport aux animaux témoins, constituant un indice de l’incidence bénéfique de la 
neurogenèse réactionnelle secondaire à l’hypoxie. Enfin, les troubles consécutifs à une 
carence gestationnelle en donneurs de méthyles ont pu être atténués par l’exposition des rats 
aux effets neurogéniques de l’hypoxie modérée, suggérant un processus compensatoire 
(Blaise et al., 2009). 

Alors que les connaissances se sont développées en ce qui concerne certains mécanismes 
précoces mis en jeu dans la réponse cérébrale et/ou neuronale aux différentes situations 
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évoquées ci-dessus, notre objectif était d’exploiter ces différents modèles expérimentaux 
originaux dans le but d’étudier les conséquences de la carence nutritionnelle précoce au cours 
du temps, du stade juvénile au stade sénescent, et d’évaluer l’impact de la néo-neurogenèse 
associée à l’hypoxie. Ainsi, plusieurs questions demeurent : 

 Quels sont les mécanismes sous-jacents aux altérations du développement et 
de l’homéostasie neuronale associées à la carence ? 

 Quel est le statut fonctionnel du cerveau des individus jeunes et âgés exposés 
à une carence précoce, en particulier au niveau de l’hippocampe et du 
cervelet ? 

 les effets bénéfiques en termes de plasticité cérébrale mis en évidence après 
une hypoxie néonatale brève perdurent ils tout au long de la vie, et quels sont 
les mécanismes qui les sous-tendent ? 

 les effets délétères de la sénescence cérébrale sont-ils potentialisés par une 
carence en vitamines B, et quel est l’influence d’une neurogenèse induite ? 

Afin de répondre à ces différentes questions, nous avons utilisé un modèle cellulaire 
correspondant à des progéniteurs neuronaux issus de l’hippocampe d’embryons de rat cultivés 
dans des conditions de carence en folates. La pertinence de ce modèle est soulignée par le fait 
que les progéniteurs présentent les principales caractéristiques des neurones de l’hippocampe 
au cours du développement in vivo. De plus, la structure hippocampique est particulièrement 
sensible aux modifications environnementales – dont l’homocystéine – et elle est affectée 
dans les pathologies associant des troubles de la cognition. Nous avons également exploité le 
modèle in vivo de rat carencé en vitamine B12, B9 et choline associé ou non à un bref 
conditionnement hypoxique néonatal.  

Conformément aux objectifs que nous nous sommes fixés, la section expérimentale du 
mémoire de thèse se décline en trois parties qui s’articulent autour de 5 publications : 

Première partie : Plasticité cérébrale et carence en donneurs de méthyles 
1. Une carence en folate altère la différenciation et la plasticité de neuroprogéniteurs via 

les voies épigénétiques et l’homocystéinylation ; 
 

2. Une carence en donneurs de méthyles modifie la neuroplascticité cérébelleuse 
dépendante des synapsines via une altération de la voie des récepteurs aux 
œstrogènes ; 

 
Deuxième partie : Conditionnement hypoxique néonatal 

3. Un conditionnement hypoxique néonatal bref améliore les fonctions cognitives et les 
propriétés tissulaires cérébrales chez le rat adulte – Mise en évidence d’un 
dimorphisme sexuel 
 

4. Une brève hypoxie néonatale confère une résistance à la sénescence cérébrale chez les 
rats mâles âgés associée avec une augmentation de la plasticité synaptique et une 
amélioration des performances mnésiques 
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Troisième partie : Programmation fœtale et vieillissement 
5. Programmation fœtale et vieillissement cérébral : influences conjuguées d’une carence 

gestationnelle en donneurs de méthyles et d’un conditionnement hypoxique périnatal
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Résultats I 
Plasticité cérébrale et 
carence en donneurs 

de méthyles  
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PREMIERE PARTIE: Une carence en folate altère la différenciation et la plasticité de 
neuroprogéniteurs via les voies épigénétiques et l’homocystéinylation. 
 
OBJECTIFS DE LA PUBLICATION 1 
 
Les folates (Vitamine B9) constituent un micronutriment essentiel au développement cérébral 
et à l’homéostasie neuronale (Van der Put et al., 2001 ; Ellison et al.,2004) et sa déficience en 
période péri-conceptionnelle puis dans les premières semaines de la grossesse a été associée à 
un risque plus élevé d’anomalies du développement, en particulier d’anomalies de fermeture 
du tube neural (Van der Put et al., 2001). Sous la forme de 5-méthyltétrahydrofolate, la 
vitamine B9 permet la reconversion de l’homocystéine en méthionine via la méthionine 
synthase qui utilise la vitamine B12 comme cofacteur. Une déficience en ces vitamines 
nécessaires au bon fonctionnement du cycle des monocarbones (cycle de l’homocystéine) 
conduit à une augmentation anormale du taux d’homocystéine et à une diminution de S-
adenosylméthionine (SAM). Les conséquences neuronales de ces avitaminoses sont un 
déséquilibre entre prolifération cellulaire et différenciation neuronale (Kruman et al., 2005 ; 
Battaglia-Hsu et al., 2009 ; Akchiche et al., 2010) et une augmentation de l’apoptose, 
phénomènes qui se traduisent au niveau cérébral par une atrophie de l’hippocampe et un 
déficit cognitif (Blaise et al., 2007 ; Daval et al., 2009). Outre les effets neurotoxiques de 
l’accumulation de l’homocystéine dans les cellules favorisant le stress cellulaire, la 
diminution de la SAM, donneur de méthyle pour les réactions de transméthylation, influence 
directement la synthèse de petites molécules méthylées ainsi que les régulations épigénétiques 
en lien avec la méthylation de l’ADN et des histones. Bien que certains mécanismes sous-
jacents aient été élucidés, les données issues des essais de supplémentation demeurent 
toutefois contrastées (Balk et al., 2007 ; Durga et al., 2007 ; Wald et al., 2010). Afin de 
mieux comprendre les processus altérés lors d’une carence en folates, nous avons utilisé un 
modèle de progéniteurs hippocampiques (lignée H19-7 décrite par Eves et al., 1992) cultivés 
en absence de vitamine B9, et nous avons étudié les mécanismes moléculaires intervenant 
dans les voies de prolifération/différenciation ainsi que l'altération de protéines fonctionnelles 
impliquées dans le trafic vésiculaire et la neuroplasticité. Un objectif complémentaire étant de 
confirmer nos principaux résultats sur un modèle de carence gestationnelle en donneurs de 
méthyles (B9, B12 et choline) validé (Blaise et al., 2007 ; Daval et al., 2009). 
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SUMMARY 

Despite the key role of folate deficiency in neural tube defects and neurodegenerative 

disorders, little is known on the underlying mechanisms related with neuronal development 

and homeostasis. We therefore studied the consequences of folate deficit on proliferation, 

differentiation and plasticity of hippocampal neuroprogenitors. Folate deprivation reduced 

proliferation and sensitized progenitors to differentiation-associated apoptosis. Decreased 

production of S-adenosylmethionine and altered HDAC expression led to epigenetic 

dysregulations of key proneural bHLH factors that impair the differentiation program. 

Differentiation, vesicular transport and synaptic plasticity were dramatically affected, with 

poor neurite outgrowth and alterations of major cytoskeleton proteins. Increased 

homocysteine levels consecutive to folate shortage produced homocysteinylation of actin and 

kinesin and subsequent formation of protein aggregates, a common feature of many 

neurodegenerative diseases, and we report for the first time that folate deficiency leads to 

patent aggregation of neuronal proteins by a new mechanism involving homocysteine, as 

confirmed in an in vivo model. 
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INTRODUCTION 

Brain development is highly sensitive to nutritional conditions. A large body of evidence 

supports that maternal denutrition can affect fetal brain and predispose the offspring to a wide 

range of pathologies (Oliver et al., 2007; McMillen et al., 2008). The micronutrient folate 

(vitamin B9) is essential to brain development and neuronal homeostasis (Van der Put et al., 

2001; Ellinson et al., 2004), and folate deficiency is one of the commonest vitamin 

deficiencies worldwide, especially in pregnant women. In the methionine cycle of the one-

carbon metabolism, metabolic product of folate, 5-methyltetrahydrofolate, provides a methyl 

group to reconvert homocysteine back to methionine by the vitamin B12-dependent 

methionine synthase (Finkelstein, 1998). A deficiency in either folate, vitamin B12 or both 

produces an elevation of homocysteine and a decrease in S-adenosylmethionine (SAM) 

production. This was associated with hippocampus atrophy, rarefaction of microvasculature, 

neuronal and glial apoptosis, imbalanced proliferation/differentiation of neuronal cells as well 

as cognitive impairments in rodents (Blaise et al., 2007; Troen et al., 2008; Daval et al., 2009; 

Battaglia-Hsu et al., 2009). Folate deficiency was linked with various developmental 

pathologies, including neural tube defects (Van der Put et al., 2001; Pitkin, 2007). It was 

shown to inhibit the proliferation of neuronal progenitors both in vitro and in vivo, while 

newly-generated neurons were more prone to oxidative damage and apoptosis (Kruman et al., 

2002, 2005; Zhang et al., 2008). Independently of folate deprivation, cell exposure to high 

concentrations of homocysteine has neurotoxic effects through mechanisms that include 

reticulum and oxidative stress as well as excitotoxicity (Kruman et al., 2000; Mattson and 

Shea, 2003; Obeid and Herrmann, 2006). Since SAM is the universal substrate of 

transmethylation reactions, its reduction influences directly the synthesis of small methylated 

molecules and the epigenetic mechanisms related with DNA and histone methylations. 

Beyond this, most of the known cellular effects triggered by folate deficiency cannot provide 
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a satisfactory mechanistic explanation for the contrasted results of interventional trials (Balk 

et al., 2007; Durga et al., 2007; Wald et al., 2010), and cellular and molecular events that 

definitely precipitate neuronal defects need to be better understood. Thus, the present study 

aimed to investigate the consequences of folate deficiency on the fate of hippocampal 

neuroprogenitors by using the rat H19-7 embryonic cell line (Eves et al., 1992; Akchiche et 

al., 2010), with a special focus on the molecular mechanisms underlying 

proliferation/differentiation and the alteration of functional proteins involved in synaptic 

trafficking and plasticity. Additionally, a validated model for methyl donor deficiency in 

developing rats (Blaise et al., 2007; Daval et al., 2009) was used to confirm our most salient 

observations in vivo. 

RESULTS 

Folate deficiency affects the one-carbon metabolism in progenitors and is associated 

with elevated homocysteine 

To validate the experimental model, concentrations of folate, vitamin B12 and homocysteine 

were measured in both control and folate-deficient cells. As expected, concentrations of 

vitamin B9 were considerably reduced in deficient cells (Figure 1), despite the presence of B9 

in fetal calf serum (30.0±6.4 nmol/L, finally corresponding to 0.25±0.01 nmol/L in the culture 

medium). In parallel, the level of vitamin B12 was slightly elevated in 13h-differentiated 

neurons, and homocysteine amounts were increased by more than two-fold. Homocysteine 

can be either remethylated to methionine by methionine synthase (MTR) with the 

participation of methylene-tetrahydrofolate reductase (MTHFR) or metabolized by 

cystathionine β-synthase (CBS) through the transsulfuration pathway, but CBS activity was 

not detected in these cells, compared with liver HepG2 cells. Consequently, SAM 

concentration and MTHFR activity were significantly lower, while MTR activity was 

maintained. This was preceded by a reduced expression of the two enzymes in early hours of 
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differentiation, with no significant changes at 13h (Figures 1J,K). Finally, the methylation 

index reflected by the S-adenosylmethionine/S-adenosylhomocysteine ratio (SAM/SAH) 

dropped in folate-deficient neurons (Figure 1I). 

Folate deficiency inhibits proliferation and migration of progenitors and makes them 

more sensitive to differentiation-associated cell death 

At the permissive temperature of 33°C, the rate of proliferation in folate-deficient cells was 

reduced by 17% starting from the third day of culture (Figure 2A). Concomitantly, the 

capacity of migration was reduced by 50% and remained lower than controls (Figure 2B). 

After induction of differentiation, cell viability gradually decreased under control conditions 

(Figure 2C). The percentage of Apostain-positive cells – indicative of apoptosis-associated 

single-strand DNA – increased with time (Figure 2D). Folate deficiency augmented 

significantly the number of apoptotic cells. A progressive disruption of mitochondrial 

membrane potential was recorded in cells after induction of differentiation (Figure 2E). In 

folate-deficient progenitors, the loss of mitochondrial membrane potential was higher at 13h 

and 24h of differentiation, when a significant increase in the number of Apostain-positive 

cells was observed. Also, the expression of active caspase-9 and caspase-3 was highly 

stimulated in folate-deficient cells (Figure 2F). 

Total catalytic Protein Phosphatase 2A (PP2Ac) expression was high when differentiation was 

induced, and then decreased 13h later (Figure 2F). PP2Ac was dramatically repressed in 

deficient cells. Differentiation of progenitors in control conditions was associated with a 

stable expression of cyclin E and a concomitant decreased expression of cdk2 in 13h-

differentiated neurons. Folate deficiency enhanced cyclin E expression in the first hours of 

differentiation without changes in cdk2 levels. Conversely, cdk2 expression was repressed at 

13h in deficient cells, suggesting an arrest of the cell cycle, while cyclin E levels remained 
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high. Quantitative changes in protein amounts are provided in Supplemental Information 

(Figure S2). 

Folate deficiency alters progenitor differentiation 

As compared to control conditions, folate deficit did not modify the temporal expression of 

NeuroD (immature neurons) but increased NeuN (mature neurons) at 24h (Figure 3A). 

Analysis of cell morphology revealed that folate deficiency was associated with a lesser 

characteristic neuronal (stellate) morphology. Impaired differentiation was further suggested 

by a significant reduction of cell processes. In deficient cells, polysialylated neural cell 

adhesion molecule (PSA-NCAM) − involved in cell motility and axonal growth − was less 

expressed and its presence was more restricted to cell bodies (Figure 3B). Further phenotypic 

characterization of cells showed that differentiated neurons were glutamatergic both in control 

and in deficiency conditions, as shown by the presence of vesicular glutamate transporter 2 

(VGluT2). Again, the presence of VGluT2 in folate-deficient cells was dramatically reduced 

in neurites. 

Folate deficiency affects progenitor fate through epigenetic dysregulations of the 

neurogenic program 

Proneural genes encode bHLH transcription factors which are epigenetically regulated and are 

key determinants of neuronal fate (Kageyama et al., 2005). In our model, folate deficiency 

was associated with an increased expression of Mash1 and NeuroD, suggesting an accelerated 

differentiation process, whereas Neurogenin3 expression was reduced (Figures 3C and S3). In 

parallel, more mRNA transcripts of HDAC4 − known as a repressor of neuronal 

differentiation − were present in deficient cells (Figure 3D). 

Folate deficiency affects progenitor differentiation through alterations of cytoskeleton 

components 
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Apparent alterations of neuronal differentiation as well as ectopic localization of various 

important proteins prompted us to investigate cytoskeleton major components. 

Amounts of microtubule proteins -tubulin, α-tubulin, and especially acetylated α-tubulin, 

which are normally ideally suited as tracks to deliver vesicles and organelles to distal cellular 

regions, as well as amounts of microtubule-associated proteins Map2 were significantly 

reduced in B9-deficient cells (Figures 4A and S4). Interestingly, B9 deficiency was associated 

with reduced levels of the mature components Map2A/B, along with higher levels of the 

immature isoform Map2C. Immunohistochemical analyses showed a disorganization of the 

cytoskeleton, with abnormal filopodias, a lack of cell polarity that requires acetylated α-

tubulin, and a perinuclear distribution of most proteins (Figures 4B-D). 

Whereas cell treatments by the inhibitor of DNA methyltransferase, 5-aza-cytidine (5-aza), or 

by the inhibitor of histone deacetylase (HDAC), suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA), 

had no effect on the expression of -tubulin, SAHA increased significantly α-tubulin total 

levels and particularly acetylated α-tubulin levels in deficient cells. Such changes were 

accompanied by a slight, but noticeable improvement of cell polarity, with longer processes 

containing α-tubulin (Figure 4E). SAHA had little effect on Map2, while the treatment by 5-

aza raised the levels of Map2C both in control and folate-deficient cells. 

Folate deficiency is associated with actin homocysteinylation and subsequent 

aggregation 

Amounts of actin (microfilaments) were reduced in deficient cells, with a noticeable 

restoration following treatment with 5-aza (Figures 5A and S5). However, no difference was 

shown for RNA transcripts (Figure 5B), suggesting post-translational modifications upon B9 

deficiency. Actin was found to strikingly co-localize with homocysteine, along with the 

appearance of obvious cellular aggregates (Figure 5C). We therefore tested the hypothesis of 

protein homocysteinylation by co-immunoprecipitation experiments. Homocysteine 
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immunoprecipitation followed by homocysteine Western blot analysis revealed a number of 

proteins associated with homocysteine both in proliferating and differentiated cells (Figure 

S5D). 

While we did not detect any interaction of homocysteine with either α-tubulin or -tubulin 

(not shown), a prominent interaction of homocysteine with actin was demonstrated either by 

homocysteine precipitation followed by actin immunodetection or by actin precipitation 

followed by homocysteine detection (Figures 5E and S5E), and was further confirmed by the 

Duolink® in situ proximity ligation assay that showed a significant increase of fluorescent 

signals in deficient cells compared to controls (Figure 5D). Since the procedure is based on a 

stoichiometric reaction, each dot corresponds to a physical interaction between actin and 

homocysteine. According to co-immunoprecipitation and Duolink® experiments, the fraction 

of actin linked to homocysteine was calculated to be 64.7±4.3% in B9-deficient cells vs 

12.3±2.7% in controls. Actin was constantly identified by mass spectrometry among 

immunoprecipitated proteins using an immobilized anti-homocysteine antibody. We analyzed 

in detail the possible modifications carried by this protein in B9-deficient cells. As shown in 

Figure S5G, we identified the lysine residue K359 (conserved among the actin family) as 

being N-homocysteinylated. The non-modified peptide was also found in the protein digests. 

In addition, co-immunoprecipitations showed the presence of several protein components of 

lower molecular weights (Figure 5E, arrows), possibly indicative of increased actin 

breakdown. Accordingly, in the presence of the proteasome inhibitor MG132, actin amounts 

were more elevated in deficient cells. Finally, inhibition of MAP kinase, a pathway previously 

shown to be involved in differentiation-associated cell death, by PD98059 led to lower levels 

of actin in controls that were no longer different from deficient cells (Figures 5F and S5B). 

Folate deficiency affects motor proteins with kinesin homocysteinylation, and impairs 

vesicular transport and synaptic functions 
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The motor proteins kinesin and dynein also appeared to be highly affected by folate 

deficiency (Figures 6A and S6A). Their global expression was lower than in controls, and 

their presence in neurites was reduced. While cell treatment by 5-aza had no obvious effect on 

the expression of motor proteins in deficient cells, SAHA increased levels of dynein and 

tended to improve neurite growth. Dynein did not co-immunoprecipate with homocysteine 

(not shown), but kinesin did (Figure 6B). It is noteworthy that kinesin was detected at 124 

kDa in differentiated control cells, but was present at 75 kDa in all deficient cells as well as in 

proliferating controls, possibly suggesting the existence of a non-mature isoform. Kinesin 

homocysteinylation was confirmed by Duolink® assay (Figure 6D). The fraction of kinesin 

linked to homocysteine was calculated to be 63.3±17.9% in deficient cells vs 4.2±1.2% in 

controls. Adverse effects associated with increased protein homocysteinylation in folate-

deficient cells were reflected by reduced interactions with physiological partner proteins 

(vinculin and β-tubulin for actin and kinesin, respectively) (Figures 5G,H, 6E,F). Functional 

disabilities were further supported by the perinuclear localization of cargo synapsins normally 

anterogradly transported by kinesin (Figure S6). 

Other functional capacities of differentiated hippocampal neurons were found to be altered, as 

reflected by the expression and clustering of PSD-95 (postsynaptic density-95 kDa protein) 

normally present at the postsynaptic side of excitatory synapses and which plays a key role in 

the regulation of glutamate receptor targeting and trafficking (Petralia et al., 2005), and also 

by the labeling of the lumenal part of synaptotagmin I, a Ca2+-binding protein enriched in 

synaptic vesicles and known to be essential for synaptic vesicle exocytosis and endocytosis in 

neurons (Sudhof, 2004) (Figure 6G). 

Protein homocysteinylation, aggregation, and functional disabilities were corroborated 

in vivo in rats early exposed to methyl donor deficiency 
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Methyl donor deficiency was evidenced at weaning by reduced plasma concentrations of 

folate and vitamin B12, increased homocysteinemia, and decreased of the methylation index 

SAM/SAH (Figure S7). 

Traces of homocysteine were present as early as embryonic day 20 (E20) in the hippocampus 

of control rats, and homocysteine increased with age (Figure 7A). Higher amounts of 

homocysteine could be observed in methyl donor deficient (MDD) pups at E20 and then at 

weaning, time at which animals started to receive standard food. Most importantly, 

homocysteine accumulation was still much more patent in previously MDD rats at 450 days 

of age, with a colocalization with both actin and kinesin, and the presence of colabeled protein 

aggregates, as it was the case in cultured progenitors (Figure 7A). Finally, the Duolink® in 

situ proximity ligation assay confirmed higher interactions between homocysteine and the two 

proteins in the hippocampus of MDD rats (Figures 7B,C).  

At the functional level, hippocampus is a key structure underlying learning-memory 

capacities and it is known that reorganization of the actin cytoskeleton is essential for synaptic 

plasticity and memory formation. Success in the homing test increased in both groups during 

development of pups from day 5 to day 14, reflecting a learning process (Figure 7D). But 

while 42% of MDD pups were successful in the test at 14 days of age with a day-by-day 

improvement average score of 5%, control pups showed two-fold greater performances at 14 

days, with a day-by-day improvement average score of 12% (p=0.0075). These results were 

confirmed nearly 4 weeks later with the learning performances in a visuo-spatial maze test. 

Actually, despite both groups of animals improved their abilities to escape the maze day after 

day (Figures 7E,F), MDD rats needed more trials to reach controls’ scores, with significant 

differences recorded every day of test for escape latency (0.015<p<0.0001), and at days 2 and 

3 for number of errors (p=0.024 and p=0.0075, respectively). As a whole, these results 

suggest a strong reduction in neurocircuitry functioning in MDD pup hippocampus. 
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DISCUSSION 

Our study showed that folate deprivation can markedly affect hippocampal progenitor 

proliferation, migration, differentiation, survival and synaptic plasticity. This occurs through 

altered protein expression and signalling related with epigenetics and dramatic 

homocysteinylation of proteins involved in elongation and stabilization of axons and 

dendrites, cell polarity and trafficking. 

Deleterious effects of folate deprivation involve various mechanisms. According to our 

observations, they are tentatively summarized in Figure S1. Impaired remethylation of 

homocysteine and its subsequent accumulation were reported to sensitize hippocampal 

neurons to excitotoxicity, oxidative stress, and to promote apoptosis (Kruman et al., 2000, 

2002). In our study, folate deficiency sensitized neuroprogenitors to differentiation-associated 

cell death through the activation of the mitochondrial apoptosis pathway. PP2A, a major 

cellular phosphatase, can either induce or prevent apoptosis via Akt, depending on what other 

signals the cell is receiving (Andrabi et al., 2007). PP2A has been shown to be activated by 

methylation of its catalytic subunit, and its activation occurs in response to DNA damage. In 

folate deficiency conditions, PP2Ac expression decreased after induction of differentiation. 

PP2A was shown to regulate the activities of G1 cyclin-dependent kinases (Yan and Mumby, 

1999) and, in our study, repression of PP2A in folate deficient H19-7 cells, along with cyclin 

E overexpression could participate to the sensitization of progenitors to differentiation-

associated death. 

Differentiation of functional neurons requires the regulated expression of specific gene sets 

with a number of precisely orchestrated steps. Epigenetic modifications of both DNA and 

histones are emerging as fundamental mechanisms by which neurons adapt their 

transcriptional response to developmental and environmental cues (Hirabayashi and Goto, 

2010). As expected, folate deficiency increased homocysteine and decreased SAM 
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availability as well as the SAM/SAH ratio. Alterations in transmethylation reactions are 

critical for epigenetic modifications and for the synthesis of many substrates. Proneural 

proteins synergistically regulate target genes that control multiple aspects of the neurogenic 

process (Castro et al., 2006). Folate deficiency disrupted this process by altering, among 

others, expression patterns of bHLH proteins, leading to impaired neuronal differentiation. 

We showed that folate deficiency increased the expression of the epigenetic regulator HDAC4 

that participates to silence the expression of key neurogenic transcription factors and of cell 

cycle regulators. Accordingly, pharmacological inactivation of HDAC leads to enhancement 

of neuronal differentiation (Yu et al., 2009). This was confirmed in our model by using the 

inhibitor SAHA that improved progenitor differentiation. 

Synapse dysfunctions and degeneration occur early in the pathogenesis of various 

neurological diseases (Mattson et al., 2000). Folate and SAM were reported to modulate 

synaptic activity of cortical neurons in vitro (Serra, 2008). We showed that folate deficiency 

markedly impaired progenitor differentiation, synaptic activity and plasticity. As a 

consequence, dendrites were particularly affected. Dendritic spines are the primary recipients 

of excitatory input in the brain, and maturation of functional post-synaptic compartments 

involves specialized machinery for clusters in dendrites which then will form part of 

functional synapses (Bourne and Harris, 2008). Clustering of PSD-95 would be directly 

linked to neuronal activity and synaptic integrity in hippocampal neurons (Farías et al., 2009), 

and its level was significantly reduced in folate-deficient progenitors. The same observation 

was made for the lumenal domain of synaptotagmin I which has been shown to label 

recycling synapses (Kraszewski et al., 1995). 

One of the most salient features in the present study was the demonstration of dramatic 

alterations of the cytoskeleton, in line with a strongly increased homocysteinylation of several 

proteins and subsequent aggregation. Differentiation of neurons involves marked 
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reorganization of the cytoskeleton relating actin filaments which regulate growth cone 

behaviors, and microtubule components participating in elongation and stabilization of axons 

and dendrites (Mattson, 1999). Changes in microtubule and actin dynamics are sufficient to 

alter axon and dendrite specification and development as well as cell polarity (Conde and 

Caceres, 2009). Also, synaptic cargo trafficking is essential for synapse formation, function 

and plasticity (Schlager and Hoogenraad, 2009). All the components studied were markedly 

affected in deficient progenitors, along with altered expression and distribution of synapsins 

and VGluT2. Reduced expression of the cytoskeleton proteins could not be attributed to 

changes in methylation/acetylation of their promoters since 5-aza and SAHA gave rise to 

similar protein expressions in control and deficient cells. SAHA increased levels of acetylated 

α-tubulin in deficient cells and thus improved cell polarity and neurite outgrowth likely 

through the inhibition of HDAC6. Unlike other histone deacetylases with chromatin 

remodeling activity, HDAC6 is known to catalyze deacetylation of cytoplasmic substrates, 

including α-tubulin (Hubbert et al., 2002), and dynein is necessary for the transport of 

HDAC6 (Kawaguchi et al., 2003). In good agreement with our observations, low folate was 

related to failure of post-translational methylation of the cytoskeleton required for neural 

tissue differentiation (Bjorklund and Gordon, 2006). Finally, the lower expression of 

cytoskeleton components under folate deficiency may be linked to increased protein 

degradation via the proteasome, as suggested by our experiments using the proteasome 

inhibitor MG132. 

Homocysteine thiolactone is a metabolite of homocysteine reacting with amine groups to 

form N-homocysteinylated proteins that contribute significantly to homocysteine cytotoxicity 

(Sibrian-Vasquez et al., 2010). Homocystenylation was described for plasmatic proteins in 

healthy individuals (Jakubowski et al., 2008) and in hyperhomocysteinemic patients who 

display double the level of homocysteinylated proteins (Perna et al, 2006). Very recently, 
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homocysteinylation of non-plasmatic proteins was reported, affecting functional properties of 

fibrillin-1 and tropoelastin (Hubmacher et al., 2010). Under folate deficiency, we showed for 

the first time, both in vitro and in vivo, homocysteinylation of neuronal proteins, as confirmed 

by several technical procedures. Whereas actin and kinesin baseline homocysteinylation could 

be depicted in progenitors under control condition, it was dramatically increased under folate 

deprivation, leading to aggregation and undoubtedly to impaired functions. Significance of 

neuronal protein homocysteinylation was supported in vivo by long-lasting interaction of actin 

and kinesin with homocysteine, along with protein aggregates and altered cognitive capacities 

in rats early exposed to methyl donor deficiency. 

In conclusion, folate deficiency affects the regulation of the neurogenic program and impairs 

neuroprogenitor differentiation, vesicular transport, neuron plasticity and synaptic functions 

through alterations of major cytoskeleton components. Protein aggregation is a common 

feature of many brain pathologies (Dohm et al., 2007; Irvine et al., 2008; Aguzzi and 

O’Connor, 2010), and we report a new mechanism of neuronal protein aggregation with the 

participation of homocysteine. The prominent homocysteinylation of neuronal proteins and 

their subsequent aggregation certainly constitute a major adverse effect in response to folate 

deficiency. 

 

EXPERIMENTAL PROCEDURES 

Cultures 

H19-7/IGF-IR cell line (ATCC# CRL-2526) was conditionally immortalized from embryonic 

day 17 rat hippocampi with a temperature sensitive SV40 large T antigen (Eves et al., 1992). 

Cells were cultured and allowed to differentiate as previously described (Akchiche et al., 

2010). Details are provided in Supplemental Experimental Procedures. 
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When used, 5-aza, (a DNA methyltransferase inhibitor, Sigma-Aldrich), SAHA, (a histone 

deacetylase inhibitor, Aton Pharma), MG132 (a proteasome inhibitor, Enzo Life Sciences) 

and PD98059 (a MEK inhibitor, Calbiochem) were added to the differentiation medium and 

kept until 13h of differentiation. 

One-carbon metabolism 

13h after induction of differentiation, cultured cells were harvested and lysed at 4°C in 100 

mM potassium phosphate buffer (pH 7.3) containing protease inhibitors (Sigma-Aldrich), and 

proteins were quantified according to Bradford (1976). Concentrations of folate and B12 were 

monitored by radio-dilution isotope assay (simulTRAC-SNB, ICN Pharmaceuticals) 

according to Chery et al. (2002). Homocysteine concentrations were measured by fluorescent 

polarization immunoassay (IMX system, Abbott) (Amouzou et al., 2004). 

MTR and CBS activities were monitored on samples corresponding to 400 µg of total proteins 

as described by Blaise et al. (2005). MTHFR activity was measured as reported by Kutzbach 

and Stokstad (1971). The concentrations of SAM and SAH were measured in cell extracts by 

high-performance liquid chromatography and by using a range of standards as described by 

Blaise et al. (2005).  

Cell viability and migration 

Cell viability was assessed by the measurement of intracellular ATP using the CellTiter-Glo® 

luminescent viability assay (Promega) as reported by Akchiche et al. (2010). Mitochondrial 

membrane permeability was evaluated by the MitoCapture™ assay kit (Calbiochem), as 

described by Akchiche et al. (2010). The assay is based on the disruption of the mitochondrial 

inner-membrane electrochemical potential using a fluorescent cationic dye. 

The presence of apoptosis was assessed in cells previously fixed in 4% paraformaldehyde by 

the Apostain® method using monoclonal antibody to single-strand DNA (F7-26 from calf 

thymus ssDNA, AbCys SA) after DNA denaturation by heating in the presence of 50% 
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formamide at 56°C for 30 min, as originally reported by Frankfurt and Krishan (2001). Cells 

were incubated for 30 min at 37°C with Apostain F7-26 monoclonal antibody (AbCys SA, 

1/10). They were then rinsed and incubated with AlexaFluor-conjugated anti-mouse IgM 

(1/750, Molecular Probes), and cell nuclei were counterstained by the fluorescent dye 4,6-

diamidino-2-phenylindole (Dapi, 0.5 μg/mL, Sigma-Aldrich). 

For the monitoring of cell migration, cells were plated at a density of 5x105 cells per well in 

6-well plates, and were allowed to proliferate at the permissive temperature. 24h later, a 

"scratch" was produced in the middle of the well, and half of the cells were removed with a 

rubber policeman (Liang et al., 2007). Cells were then observed and photographed everyday, 

and the average distance of migration was assessed by using Cell® analysis software 

(Olympus). 

Immunohistochemistry 

Cells cultured on poly-L-lysine-precoated glass coverslips were washed, fixed with 4% 

paraformaldehyde, and permeabilized with 0.1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich), as reported 

by Akchiche et al. (2010). Detailed procedure and the list of antibodies used are provided in 

Supplemental Experimental Procedures. 

Western blotting 

Western blot analyses were performed using standard procedure with chemiluminescence 

using ECL system (Amersham Biosciences), as previously detailed (Akchiche et al., 2010). 

The list of antibodies used is provided in Supplemental Experimental Procedure. 

Protein interactions 

To assess homocysteine interaction with proteins, co-immunoprecipitation experiments were 

performed by means of a Pierce® Co-Immunoprecipitation commercial kit (Thermo 

Scientific Pierce). This optimized method enables isolation of native protein complexes from 

a lysate by directly immobilizing purified antibodies onto an agarose support, and was shown 
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to prevent antibody interference (Howell et al., 2006). Actin co-immunoprecipitation was 

analyzed by mass spectrometry. Tryptic peptides were obtained from immunoprecipitated 

proteins as described (Ren et al., 2009) and separated using a nano-chromatography system 

(Easy nLC, Proxeon) connected online to a LTQ Velos Orbitrap (ThermoFisher) mass 

spectrometer. Separation conditions were as in Ren et al. (2009). MS spectra were acquired on 

the Orbitrap analyser at resolution mode R=30000. After each MS spectrum, an automatic 

selection of 20 most intense precursor ions was activated with 15 sec dynamic exclusion delay 

to acquire MS/MS spectra on the LTQ Velos analyser, using CID fragmentation mode at 35% 

relative resonant activation energy for 40 msec. Spectra were analyzed using Mascot 2.3.2 

(Matrix Science), see Supplemental Experimental Procedures. 

In addition, the “proximity ligation” assay (Duolink® in situ PLATM reagents, Olink 

Bioscience) was used to visualise and quantify protein interactions in situ. A pair of 

oligonucleotide labeled secondary antibodies (PLA probes) generates a signal only when the 

two probes have bound in close proximity. The signal from each detected pair is visualised as 

an individual fluorescent dot. The PLA signals can be counted and assigned to a specific 

subcellular location based on microscopy images (Olympus BX51WI microscope with 

BlobFinder freeware from the Centre for Image Analysis, Uppsala University). 

Real-time quantitative RT-PCR 

Total RNA was purified using the RNeasy Lipid Tissue kit (Qiagen). PCR was performed 

using the Quantitect SYBR Green PCR kit from Qiagen and the LightCycler 480 instrument 

(Roche Diagnostics). See Supplemental Experimental Procedures for detailed methods and 

primer sequences. 

Animal studies 

In vivo, experiments were conducted in accordance with the N.I.H. Guide for the Care and 

Use of Laboratory Animals on a validated animal model of methyl donor deficiency (Blaise et 
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al., 2007, Daval et al., 2009). One month before mating, adult female Wistar rats (Charles 

River) were fed either standard diet (n=6) (Maintenance diet M20, Scientific Animal Food 

and Engineering) or a MDD diet lacking vitamin B12, folate and choline (n=6) (Special Diet 

Service), as described by Blaise et al. (2007). At the end of the gestation, 20-day-old embryos 

(E20) were obtained from 2 MDD and 2 control dams. Otherwise, the assigned diet was 

provided to the dams until weaning of the offspring (postnatal day 21). At this time, rat pups 

were randomly chosen in the different litters (5 controls and 5 MDD); they were euthanized, 

and their brains rapidly harvested, frozen in methylbutane at -30°C and stored at -80°C. In 

addition, intracardiac blood samples were drawn for the measurement of plasma 

concentrations of vitamins B9, B12 and homocysteine as described above. The remaining 

pups were kept under standard conditions until 450 days of age. Immunohistochemistry was 

performed on cryostat-generated 20-μm sagittal brain sections mounted onto glass slides.  

Behavioral tests (homing test and multiple T-maze) were performed between postnatal days 5 

and 44 in order to evaluate the rats’ cognitive performances as previously described (Hoeger 

et al., 2000, 2006). Detailed procedures are described in Supplemental Experimental 

Procedures. 

Statistical analysis 

Data were analyzed with Statview 5 software for Windows (SAS Institute). They were 

compared by using one-way analysis of variance (ANOVA) with Fisher’s test. P-value <0.05 

was considered to indicate significance. 

112



 

References  

Aguzzi, A., and O'Connor, T. (2010). Protein aggregation diseases: pathogenicity and 

therapeutic perspectives. Nat. Rev. Drug Discov. 9, 237-248. 

Akchiche, N., Bossenmeyer-Pourié, C., Pourié, G., Koziel, V., Nédélec, E., Guéant, J.L., and 

Daval, J.L. (2010). Differentiation and neural integration of hippocampal neuronal 

progenitors: Signaling pathways sequentially involved. Hippocampus 20, 949-961. 

Amouzou, E.K., Chabi, N.W., Adjalla, C.E., Rodriguez-Guéant, R.M., Feillet, F., Villaume, 

C., Sanni, A., and Guéant, J.L. (2004). High prevalence of hyperhomocysteinemia related 

to folate deficiency and the 677C-->T mutation of the gene encoding 

methylenetetrhydrofolate reductase in coastal West Africa. Am. J. Clin. Nutr. 79, 619-624. 

Andrabi, S., Gjoerup, O.V., Kean, J.A., Roberts, T.M., and Schaffhausen, B. (2007). Protein 

phosphatase 2A regulates life and death decisions via Akt in a context-dependent manner. 

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 104, 19011-19016. 

Battaglia-Hsu, S.F., Akchiche, N., Noel, N., Alberto, J.M., Jeannesson, E., Orozco-Barrios, 

C.E., Martinez-Fong, D., Daval, J.L., and Guéant, JL. (2009). Vitamin B12 deficiency 

reduces proliferation and promotes differentiation of neuroblastoma cells and up-regulates 

PP2A, proNGF, and TACE. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 106, 21930-21935. 

Balk, E.M., Raman, G., Tatsioni, A., Chung, M., Lau, J., and Rosenberg, I.H. (2007). Vitamin 

B6, B12 and folic acid supplementation and cognitive function: a systematic review of 

randomized trials. Arch. Intern. Med. 167, 21-30. 

Bjorklund, N.K., and Gordon, R. (2006). A hypothesis linking low folate intake to neural tube 

defects due to failure of post-translation methylations of the cytoskeleton. Int. J. Dev. Biol. 

50, 135-141. 

113

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20190788
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20190788
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19959661
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19959661
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19959661


 

Blaise, S., Alberto, J.M., Nédélec, E., Ayav, A., Pourié, G., Bronowicki, J.P., Guéant, J.L., 

and Daval, J.L. (2005). Mild neonatal hypoxia exacerbates the effects of vitamin-deficient 

diet on homocysteine metabolism in rats. Pediatr. Res. 57, 777-782. 

Blaise, S.A., Nédélec, E., Schroeder, H., Alberto, J.M., Bossenmeyer-Pourié, C., Guéant, J.L., 

and Daval, J.L. (2007). Gestational vitamin B deficiency leads to homocysteine-associated 

brain apoptosis and alters neurobehavioral development in rats. Am. J. Pathol. 170, 667-

679. 

Bourne, J.N., and Harris, K.M. (2008). Balancing structure and function at hippocampal 

dendritic spines. Annu. Rev. Neurosci. 31, 47-67. 

Bradford, M.M. (1976). A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram 

quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal. Biochem. 72, 

248–254. 

Castro, D.S., Skowronska-Krawczyk, D., Armant, O., Donaldson, I.J., Parras, C., Hunt, C., 

Critchley, J.A., Nguyen, L., Gossler, A., Göttgens, B., Matter, J.M., and Guillemot, F. 

(2006). Proneural bHLH and Brn proteins coregulate a neurogenic program through 

cooperative binding to a conserved DNA motif. Dev. Cell 11, 831-844. 

Chery, C., Barbe, F., Lequere, C., Abdelmouttaleb, I., Gérard,, P., Barbarino, P., Boutroy, 

J.L., and Guéant, J.L. (2002)Hyperhomocysteinemia is related to a decreased blood level 

of vitamin B12 in the second and third trimester of normal pregnancy. Clin. Chem. Lab. 

Med. 40, 1105-1108. 

Conde, C., and Caceres, A. (2009). Microtubule assembly, organization and dynamics in 

axons and dendrites. Nat. Rev. Neurosci. 10, 319-332. 

Daval, J.L., Blaise, S., and Guéant, J.L. (2009). Vitamin B deficiency causes neural cell loss 

and cognitive impairment in the developing rat. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 106, E1. 

114

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17141158
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17141158
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19106288?ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19106288?ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum


 

Dohm, C.P., Kermer, P., and Bähr, M. (2008). Aggregopathy in neurodegenerative diseases: 

mechanisms and therapeutic implication. Neurodegener. Dis. 5, 321-338. 

Durga, J., van Boxtel, M.P., Schouten, E.G., Kok, F.J., Jolles, J., Katan, M.B., and Verhoef, 

P. (2007). Effect of 3-year folic acid supplementation on cognitive function in older adults 

in the FACIT trial: a randomised, double blind, controlled trial. Lancet 369, 208–216. 

Ellinson, M., Thomas, J., and Patterson, A. (2004). A critical evaluation of the relationship 

between serum vitamin B, folate and total homocysteine with cognitive impairment in the 

elderly. J. Hum. Nutr. Diet 17, 371-383. 

Eves, E.M., Tucker, M.S., Roback, J.D., Downen, M., Rosner, M.R., and Wainer, B.H. 

(1992). Immortal rat hippocampal cell lines exhibit neuronal and glial lineages and 

neurotrophin gene expression. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 4373-4377. 

Farias, G.G., Alfaro, I.E., Cerpa, W., Grabowski, C.P., Godoy, J.A., Bonansco, C., and 

Inestrosa, N.C. (2009). Wnt-5a/JNK signaling promotes the clustering of PSD-95 in 

hippocampal neurons. J. Biol. Chem. 284, 15857-15866. 

Finkelstein, J.D. (1998). The metabolism of homocysteine: pathways and regulation. Eur. J. 

Pediatr. 157 Suppl. 2, S40-S44. 

Frankfurt, O.S., and Krishan, A. (2001). Identification of apoptotic cells by formamide-

induced dna denaturation in condensed chromatin. J. Histochem. Cytochem. 49, 369-378. 

Hirabayashi, Y., and Gotoh, Y. (2010). Epigenetic control of neural precursor cell fate during 

development. Nat. Rev. Neurosci. 11, 377-388. 

Hoeger, H., Engelmann, M., Bernert, G., Seidl, R., Bubna-Littitz, H., Mosgoeller, W., Lubec, 

B., and Lubec, G. (2000). Long term neurological and behavioral effects of graded 

perinatal asphyxia in the rat. Life Sci. 66, 947-962. 

115

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18309232
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18309232
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20485363
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20485363
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10714895
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10714895


 

Hoeger, H., Engidawork, E., Stolzlechner, D., Bubna-Littitz, H., and Lubec, B. (2006). Long-

term effect of moderate and profound hypothermia on morphology, neurological, cognitive 

and behavioural functions in a rat model of perinatal asphyxia. Amino Acids 31, 385-396. 

Howell, J.M., Winstone, T.L., Coorssen, J.R., and Turner, R.J. (2006). An evaluation of in 

vitro protein-protein interaction techniques: assessing contaminating background proteins. 

Proteomics 6, 2050-2069. 

Hubbert, C., Guardiola, A., Shao, R., Kawaguchi, Y., Ito, A., Nixon, A., Yoshida, M., Wang, 

X.F., and Yao, T.P. (2002). HDAC6 is a microtubule-associated deacetylase. Nature 417, 

455-458. 

Hubmacher, D., Cirulis, J.T., Miao, M., Keeley, F.W., and Reinhardt, D.P. (2010). Fuctional 

consequences of homocysteinylation of the elastic fiber proteins fibrilin-1 and tropoelastin. 

J. Biol. Chem. 285, 1188-1198. 

Irvine, G.B., El-Agnaf, O.M., Shankar, G.M., and Walsh, D.M. (2008). Protein aggregation in 

the brain: the molecular basis for Alzheimer's and Parkinson's diseases. Mol. Med. 14, 451-

464. 

Jakubowski, H. (2008). New method for the determination of protein N-linked homocysteine. 

Anal Biochem. 380, 257-2761. 

Kageyama, R., Ohtsuka, T., Hatakeyama, J., and Ohsawa, R. (2005). Roles of bHLH genes in 

neural stem cell differentiation. Exp. Cell Res. 306, 343-348. 

Kawaguchi, Y., Kovacs, J.J., McLaurin, A., Vance, J.M., Ito, A., and Yao, T.P. (2003). The 

deacetylase HDAC6 regulates aggresome formation and cell viability in response to 

misfolded protein stress. Cell 115, 727-738. 

Kraszewski, K., Mundigl, O., Daniell, L., Verderio, C., Matteoli, M., and De Camilli, P. 

(1995). Synaptic vesicle dynamics in living cultured hippocampal neurons visualized with 

116

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16944046
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16944046
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16944046
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16518870
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16518870
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12024216
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18368143
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18368143
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15925590
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15925590
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14675537
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14675537
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14675537


 

CY3-conjugated antibodies directed against the lumenal domain of synaptotagmin. J. 

Neurosci. 15, 4328-4342. 

Kruman, I.I., Culmsee, C., Chan, S.L., Kruman, Y., Guo, Z., Penix, L., and Mattson, M.P. 

(2000). Homocysteine elicits a DNA damage response in neurons that promotes apoptosis 

and hypersensitivity to excitotoxicity. J. Neurosci. 20, 6920-6926. 

Kruman, I.I., Kumaravel, T.S., Lohani, A., Pedersen, W.A., Cutler, R.G., Kruman, Y., 

Haughey, N., Lee, J., Evans, M., and Mattson, M.P. (2002). Folic acid deficiency and 

homocysteine impair DNA repair in hippocampal neurons and sensitize them to amyloid 

toxicity in experimental models of Alzheimer's disease. J. Neurosci. 22, 1752-1762. 

Kruman, I.I., Mouton, P.R., Emokpae, R., Jr., Cutler, R.G., and Mattson, M.P. (2005). Folate 

deficiency inhibits proliferation of adult hippocampal progenitors. Neuroreport 16, 1055-

1059. 

Kutzbach, C., and Stokstad, E.L. (1971). Mammalian methylenetetrahydrofolate reductase. 

Partial purification, properties, and inhibition by S-adenosylmethionine. Biochim. Biophys. 

Acta 250, 459-477. 

Liang, C.C., Park, A.Y., and Guan, J.L. (2007). In vitro scratch assay: a convenient and 

inexpensive method for analysis of cell migration in vitro. Nat. Protoc. 2, 329-333. 

Mattson, M.P. (1999). Establishment and plasticity of neuronal polarity. J. Neurosci. Res. 57, 

577-589. 

Mattson, M.P., Culmsee, C., and Yu, Z.F. (2000). Apoptotic and antiapoptotic mechanisms in 

stroke. Cell Tissue Res. 301, 173-187. 

Mattson, M.P., and Shea, T.B. (2003). Folate and homocysteine metabolism in neural 

plasticity and neurodegenerative disorders. Trends Neurosci. 26, 137-146. 

117



 

McMillen, I.C., MacLaughlin, S.M., Muhlhausler, B.S., Gentili, S., Duffield, J.L., and 

Morrison, J,L.(2008). Developmental origins of adult health and disease: the role of 

periconceptional and foetal nutrition. Basic Clin. Pharmacol. Toxicol. 102, 82-89. 

Obeid, R., and Herrmann, W. (2006). Mechanisms of homocysteine neurotoxicity in 

neurodegenerative diseases with special reference to dementia. FEBS Lett. 580, 2994-

3005. 

Oliver, M.H., Jaquiery, A.L., Bloomfield, F.H., and Harding, J.E. (2007). The effects of 

maternal nutrition around the time of conception on the health of the offspring. Soc. 

Reprod. Fertil. Suppl. 64, 397-410.  

Perna, A.F., Satta, E., Acanfora, F., Lombardi, C., Ingrosso, D., and De Santo, N.G. (2006). 

Increased plasma protein homocysteinylation in hemodialysis patients. Kidney Int. 69, 869-

876. 

Petralia, R.S., Sans, N., Wang, Y.X., and Wenthold, R.J. (2005). Ontogeny of postsynaptic 

density proteins at glutamatergic synapses. Mol. Cell. Neurosci. 29, 436-452. 

Pitkin, R.M. (2007). Folate and neural tube defects. Am. J. Clin. Nutr. 85, 285S-288S. 

Ren, D., Pipes, G.D., Liu, D., Shih, L.Y., Nichols, A.C., Treuheit, M.J., Brems, D.N., 

Bondarenko, P.V. (2009). An improved trypsin digestion method minimizes digestion-

induced modifications on proteins. Anal. Biochem. 392, 12-21. 

Serra, E. (2008). Duloxetine and pregabalin: safe and effective for the long-term treatment of 

fibromyalgia? Nat. Clin. Pract. Neurol. 4, 594-595. 

Sibrian-Vazquez, M., Escobedo, J.O., Lim, S., Samoei, G.K., and Strongin, R.M. (2010). 

Homocystamides promote free-radical and oxidative damage to proteins. Proc. Natl. Acad. 

Sci. USA 107, 551-554. 

Sudhof, T.C. (2004). The synaptic vesicle cycle. Annu. Rev. Neurosci. 27, 509-547.  

118

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18226059
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18226059
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17491161
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17491161
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17209211
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19457431
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19457431


 

Troen, A.M., Shea-Budgell, M., Shukitt-Hale, B., Smith, D.E., Selhub, J., and Rosenberg, I.H. 

(2008). B-vitamin deficiency causes hyperhomocysteinemia and vascular cognitive 

impairment in mice. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 105, 12474-12479. 

Van der Put, N.M., van Straaten, H.W., Trijbels, F.J., and Blom, H.J. (2001). Folate, 

homocysteine and neural tube defects: an overview. Exp. Biol. Med. (Maywood) 226, 243-

270. 

Wald, D.S., Kasturiratne, A., and Simmonds, M. (2010). Effect of folic acid, with or without 

other B vitamins, on cognitive decline: meta-analysis of randomized trials. Am. J. Med. 

123, 522-527. 

Yan, Y., and Mumby, M.C. (1999). Distinct roles for PP1 and PP2A in phosphorylation of the 

retinoblastoma protein. PP2a regulates the activities of G(1) cyclin-dependent kinases. J. 

Biol. Chem. 274, 31917-31924. 

Yu, I.T., Park, J.Y., Kim, S.H., Lee, J.S., Kim, Y.S., and Son, H. (2009) Valproic acid 

promotes neuronal differentiation by induction of proneural factors in association with H4 

acetylation. Neuropharmacology 56, 473-480.  

Zhang, X., Liu, H., Cong, G., Tian, Z., Ren, D., Wilson, J.X., and Huang, G. (2008). Effects 

of folate on notch signaling and cell proliferation in neural stem cells of neonatal rats in 

vitro. J. Nutr. Sci. Vitaminol. (Tokyo) 54, 353-356. 

119

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18711131?ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18711131?ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20569758
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20569758
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19007798
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19007798
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19007798
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19001765
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19001765
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19001765


 

Acknowledgements: The study was supported by a grant from the French National Agency 

for Research (ANR “Nutrivigène”). N.A. is indebted to the “Institut National de la Santé et de 

la Recherche Médicale” and the “Région Lorraine” for support. 

120



 

Figure legends 

Figure 1. Folate deficiency-associated changes in main determinants of the one-carbon 

metabolism in H19-7 cells 

(A-I) Determinants of homocysteine concentration 13h after induction of differentiation. 

CBS: cystathionine β-synthase; MTHFR: methylene-tetrahydrofolate reductase; MTR: 

methionine synthase; SAM: S-adenosylmethionine; SAH: S-adenosylhomocysteine. 

(J-K) Western blot analysis of the two key enzymes related to homocysteine remethylation, 

MTHFR and MTR, after induction of differentiation in control and folate-deficient cells. 

Data, normalized to GAPDH, are reported as means±sd 

All values were obtained from three separate experiments. Statistically significant differences 

between control and folate-deficient cells: *P<0.05 and **P<0.01.  

 

Figure 2. Effects of folate deficiency on proliferation, migration and differentiation-

associated death of progenitors 

(A) Temporal changes in cell proliferation reflected by the number of cells. 

(B) Temporal changes in cell migration reflected by the colonization by progenitors of the 

part of the well where cells were previously removed, as described in experimental 

procedures. The average distance of migration was assessed by using Cell analysis software 

(Olympus). 

(C) Temporal changes in cell viability by using the CellTiter-Glo® luminescent cell viability 

assay (Promega). Other methods, i.e. MTT and Trypan blue, gave similar results (not shown). 

(D) Percent of apoptotic cells reflected by Apostain immunostaining. 

(E) Changes in the mitochondrial membrane potential depicted by the MitoCapture detection 

kit (Calbiochem). 
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(F) Temporal evolution of the expression of various key proteins assessed by Western blot 

after induction of differentiation in control and folate-deficient cells. Quantifications by 

densitometric analyses are provided in Supplemental Information (Figure S2). 

All experiments were performed at least in triplicate. Data are reported as means±sd 

Statistically significant differences between control and folate-deficient cells: *P<0.05 and 

**P<0.01. 

 

Figure 3. Phenotypic characterization of control and folate-deficient cells and expression of 

proneural bHLH factors 

(A) Temporal profiles of the expression patterns of neuronal markers NeuroD and NeuN and 

specific neuronal characteristics at 6h and 13h after induction of differentiation. Results were 

obtained by a blind operator from three independent experiments, with each assay comprising 

a minimum of 10 visual fields at 40x magnification. Data are reported as means±sd 

Statistically significant differences between control and folate-deficient cells: *P<0.05 and 

**P<0.01. 

(B) Immunostaining of NeuroD, NeuN, PSA-NCAM and the vesicular glutamate transporter 

VGLUT2 at 13h after induction of differentiation. Cell nuclei were counterstained by Dapi. 

(C) Western blot analysis of proneural bHLH factors in control and folate-deficient cells at 6h 

and 13h after induction of differentiation. Densitometric analyses are provided in 

Supplemental Information (Figure S3). 

(D) HDAC4 mRNA by RT-PCR in control and B9-deficient 13h-differentiated cells (data are 

reported as means±sd, n=3, **P<0.01) and immunostaining of HDAC4 at 13h after induction 

of differentiation. 

 

Figure 4 Effects of folate deficiency on microtubule-associated components 
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(A) Expression of proteins assessed by Western blot in control (C) and folate-deficient (D) 

cells at 6h and 13h after induction of differentiation (left part). Effects of treatments by 5-aza 

(2 µM) or SAHA (2.5 µM) at 13h (right part). Densitometric analyses are provided in 

Supplemental Information (Figure S4). 

(B-D) Immunohistological analyses of proteins related to microtubules. Note the lack of 

polarization in B9-deficient cells. 

(E) Effects of SAHA on the distribution of α-tubulins at 13h after induction of differentiation 

of control and B9-deficient cells. All experiments were performed at least in triplicate, leading 

to similar results.  

 

Figure 5. Effects of folate deficiency on actin 

(A) Expression of actin assessed by Western blot in control (C) and folate-deficient (D) cells 

at 6h and 13h after induction of differentiation (left part). Effects of treatments by 5-aza or 

SAHA at 13h (right part). For each condition, three separate experiments were performed. 

Densitometric analyses are provided in Supplemental Information (Figure S5). 

(B) Actin mRNA by RT-PCR in control (C) and B9-deficient 13h-differentiated cells. Data 

are reported as means±sd (n=3). 

(C) Immunohistological evidence of co-localization of homocysteine with actin and 

occurrence of cell aggregates. 

(D) In situ interaction between homocysteine and actin monitored by the Duolink® 

“proximity ligation” assay: percent of positive cells and number of dots per cell in control and 

B9-deficient 13h-differentiated cells. Experiments were performed in triplicate. Statistically 

significant difference between control and folate-deficient cells: **P<0.01. Corresponding 

immunofluorescence pictures are provided in Figure S5. 
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(E) Actin homocysteinylation in proliferating (P) and 13h-differentiated (13h) control (C) and 

deficient (D) cells as shown by homocysteine precipitation followed by actin 

immunodetection (Hcy IP/Actin WB) and comparison with single actin Western blot analysis 

(Actin WB). Immunoblot corresponding to the reverse procedure, i.e. actin 

immunoprecipitation followed by hymocysteine Western blot analysis, is shown in 

Supplemental Information (Figure S5). Three separate experiments were performed, leading 

to similar results. 

(F) Effects of a selective proteasome inhibitor (MG132, 3 µM) and of a MEK inhibitor 

(PD98059, 30 µM) on actin expression in control (C) and deficient (D) 13-differentiated cells. 

All experiments were performed at least in triplicate, leading to similar profiles. 

Densitometric analyses are provided in Supplemental Information (Figure S5). 

(G) Immunohistological co-localization of actin and its partner protein vinculin in control and 

B9-deficient cells. 

(H) In situ interaction between actin and vinculin monitored by the Duolink® assay in control 

and B9-deficient 13h-differentiated cells. Experiments were performed in triplicate. 

Statistically significant difference between control and folate-deficient cells: **P<0.01 

 

Figure 6. Effects of folate deficiency on motor and synaptic proteins 

(A) Expression of kinesin and dynein assessed by Western blot in control (C) and folate-

deficient (D) cells at 6h and 13h after induction of differentiation (left part). Effects of 

treatments by 5-aza or SAHA at 13h (right part). Densitometric analyses are provided in 

Supplemental Information (Figure S6). 

(B) Kinesin homocysteinylation in proliferating (P) and 13h-differentiated (13h) control (C) 

and deficient (D) cells as shown by homocysteine precipitation followed by kinesin 

immunodetection (Hcy IP/Kin WB). 
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(C) Immunohistological evidence of cell co-localization of homocysteine with kinesin and 

occurrence of cell aggregates. 

(D) In situ interaction between homocysteine and kinesin monitored by the Duolink® assay in 

control and B9-deficient 13h-differentiated cells. Experiments were performed in triplicate. 

Statistically significant difference between control and folate-deficient cells: **P<0.01.  

(E) Immunohistological co-localization of kinesin and its partner protein β-tubulin in control 

and B9-deficient cells. 

(F) In situ interaction between kinesin and β-tubulin monitored by the Duolink® assay in 

control and B9-deficient cells. Experiments were performed in triplicate. Statistically 

significant difference between control and folate-deficient cells: **P<0.01 

(G) Expression pattern of the synaptic markers PSD-95 (postsynaptic spines) and 

synaptotagmin I (presynaptic lumenal domain) at 13h after differentiation. 

 

Figure 7. In vivo studies in rats early exposed to methyl donor deficiency (MDD) 

(A) Colabeling of actin and homocysteine and of kinesin and homocysteine in the CA1 layer 

of the hippocampus in control (C) and MDD rats at embryonic day 20 (E20), 21 days and 450 

days of age. Note the increased colocalization in MDD rats and the presence of protein 

aggregates (arrows). 

(B) In situ interaction between actin and homocysteine monitored by the Duolink® assay in 

the CA1 layer of control and MDD rats. Experiments were performed in triplicate. 

Statistically significant difference between control and folate-deficient cells: *P<0.05 and 

**P<0.01. 

(C) In situ interaction between kinesin and homocysteine monitored by the Duolink® assay in 

the CA1 layer of control and MDD rats. Experiments were performed in triplicate. 
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Statistically significant difference between control and folate-deficient cells: *P<0.05 and 

**P<0.01. 

(D) Homing test: evaluation of the first learning function (hippocampal and non-hippocampal) 

in rat pups (nC=33, nMDD=35). Note the greater linear improvement score in controls as shown 

by slopes of learning curves day after day (F=132.9, p=0.0075). 

(E-F) Hippocampal learning function in young rats (40-44 days): spatial learning in a multiple 

T-maze (nC=22, nMDD=29). ANOVA summary: F(1,50)=6.3 to 20.5; p<0.015 (panel E) and 

F(1,50)=2.0 to 2.9; p>0.092 for days 1, 4 and 5 (ns); F(1,50)=5.3 to 7.7; p<0.024 for days 2 

and 3 (panel F). 
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7 Figures as follows: 

- Figure S1, related to Figure 1, graphical abstract (with the corresponding legend) 

- Figure S2, related to Figure 2 (with the corresponding legend) 
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- Figure S4, related to Figure 4 (with the corresponding legend) 

- Figure S5, related to Figure 5 (with the corresponding legend) 

- Figure S6, related to Figure 6 (with the corresponding legend) 

- Figure S7, related to Figure 7 (with the corresponding legend) 
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Figure S1, related to Figure 1. Suggested sequential events governing the fate of folate-deficient neuronal cells. 136
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Figure S2, related to Figure 2. Effects of folate deficiency on various proteins involved in cell fate, densitometric analyses corresponding to 

Figure 2F Western blots. Data are reported as means ± s.d. in arbitrary units and were obtained from three separate experiments. Statistically 

significant differences between control and folate-deficient cells: *P < 0.05 and **P < 0.01. 
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Figure S3, related to Figure 3. Effects of folate deficiency on proneural bHLH factors. (A-C) Densitometric analyses corresponding to Figure 

3C Western blots. Data are reported as means ± s.d. in arbitrary units and were obtained from three separate experiments. Statistically significant 

differences between control and folate-deficient cells: **P < 0.01. (D) Immunostaining of Mash1 in 13h-differentiated H19-7 cells. Note the 

major nuclear/perinuclear localization in deficient cells. Cell nuclei were counterstained by Dapi. Experiments were performed in triplicate with 

similar observations. 
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Figure S4, related to Figure 4. Effects of folate deficiency on microtubules-related proteins. Densitometric analyses corresponding to Figure 4A 

Western blots in the various conditions studied. Data are reported as means ± s.d. and were obtained from three separate experiments. 

Statistically significant differences between control and folate-deficient cells: *P < 0.05 and **P < 0.01. 

A.  Beta-tubulin

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

A
b

s
o

rb
a

n
c
e
 (

A
U

)

** **

0

0.5

1

1.5

2

2.5

A
b

s
o

rb
a

n
c
e
 (

A
U

)

0

A
b

s
o

rb
a

n
c
e
 (

A
U

)

**

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

B. Alpha-Tubulin

C. Acetylated alpha-tubulin

**

C6h

C13h

D6h

D13h

C13h AZA

D13h AZA

C13h SAHA

D13h SAHA

A
b

s
o

rb
a

n
c
e
 (

A
U

)

MAP2A/B MAP2C

*

**

**

**D. MAP2

A.  Beta-tubulin

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

A
b

s
o

rb
a

n
c
e
 (

A
U

)

** **

0

0.5

1

1.5

2

2.5

A
b

s
o

rb
a

n
c
e
 (

A
U

)

0

A
b

s
o

rb
a

n
c
e
 (

A
U

)

**

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

B. Alpha-Tubulin

0

A
b

s
o

rb
a

n
c
e
 (

A
U

)

**

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

B. Alpha-Tubulin

C. Acetylated alpha-tubulin

**

C6h

C13h

D6h

D13h

C13h AZA

D13h AZA

C13h SAHA

D13h SAHA

C6h

C13h

D6h

D13h

C13h AZA

D13h AZA

C13h SAHA

D13h SAHA

A
b

s
o

rb
a

n
c
e
 (

A
U

)

*

**

**

**D. MAP2

A
b

s
o

rb
a

n
c
e
 (

A
U

)

MAP2A/B MAP2C

*

**

**

**D. MAP2

141



 

142

A. 

- " 
~ , 
• U , 
ë o. 

• o. 
f ., 

0 

D. Hey IP 1 Hcy WB 

C •• D •• 'C "" 

~-- .. 
E. Actin IP F. 
Hcy WHlem (Ilot 

1 

t 

-

."" B. 
c Cl3h 

0""' ~ 
c DI3h • . C13hAZA , 
[] DI3hAlA ë 
c CI3hSAHA j 

G. Ho n-modir ... d Actin __ __w _ _ . ._~_. 

, 
I
i 
- • .--.- . ~-. ... 

~. - ... 

H. N.tlomocysteinylaled AClin 
0-'- _ _ __ --- - ----_. _-- ._-------

1· 

..-

aC1Jh 

c DI 3/l 

. CI3hMGI32 

~ DI3hMGt32 

a C 1311 P098059 

. D13hP098059 

---
-.- ....... --

• 

--
---

------ --



Figure S5, related to Figure 5. Effects of folate deficiency on actin and homocysteinylation studies. (A) Densitometric analyses corresponding 

to Figure 5A Western blots. (B) Densitometric analyses corresponding to Figure 5F Western blot (MG132 corresponds to the proteasome 

inhibitor and PD98059 to the MEK inhibitor). Data are reported as means ± s.d. and were obtained from three separate experiments. Statistically 

significant differences between control and folate-deficient cells: *P < 0.05 and **P < 0.01. (C) Immunostaining of actin in 13h-differentiated 

control and deficient cells showing the lack of cell polarity and abnormal filopodias in deficient cells. (D) Immunoblot corresponding to 

homocysteine immunoprecipitation (Hcy IP) followed by homocysteine Western blot analysis (Hcy WB) in proliferating (P) and 13h-

differentiated (13h) control (C) and deficient (D) cells. (E) Immunoblot corresponding to actin immunoprecipitation followed by hymocysteine 

Western blot analysis in 13h-differentiated control and deficient cells. (F) In situ interaction between homocysteine and actin as revealed by red 

fluorescent dots in the Duolink® “proximity ligation” assay. Experiments were performed in triplicate, leading to similar results. (G-H) Mass 

spectrometry. (G) Interpreted CID fragmentation spectrum of the m/z= 1025.76228 (z=4+, exp mas; MH+= 4100.027 Da, theoretical mass 

4100.022 Da) precursor ion of cytoplasmic actin 1/2 of sequence: YSVWIGGSILASLSTFQQMWISKQEYDESGPSIVHR. The most intense 

ions are y31(3+),y32(3+). (H) Interpreted CID fragmentation spectrum of the m/z= 1057.78674 (z=4+, exp mass MH+=4228.12 Da, theoretical 

mass 4228.0422 Da) precursor ion of cytoplasmic actin 1/2 of sequence: YSVWIGGSILASLStFQQMWISK(N-Hcys)QEYDESGPSIVHR. 

Representative y(2+) ions around the modified residue (SKQ) are labelled on the spectrum. The most intense ions are y31(3+),y32(3+). 
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Figure S6, related to Figure 6. Effects of folate deficiency on motor proteins (A) Densitometric analyses corresponding to Figure 6A Western 

blots in the various conditions studied. Data are reported as means ± s.d. and were obtained from three separate experiments. Statistically 

significant differences between control and folate-deficient cells: **P < 0.01. (B) Effect of folate deficiency on dynein cell distribution at 13h 144
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after induction of differentiation. (C,D) Immunohistological colocalization of synapsins with the vesicular marker VGlut2. Note the restricted 

perinuclear localization in B9 deficient cells as compared to controls. 
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Controls 21days 

 

MDD 21 days 

Plasma Homocysteine (µmol/L) 6.3 ± 0.2 42.5 ±3.6 ** 

Plasma B9 (nM) 74.1 ± 4.5 15.4 ± 1.9 ** 

Plasma B12 (nM) 648.9 ± 29.1 286.6 ± 17.6 ** 

Brain tissue SAM / SAH ratio 4.5 ± 0.33 3.1 ± 0.37 * 

 

 

Figure S7, related to Figure 7: Effects of the dietary regimen in 21-day-old rat pups. Plasma concentrations of homocysteine, vitamins B9 and 

B12 (nC = 17, nMDD = 20) and brain SAM/SAH ratio (nC = 6, nMDD = 14). All data are means ± s.d. Statistically significant differences between 

controls and MDD: *P<0.05 and **P<0.01. MDD = methyl donor deficiency; SAM = S-adenosylmethionine; SAH = S-adenosylhomocysteine. 
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Supplemental Experimental Procedures 

Cultures 

H19-7 progenitors were seeded in 24-well plates (Falcon) precoated with poly-L-lysine in high-glucose Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

(DMEM) supplemented with 10% fetal calf serum, 50 U/mL penicillin, 50 U/mL streptomycin, 2 mM glutamine and 1 mM sodium pyruvate, as 

previously described (Akchiche et al., 2010) . They were allowed to proliferate at the temperature of 33°C in 95% air/5% CO2. Selection was 

maintained with 200 μg/mL G418. Folate deficiency was induced by using DMEM lacking vitamin B9 (Invitrogen). After 24h, cells were 

washed and shifted to the non-permissive temperature (39°C) for induction of their differentiation in high-glucose-DMEM (with or without B9) 

containing 1% fetal calf serum, N2 supplement (Invitrogen) and 0.11 mg/mL sodium pyruvate, 2 mM glutamine, 0.1 mg/mL transferrin, 20 nM 

progesterone, 0.1 mM putrescine and 30 nM sodium selenite. 

Immunohistochemistry 

Fixed cells were blocked in phosphate-buffered saline containing 1% bovine serum albumin and incubated overnight with an antibody against 

one of the following proteins: NeuroD (goat polyclonal, 1/300, Santa-Cruz), NeuN (mouse monoclonal, 1/100, Chemicon International), VGluT2 

(mouse monoclonal, 1/200, Chemicon International), PSA-NCAM (mouse monoclonal, 1/150, AbCys SA), synapsin I (rabbit polyclonal, 1/100, 

Calbiochem), synapsin II (rabbit polyclonal, 1/100, Abcam), PSD-95 (rabbit polyclonal, 1/200, Abcam), synaptotagmin I (lumenal domain, clone 

604.2, mouse monoclonal, 1/50, Synaptic Systems), HDAC4 (mouse monoclonal, 1/200, Abcam), kinesin, heavy chain, a.a. 420-445, clone H2 

(mouse monoclonal, 1/200, Millipore), dynein 74 kDa intermediate chains (mouse monoclonal, 1/200, Millipore), Map2 (rabbit polyclonal, 

1/200, Millipore), actin (goat polyclonal, 1/200, Santa-Cruz), a-tubulin (rabbit polyclonal, 1/200, Millipore), acetylated a-tubulin (mouse 

monoclonal, 1/200, Abcam), b-tubulin (mouse monoclonal, 1/200, Abcam,), vinculin (mouse monoclonal, 1/200, Abcam), homocysteine (rabbit 

polyclonal, 1/200, Millipore). 147



After a washing step, immunoreactivity was assessed by incubation in the presence of a matching secondary anti-IgG antibody conjugated to 

AlexaFluor for 1h at 25°C (1/1,000, Molecular Probes). Control experiments were conducted by omitting the primary antibody. 

Immunofluorescence visualization and unbiased cell counts in randomly selected fields were performed with a BX51WI microscope (Olympus) 

and analyzed by Cell
®
 software. Labelled cells were calculated as a percent of total cells after Dapi staining. 

Western blotting 

Antibodies against the following proteins were used: MTR (goat polyclonal, 1/500, Abcam), MTHFR (mouse monoclonal, 1/3,000, Interchim), 

PP2Ac (mouse monoclonal, 1/1,000, Cell Signaling Technology), cyclin E (rabbit polyclonal, 1/1,000, Santa-Cruz), Cdk-2 (goat polyclonal, 

1/3,000, Santa-Cruz), cleaved caspase-3, Asp175 (rabbit polyclonal, 1/2,000, Cell Signaling Technology), cleaved caspase-9, Asp353 (rabbit 

polyclonal, 1/2,000, Cell Signaling Technology), NeuroD (goat polyclonal, 1/500, Santa-Cruz), Mash1 (rabbit polyclonal, 1/500, Abcam), 

Neurogenin3 (rabbit polyclonal, 1/500, Millipore), kinesin (1/1,000), dynein (1/1,000), Map2 (1/1,000), actin (1/1,000), a-tubulin (1/1,000), 

acetylated a-tubulin (1/1,000), b-tubulin (1/1,000), homocysteine (1/750). Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH, mouse 

monoclonal, 1/1,000, Abcam) was used as an internal standard. Polyvinylidene difluoride membranes were incubated for 1h at room temperature 

with the corresponding horseradish peroxidase-conjugated preadsorbed secondary antibody (1/5,000, Molecular Probes). Quantity One software, 

associated with the VersaDoc imaging system (Model 1000, Bio-Rad Laboratories), was used to quantify signals. 

Quantitative Real-Time PCR 

Specific amplifications were performed using as primers: actin forward 5’-ATGGTTGGGATGGGTCAAAAA-3’, reverse 5’-

ACGGAGCTCGTTGTAGAAAGT-3’ (expected product size 167 bp), HDAC4 forward 5’-AAGGCCACACTGGAAGAG-3’, reverse 5’-

TATCACTATCCACCCCAACA-3’ (expected product size 151 bp),. Quantification was performed with ribosomal protein S29 (RPS29) as an 

internal standard with the following primers: forward 5’-ATGGGTCACCAGCAGCTCTA-3' and reverse 5’-CATGTTCAGCCCGTATTTGC-3’ 148



(expected product size 114 bp). Real-time PCR was carried out using the DNA binding dye SYBR Green I for the detection of PCR products. 

PCR cycling for actin was 10 min at 95°C to activate the enzyme, followed by 45 cycles at 95°C for 15 s and 60°C for 1 min. Cycling for 

HDAC4 was 15 min at 95°C followed by 43 cycles consisting of 95°C for 10 s, and 72°C for 10 s. Cycling for RPS29 run was 15 min at 95°C 

followed by 50 cycles of 94°C for 10 s, 55°C for 20 s and 72°C for 15 s. 

Results were expressed as arbitrary units by calculating the ratio of crossing points of amplification curves of actin and HDAC4 mRNAs and the 

corresponding internal standard by using the RelQuant software (Roche). 

Mass spectrometry 

nano-LC-MS/MS: Immunoprecipitated proteins were eluted from the immunoaffinity support and directly identified by nano-LC-MS/MS 

analysis. The same experiment was repeated three times, and only cellular proteins that were found enriched in the deficiency group were 

considered. We found large overlaps between all three experiments, thus demonstrating the robustness of the experimental approach. 

Mass spectrometry analysis: Search was performed against a non-redundant database of rodent protein sequences from Swissprot to which 

corresponding random decoy entries were added. Mascot was run in MS/MS Ion search mode with the following parameter settings: no fixed 

modification, variable modifications (homocysteinylation on lysine and homocysteinylation on cysteine), precursor mass tolerance 10 ppm, 

fragment ions mass tolerance 0.6 Da, 2 missed cleavages and trypsin as digestion enzyme. Additional filtering was applied after protein and 

peptide identification for further analysis, using following criteria: for single and multiple peptide hit proteins each Mascot ion score ³30. Such 

criteria allowed us to obtain a false-positive rate below 1% for each injection, based on numbering of identified decoy entries. 

Behavioral studies 

For homogeneity, tests were always performed between 8 and 11 a.m. 
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Homing test: To monitor the basic learning functions of pups, their abilities to successfully return to their home-cage by using environmental 

sensitive information were recorded in a T-maze between post-natal days 5 and 14. At each time point studied, rats performed one-trial test 

consisting in moving freely in a T-maze area (30cm in length for each arm, walls of 10cm high and a corridor of 5cm wide). The home-cage 

(without the dam) was positioned at the end of one arm and a clean cage of the same size was positioned at the end of the opposite arm. The 

position of cages was randomly distributed between the right and the left sides of the maze, and the corridor of the maze was carefully washed 

between each animal. The test was considered successful when the pup returned directly to his home-cage without visiting the arm containing the 

clean cage and without returning to the starting arm. The duration of the test was limited to 5 min. 

Multiple T-maze: Animals were tested for learning and memory (spatial reference memory) in a multiple T-maze with 6 choice points and 

dimensions of 180 x 110 cm. The alley through which the animals navigated had a height of 35 cm and a width of 8 cm. It is assumed that food 

deprivation motivates animals to reach the goal box where they would be rewarded with food. Rats deprived of food for 24 hours were trained 

two times per day for five consecutive days between postnatal days 40 and 44. Time to reach the goal as well as wrong decisions at the choice 

points (number of errors) were recorded. 

 

150



RESULTATS 
 

151 
 

SYNTHESE DE LA PUBLICATION 1 
 
Le déficit en folate a été obtenu par l’utilisation de milieux de culture dépourvus en vitamine 
B9. Ce traitement s’est traduit par une chute de la concentration intracellulaire de folates. 
Comme dans le modèle animal mis au point dans la laboratoire (Blaise et al., 2007) ceci a eu 
pour conséquence des perturbations des enzymes du métabolisme des monocarbones 
(MTHFR et MTR), aboutissant à une forte élévation de la teneur en homocystéine. Cette 
augmentation est de plus amplifiée par l’absence d’activité CBS (voie de catabolisme de 
l’homocystéine) dans les progéniteurs neuronaux. On observe par ailleurs une chute du ratio 
SAM/SAH, c’est à- dire de l’index de méthylation, dans les cellules différenciées. Non 
seulement la carence en B9 affecte la prolifération des progéniteurs avant induction de leur 
différenciation, mais elle réduit leur capacité de migration. Au cours de la phase de 
différenciation, le déficit en folates est associé à une diminution de la survie des cellules avec  
une perte du potentiel de membrane mitochondriale, une plus forte activation des caspases 9 
et 3 et une accentuation de la mort des cellules par apoptose. Ce processus ferait intervenir 
une répression de PP2A, en lien avec une augmentation de la cycline E et une réentrée des 
neurones différenciés dans le cycle cellulaire, prélude à la mort neuronale. 
De manière générale, la carence en folates ne modifie pas le profil d’expression des 
marqueurs neuronaux. Toutefois, différents arguments suggèrent que la différenciation des 
cellules est fortement perturbée. Le pourcentage de cellules présentant des prolongements 
cellulaires ainsi que la longueur des dendrites sont significativement réduits dans les cellules 
déficientes en folate. De même, la PSA-NCAM – qui est non seulement impliquée dans la 
migration cellulaire mais régule la croissance axonale – est moins exprimée et sa localisation 
est davantage restreinte à l’espace périnucléaire. Ce type de localisation ectopique se retrouve 
également pour le marqueur glutamatergique VGLUT2, attestant d’une perturbation de la 
répartition cellulaire d’acteurs fonctionnels importants.  
Les gènes proneuraux de la famille des bHLH (Mash1, NeuroD et Neurogenine 3) qui 
interviennent dans le programme neurogénique présentent une expression altérée 
consécutivement à des dérégulations épigénétiques en lien avec la carence en folates. Le 
devenir des cellules est d’autant plus perturbé par l’augmentation de HDAC4, les histones 
désacétylases exerçant des effets répresseurs de la différentiation neuronale.  
Ces différentes observations ont conduit à étudier les composants du cytosquelette. En plus de 
la diminution des différentes protéines constituant les microtubules (β-tubuline, α-tubuline, α-
tubuline acétylée, MAP2 A/B), le déficit en B9 entraîne une désorganisation du cytosquelette 
illustrée par l’apparition de filopodes anormaux, une localisation périnucléaire de ces 
différents éléments ainsi que l’absence de polarité cellulaire qui requiert la présence d’α-
tubuline acétylée. Cette dernière anomalie est partiellement corrigée par un traitement au 
SAHA, un inhibiteur des histones déacétylase. La carence affecte également une autre 
protéine majeure du cytosquelette, l’actine, via une N-homocystéinylation sur le résidu lysine 
359 confirmée par spectrométrie de masse et associée à une agrégation dans les cellules. De 
même, il a été mis en évidence des altérations fonctionnelles du transport vésiculaire illustrées 
par une diminution d’expression des protéines motrices, la dynéine et la kinésine. Alors que 
les taux cellulaires de ces deux protéines étaient réduits, seule la kinésine était modifiée par 
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homocystéinylation, ce qui a eu pour conséquence, tout comme pour l’actine, de réduire les 
interactions avec ses protéines partenaires, en particulier la β-tubuline 

Enfin, une altération de la plasticité et de l’activité synaptique est fortement suggérée par 
l’expression anormale de la synaptotagmine I (pré-synaptique) et du PSD-95 (post-
synaptique) pour lequel la formation de clusters, un index de l’activité synaptique, est réduite.  
 
Ces résultats ont été par ailleurs confirmés in vivo sur le modèle animal à différents âges (au 
stade embryonnaire E20, puis aux âges de 21 et 450 jours). Ainsi, au niveau de l’hippocampe, 
on retrouve une interaction entre l’homocystéine et les deux protéines actine et kinésine. En 
raison de l’importance de la réorganisation du cytosquelette pour la plasticité synaptique lors 
des fonctions cognitives, les modifications engendrées par la déficience en folates entraîne des 
déficits dans l’apprentissage et la mémoire, notamment visuo-spatiale qui fait intervenir 
l’hippocampe qui perdurent jusqu’au stade du vieillissement.  
 
Après avoir caractérisé les événements cellulaires dans les neurones hippocampiques in vitro, 
nous nous sommes intéressés à une autre structure cérébrale pour laquelle les conséquences 
d’une carence en donneurs de méthyles sont peu connues. En effet, le cervelet est une des 
zones du cerveau particulièrement sensible à une accumulation d’homocystéine et des 
troubles cérébelleux ont été décrits à la suite d’une carence en folates. De plus, lors du 
vieillissement notamment, des troubles de la marche et de l’équilibre impliquant le cervelet 
peuvent apparaitre mais le statut nutritionnel des sujets concernés n’est généralement pas 
documenté.  
Les deux publications suivantes  aborderont cette problématique à l’âge adulte et lors du 
vieillissement.  
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DEUXIEME PARTIE : Une carence en donneurs de méthyles modifie la neuroplascticité 
cérébelleuse dépendante des synapsines via une altération de la voie des récepteurs aux 
œstrogènes 

OBJECTIFS DE LA PUBLICATION 2 

De nombreuses études ont montré une association entre une carence en donneurs de méthyles 
(folates et cobalamine) et des troubles cognitifs illustrés par une accélération du déclin 
cognitif et une démence (Clarke.,2006 ;Miller.,2006). De plus, les risques de développer une 
maladie d’Alzheimer seraient plus importants chez les personnes âgées qui présentent un taux 
sanguin élevé d’homocystéine (Seshadri et al.,2002). Une carence en donneurs de méthyles 
d’un point de vue métabolique entraine une accumulation intracellulaire d’homocystéine et 
une diminution du rapport S-adénosylméthionine/S-adénosylhomocystéine (SAM/SAH) qui 
représente le déterminant clé des mécanismes épigénétiques (Battaglia-Hsu et al.,2009 ; 
Burdge et Lillycrop.,2010). Malgré ce lien métabolique, beaucoup d’études se sont intéressées 
aux conséquences cellulaires (apoptose, inflammation, stress oxydant, lésions 
microvasculaires) (Troen et al.,2008 ;Daval et al.,2009) et moins aux mécanismes 
épigénétiques et épigénomiques (Reynolds.,2006). En clinique, les données concernant les 
effets de la supplémentation en acide folique et en vitamine B12 sur le déclin cognitif des 
personnes âgées sont contradictoires (Durga et al.,2007 ; Stanger et al.,2009). En outre, les 
résultats concernant le modèle gestationnelle de carence en donneurs de méthyles chez le rat 
ont montré une atrophie hippocampique associés à des troubles cognitifs persistants à long 
terme et cela malgré le retour à une alimentation normale (Blaise et al.,2007).  

Alors que la connaissance des effets des carences en B12/B9 sur les fonctions mnésiques a 
progressé, les données  sur le cervelet et ses fonctionnalités sont beaucoup plus rares. Le statut 
nutritionnel a une importance critique sur le développement et la maturation cérébelleuse. En 
effet, la couche cellulaire intégrative et fonctionnelle la plus importante de cette structure, les 
cellules de Purkinje, sont très sensible aux conditions environnementales, notamment lors de 
certaines périodes de la vie qui sont plus à risque de carence en donneurs de méthyles comme 
la période développemental ou le vieillissement (Forges et al.,2007 ;Black.,2008). De plus, le 
cervelet présente une fenêtre temporelle de  maturation plus large que d’autres structures 
cérébrales comme l’hippocampe (Tiemeier et al.,2010). Ce phénomène peut donc conduire à 
une exposition encore plus longue des cellules de Purkinje au risque de perturbations qui 
pourraient compromettre leur maturation (synaptogenèse) et leur bon fonctionnement. Afin de 
mieux comprendre les conséquences d’une carence précoce en donneurs de méthyles sur le 
fonctionnement cérébelleux, nous avons utilisé le modèle gestationnel de rats carencés en 
vitamine B9, B12 et choline (Blaise et al., 2007 ; Daval et al., 2009), le modèle cellulaire 
neuronal (H19-7) carencé en folates et nous avons corrélé nos résultats avec des données chez 
l’Homme issue d’une cohorte de personnes âgées présentant des troubles de la coordination 
locomotrice (Guéant-Rodriguez et al.,2011).  
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ABSTRACT 

Deficiency in methyl donors leads to dementia and homocysteine predicts neurodegeneration, 

but their influence on cerebellum is not known. We studied the effects of deficiency during 

gestation and lactation on the cerebellum of rat offspring. Deficient diet produced a decreased 

PET activity in cerebellum and altered motor coordination in females, with homocysteine 

accumulation in Purkinje cells. Lower synapsin expression was the major change in 

proteomics of cerebellum and in progenitors cultivated in deficient medium. It was related to 

decreased transcription factor EGR-1 through decreased S-adenosylmethionine /S-

adenosylhomocysteine ratio and ERα pathways, with hypomethylation of ERα and its 

decreased interaction with PGC-1α. This was confirmed by a synergistic inhibiting effect of 

methyl donor deficiency and ERα antagonist on synapsin protein expression. The reduced 

ERK1/2-dependent phosphorylation of synapsins produced their peri-nuclear concentration 

and release from synaptic vesicles. Cerebellum dysfunction and decreased synapsin were also 

found in adult rats. In elderly human subjects, we reported an association between linear 

walking deficit and rs795009 polymorphism of syn2 gene only in cases with increased 

homocysteine. These data provide the first evidence that methyl donor deficiency produces 

locomotion disorders related to altered cerebellum plasticity through impaired ERα pathways 

and downstream altered expression and functions of synapsins.  
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INTRODUCTION 

Deficiency in methyl donors, folate and vitamin B12, is associated with accelerated cognitive 

decline, abnormal brain aging and dementia (1,2,3,4). Homocysteine has been also identified 

as a predictor of Alzheimer's disease (4). At the metabolic level, the cellular deficiency in 

methyl donors produces an accumulation of homocysteine and a decreased S-

adenosylmethionine/S-adenosylhomocysteine (SAM/SAH) ratio, which is a key determinant 

of epigenetic mechanisms (Supplemental Figure 1A) (5,6,7). Despite this metabolic link, 

insufficient attention has been devoted to epigenomic and epigenetic mechanisms of methyl 

donor deficiency in the brain8. Most investigations have been focused on cellular effects of 

homocysteine on hippocampus, such as apoptosis, inflammation, cellular stress and 

microvasculature injury (3,9,10). In addition, the deficiency in vitamin B12 and folate 

disturbs the proper brain development, by impairing neuronal growth and differentiation (3,6). 

The interventional studies that aimed to evaluate the effect of folate and vitamin B12 

supplementations on cognitive decline in the elderly have provided contradictory findings, 

suggesting that part of the effects could depend on homocysteine level at baseline, and/or 

could be irreversible and/or have been produced earlier (11,12). Indeed, early vitamin B 

deprivation in rat pups has been associated with a definitive atrophy of the CA1 pyramidal 

layer of the hippocampus, with subsequent long-lasting learning and memory disabilities, 

long after switch to normal food (9,13). 

In contrast to their relation with cognitive functions and their effects in hippocampus, the 

effects of methyl donor deficiency and subsequent increased homocysteine have never been 

investigated on plasticity of cerebellum and motor control. Beside the hippocampus, the 

cerebellum is another potential target of pathomechanisms influenced by nutrition during 

perinatal development and ageing. Cerebellar Purkinje cells display vulnerability to 

environmental conditions during pregnancy and the early postnatal period as well as during 
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ageing, the two periods of life that are at high risk of methyl donor deficiency (2,7,14). This 

makes them particularly sensitive to environmental (15,16,17) and genetic factors (18). 

Cerebellum is one of the brain structures that still maturates during the postnatal period, with 

Purkinje cells developing dendrite connections until teenage years (19). Thus, the more 

cerebellum Purkinje cells extend their dendrites and proceed to synaptogenesis, the more 

precise the motor coordination becomes.  

Here, we report for the first time that methyl donor deficiency alters motor coordination and 

cerebellum plasticity in rat offspring and adult animals. Impaired transport of synaptic 

vesicles resulted from decreased expression and phosphorylation of synapsins (20) through a 

deregulation of ERα genomic/non-genomic pathways (21). Cerebellum dysfunction was also 

found in elderly human subjects, with an association between linear walking deficit and 

rs795009 polymorphism of syn2 gene only in cases with increased homocysteine.  
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RESULTS 

The methyl donor’s deficient diet decreased the concentration of folate, vitamin B12 and 

related metabolic markers in plasma and decreased the SAM/SAH ratio in cerebellum. 

The methyl donor deficiency was evidenced by decreased plasmatic concentrations of folate 

and vitamin B12 (Supplemental Figure 1B, C), increased concentrations of homocysteine, 

methylmalonic acid and succinic acid (Supplemental Figure 1D-F) and reduced S-

adenosylmethionine /S-adenosylhomocysteine (SAM/SAH) ratio in the cerebellum of 21-day-

old rat pups (Supplemental Figure 1G). 

Metabolic consequences of the methyl deficient diet were investigated by Positron emission 

tomography (PET) and by immunohistochemistry on the different cell layers of cerebellum. 

The high level of FDG activity commonly documented in cerebellum area from normal rats 

was no more observed in deficient animals (Figure 1A). Homocysteine accumulated 

preferentially at the interface between the molecular and granular layers, and was evidenced 

in the three major cell compartments of Purkinje cells, i.e. cell body, dendrites and axons, in 

deficient animals (Supplemental Figure 2C-E). The protein expression of key enzymes 

involved in homocysteine metabolism was also evaluated in pups’ cerebellum. Cystathionine 

beta-synthase was detected in Purkinje cells of animals subjected to the standard diet but not 

in the deficient animals. In contrast, the protein expression of methionine synthase was not 

affected by diet (Supplemental Figure 2F-K). Apoptosis of Purkinje cells investigated by 

immunohistochemical detection of cleaved caspase-3 and DNA fragmentation (Apostain) 

revealed no difference according to diet or gender (Supplemental Figure 3). 

The methyl donor deficiency altered the motor coordination of rat pups. The two series 

of tests on the maturation of motor coordination, righting reflex and negative geotaxis, 
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showed a gender effect, with abnormalities recorded only in females (Figure 1B-G). On the 

first day of test series on righting reflex, the time necessary to come back to a quadruped 

position was transiently but significantly increased in deficient females, compared with the 

control group, while no difference was found within male groups. Similar observations were 

made in the series of negative geotaxis tests. 

Methyl donor deficiency impaired the expression of synaptic proteins in cerebellum. The 

mechanisms underlying the neurobehavioral abnormalities were considered further by 

investigating the changes in protein expression. Among the proteins evidenced by proteomic 

analysis, the major change was observed for synapsin II, a protein that plays a central role in 

functional neuroplasticity (22,23) (Figure 2A). There was a 2.2-fold decreased expression in 

deficient versus control females. Western blotting (Figure 2B-D) confirmed the gender-

dependent difference produced by the deficient diet, with deficient females exhibiting a 

significantly lower expression of synapsins I and II, compared to control females, and a 

symmetrical change in males (Figure 2C, D). The expression of synaptotagmin and PSD-95, 

two other proteins involved in presynaptic and postsynaptic neuroplasticity, respectively, was 

also investigated. PSD-95 was significantly reduced in both deficient males and females, 

compared to controls, while quantification of synaptotagmin did not reveal any difference 

according to gender and diet (Figure 2E, F). 

We further studied the tissue distribution of synaptic proteins by immunohistochemistry. 

Synapsin I labeling was evidenced in the dendrites and axons of Purkinje cells, i.e. in both 

molecular and white matter zones of the cerebellum in control females (Figure 3A). Labeling 

was dramatically reduced in deficient females (Figure 3A, D). In contrast, synapsin II was 

detected and reduced only in the Purkinje cell bodies of deficient females, compared to 

controls (Figure 3B and 3E). The immunolabeling of PSD-95 showed the same distribution 

as synapsin II protein, with a strong reduction in the cerebellum layers of deficient females, 
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where the neurofilament-68 marker was present (Figure 3C, F). This suggests a balanced 

effect in post-synapses in response to the pre-synapse disorganization in deficient animals 

(24). 

Methyl-dependent epigenomic deregulation of ERα  pathways rather than direct 

epigenetic mechanisms could explain the decreased expression of synapsins. Real-time 

quantitative PCR of synapsin mRNAs revealed a significant gender effect between control 

groups, with females showing higher amounts of transcripts than males. The deficient females 

exhibited a lower level of transcripts of synapsins, compared to control animals (Figure 4A). 

We then investigated whether changes in transcript levels resulted from epigenetic 

mechanisms, since promoters of synapsins are regulated by methylation (25,26). The syn1 

promoter region presents few CpG islands compared to that of syn2 (4 vs. 78). Sixty five to 

93% of the four CpG islands localized in the promoter region of syn1 were methylated and 

they were more frequently methylated in males than in females, without influence of methyl 

donor deficiency. The seventy-eight islands of the syn2 promoter were not methylated, 

whatever gender or diet (supplemental Figure 4). The epigenetic regulation of the expression 

of synapsin genes was investigated further in a cell model of neuronal progenitors. Neither 5-

azacytidine, (5-AZA, a DNA methyltranferase inhibitor) nor suberoylanilide	  hydroxamic	  acid 

(SAHA, a histone desacetylase inhibitor) produced any significant change in the expression of 

synapsins in H19-7 progenitors (Figure 4B). The zinc finger transcription factor EGR-1/Zif-

268 is a target of Estrogen Receptor alpha (ERα). It is the only known transcription factor 

able to control the expression of the two synapsin genes (27). We further quantified its 

expression in the cerebellum. Our results revealed a significant decrease in both deficient 

males and females, compared to controls (Figure 4C, D). These results led us to evaluate the 

influence of the deficient diet on the expression of ERα in the cerebellar tissue. Western blot 

analysis of ERα showed a significant decrease in deficient female pups as compared to their 
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controls (Figure 4C, D), while no difference emerged in males. In our cell and animal 

models, the decreased expression of the protein arginine methyltransferase PRMT-1 and 

decreased SAM/SAH ratio led us to investigate the role of a deregulation of the genomic and 

non-genomic pathways of ERα (21). The expression of PRMT-1 showed a gender effect, with 

deficient females exhibiting lower amounts of protein than controls, with no difference 

between the two male groups (Figure 4C, D). The expression of synapsins I and IIa was 

decreased upon addition of an ERα antagonist in the culture medium of neuronal progenitors, 

while it remained unchanged in presence of an agonist. In addition, the effect of the ERα 

antagonist was dramatically increased when the cells were cultivated in deficient medium 

(Figure 4E and supplementary Table 1). This confirmed that ERα influences synapsin 

expression and that methyl donor deficiency impairs the pathways of ERα (Figure 4C-E). 

We confirmed the decrease of the non-genomic and genomic pathways of ERα in deficient 

condition by evidencing (i) the hypomethylation of ERα and its decreased interaction with 

PGC1α in Purkinje cells (Figure 5) and (ii) the imbalanced localization of PGC1α and ERα 

in the nucleus and cytoplasm of H19-7 progenitors (Figure 6A). The non-genomic effects of 

ERα are linked to the activation of the ERK pathway (i.e. p42/44 MAPK) (28,29). We 

observed a significant decrease of phospho-ERK1/2 in deficient females, compared with 

controls, and consequently, a decreased phosphorylation of synapsin proteins. This could be a 

consequence of the decreased non-genomic pathway of ERα, since the opposite was found in 

males (Figure 4C, D). We further checked the subcellular localization of synapsins and their 

interactions with synaptic vesicles, in deficient H19-7 progenitors. Synapsins concentrated 

more in a peri-nuclear location in deficient H19-7 progenitors, while they were detected also 

in neuritic processes in control conditions (Figure 6B). Finally, a defective activity of 

synapsins was evidenced in deficient cells by their lack of co-localization with the vesicular 
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glutamate transporter (Vglut), a marker of synaptic vesicles, on which synapsins bind in peri-

nuclear areas and in neuronal processes (Figure 6C). 

Impaired one-carbon metabolism is also involved in locomotor disorders in adult rats 

and elderly humans. The consequences of prolonged methyl deficient diet in adult female 

rats were comparable to those reported in pups, with increased plasma concentration of 

homocysteine and methylmalonic acid and decreased expression of synapsins (Supplemental 

Figure 5A, B). Deficient animals shared an impaired motor coordination that was evidenced 

by the linear walking test. We recorded an increased total time to perform the test (Figure 

1F), along with a higher number of small or deep errors committed in paws placement 

between the rungs (Figure 1G and Supplementary Video recordings), compared to control 

animals.  

We aimed therefore to assess whether synapsin polymorphisms are associated with disorders 

of postural control related with linear walking and whether methyl donors and homocysteine 

in elderly subjects of the “Oasi cohort” influenced this association. The average age of the 

667 participants was 71.5 years, 400 (60.0%) were women. In this population, homocysteine 

was strongly associated with folate (R= -0.258, 95% CI: -0.328, -0.184, P<0.001) and vitamin 

B12 (R= -0.253, 95 CI: -0.324, -0.180, P<0.001), but neither with creatinine (P=0.972) nor 

with C-reactive protein (P=0.572). Among these volunteers, 287 (43.2%) declared to have 

disorders of postural/locomotor control. Homocysteine, folate and vitamin B12 were also 

significantly associated with these declared disorders in univariate analysis (supplemental 

Table 2). We selected four polymorphisms (rs2307981, rs2307973, rs308963 and rs795009) 

with average intervals of approximately 38 kb in the exon/intron regions of the syn2 gene and 

investigated their association with declared disorders of postural control. The allele frequency 

according to disorders of postural control is provided in the supplemental Table 3. In age 

adjusted logistic regression, the allele G of rs795009 was the most significant predictor of 
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postural disorders in the whole population (P= 0.033, OR=1.52, 95% CI: 1.01-2.29) and in 

females (P= 0.013, OR=1.86, 95% CI: 1.13-3.06), but not in males (P= 0.804, OR=1.08, 95% 

CI: 0.56-2.10). Among the participants, a sample of 153 elderly people accepted to be further 

investigated by posturographic seesaw evaluation. No influence of the four synapsin 

polymorphisms, of folate, vitamin B12 and homocyteine was observed in the tests performed 

in eyes open condition. In contrast, significant higher sway path (P=0.0059) was observed in 

eyes closed condition for the volunteers who carried the G-allele of rs795009 and who had a 

serum concentration of homocysteine higher than the median (> 15.6 µmol/L) (Supplemental 

Figure 6). 
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DISCUSSION 

The deficiency in methyl donors, folate and vitamin B12 produced a gender-dependent 

impairment of motor coordination, which was evidenced in 21 days female pups and in adult 

deficient females. The delayed acquisition of movement coordination is thought to be in 

relation with the developmental and post-developmental role of Purkinje cells (30). Indeed, 

Purkinje cells are the latest neurons that develop their functionality during the maturation of 

the cerebellum circuitry, installing a crosstalk with downstream motor fibers for modulating 

the coordination processes of locomotion (31,32). Among the different cerebellar cell types, 

Purkinje cells were those particularly exposed to the impaired remethylation of homocysteine 

under methyl donor deficiency, as evidenced by the selective accumulation of homocysteine. 

The decreased expression of cystathionine beta-synthase in Purkinje cells was an additional 

metabolic change that certainly contributes to homocysteine accumulation by decreasing its 

degradation through the trans-sulfuration pathway (7).  

Focusing our search on Purkinje cell dysfunctions, analyses of cerebellum tissue led us to 

identify synapsins as the major hallmark that could be at the origin of locomotion disorders. 

Additionally, their altered expression was specifically localized in Purkinje cells and the 

influence of gender was concordant with that observed for locomotion disorders, with a 

decreased expression in deficient females and an opposite effect in males. The role of 

synapsin II in synapse function and plasticity may explain the locomotion disorders produced 

by the methyl donor deficient diet (20,33). Indeed, synapsins modulate neurotransmitter 

release at the pre-synaptic terminal by reversibly attaching synaptic vesicles to the actin 

cytoskeleton (20,34).  
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According to our data, the change in synapsin expression under methyl donor deficiency was 

not produced by epigenetic mechanisms. The deficient diet had no effect on the promoter 

methylation of syn genes, and 5-AZA and SAHA had no influence on synapsin expression in 

neuronal progenitors (35). The zinc finger transcriptional factor EGR-1/Zif-268 was the best 

candidate among the proteins that regulate the expression of syn1 and syn2 genes. It is 

encoded by a target gene of ERα, binds to two sites in the regulatory region of syn (36) and 

acts as a transcriptional activator of syn1 and syn2 (27,37). The decreased expression of EGR-

1/Zif-268 and of ERα in deficient condition and the additional influence of methyl deficiency 

on the effect of ERα antagonist on synapsin expression prompted us to investigate the 

deregulation of the pathways of ERα (21). Despite lack of data in the brain, there are solid 

evidences in other tissues that methylation plays a central role in balancing and regulating the 

genomic and non-genomic effects of ERα (21). Methylation of ERα and its co-regulator, 

PGC1α depends on PRMT-1 and SAM/SAH ratio and modulates the interaction between 

ERα and PGC1α and the extra-nuclear and nuclear targeting of ERα, respectively (21). In 

agreement with these mechanisms, the reduced expression of PRMT-1 and the decreased 

SAM/SAH ratio led to a decreased methylation of ERα, a decreased interaction between ERα 

and PGC1α and an imbalanced detection of ERα and PGC1α in the cytoplasm and the 

nucleus of the deficient cells (38,39). The non-genomic effects of ERα are linked to the 

activation of the ERK pathway (i.e. p42/44 MAPK) (28,29). Consistently, the 

hypomethylation of ERα could explain the decreased activation of ERK pathway (21,38,40) 

and the subsequent decrease of ERK-dependent phosphorylation of synapsins in the 

cerebellum of deficient females (28,29,41). In males, the ERK pathway is activated by the 

androgen receptor (42,43). This may explain that the ERK activation was oppositely 

influenced by methyl donor deficiency in females and males.  
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The ERK-dependent phosphorylation of synapsins plays a key role in the modulation of their 

functionality (20). It contributes to the cellular distribution of synapsins, the establishment of 

functional synaptic connections, the cycling of synaptic vesicles and the release of 

neurotransmitters (41,44,45). Upon stimulation, phosphorylated synapsins detach from 

synaptic vesicles and diffuse in the axonal compartments, while ERK inhibition induces 

synapsin accumulation in the peri-nuclear area (45,46,47). Such effects were observed in our 

experiments on cells cultivated in methyl deficient medium. In these cells, synapsins were 

exclusively concentrated in the peri-nuclear area, while they were detected in the neurite 

processes of cells cultivated in standard conditions. Moreover, this restricted location 

correlated with the release of synapsins from the synaptic vesicles, as illustrated by the 

absence of co-localization with a vesicular marker (Vglut), as previously observed in models 

of ERK inactivation (45,48).  

The deficiency in folate and vitamin in B12 produced disorders of motor coordination (linear 

walking) not only in pups but also in adult animals. We therefore investigated whether 

disorders of linear walking could be influenced by homocysteine, vitamin B12 and folate, 

through a mechanism that involves synapsins, in a cohort of elderly subjects. Vitamin B12 

and to a lesser extent, homocysteine and folate were significantly associated with declared 

postural and locomotion disorders. Higher sway path in posturographic evaluation on seesaw, 

with eyes closed, may indicate a central impairment of linear walking due to cerebellum 

dysfunction, vestibular dysfunction or both (49). Presently, the deleterious effect of a 

polymorphism of syn2, rs795009 on linear walking in closed eyes condition was observed 

only in the volunteers who displayed an increased level of homocysteine. The rs795009 

polymorphism is located in an intron, near a splicing site, and could influence the gene 

transcription and splicing (49).  Therefore, both homocysteine and rs795009 had cumulative 
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negative effects on the expression of synapsin II, in agreement with the mechanisms 

evidenced in the deficient animals.  

In conclusion, our study provides the first evidence that methyl donor deficiency produces 

disorders of motor coordination related to altered cerebellum plasticity through deregulation 

of genomic and epigenomic pathways of ERα and down-stream impaired expression and 

phosphorylation of synapsins. It opens new insights on the relations between nutrition, 

cerebellum disorders and falls, which is a major public health problem, in the elderly.  
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METHODS 

Animal Treatments. Animal experiments were performed on Wistar rats (Charles River, 

l’Arbresle, France) and were conducted in accordance with the National Institutes of Health 

Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, in an accredited establishment (Inserm U 

954), according to governmental guidelines N86/609/CEE. Adult female rats were maintained 

under standard laboratory conditions, on a 12-hour light/dark cycle, with food and water 

available ad libitum. One month before pregnancy, they were fed with either standard food (n 

= 8) (Maintenance diet M20; Scientific Animal Food and Engineering, Villemoisson-sur-

Orge, France) or with a diet lacking methyl donors, i.e., vitamins B12, B2 and folate (MDD, n 

= 8) (Special Diet Service, Saint-Gratien, France), described previously (13). The assigned 

diet was constantly maintained until weaning of the offspring (i.e., postnatal day 21).  Pups 

and mothers were scarificed at day 21 and day 150, respectively. 

Culture of neuronal progenitors.	  The protocoles are given in supplementary methods 

Neurobehavioral development. The tests were performed between post-natal days 3 and 21, 

in rat pups, as described (13). The procedure used for adult rats is given in supplementary 

methods 

Proteomic analysis of the cerebellum. Proteomic analysis was essentially carried out as 

described (51), with some modifications. Briefly, this analysis was based on a two-

dimensional polyacrylamide gel electrophoresis followed by a quantification of protein 

changes. Protein change according to the two diet conditions was captured via image 

alignment, and integrated analysis of expression profiles was performed using the Progenesis 

SameSpots software (Nonlinear Dynamics, Newcastle upon Tyne UK). Protein spots showing 

a significant change in abundance between the two conditions were subsequently analyzed by 

MALDI-TOF mass spectrometer (Voyager DE-Pro, Perseptive BioSystems, Farming-ham 
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MA) in positive-ion reflector mode for peptide mass fingerprinting (PMF) (see supplementary 

online methods for details). 

Tissue immunohistochemistry. Immunohistochemical analyses were performed on cryostat-

generated 20-µm sagittal brain sections mounted onto glass slides. Tissue sections were 

incubated in 0.1% triton X100 in phosphate-buffered saline (PBS) for 20 minutes at room 

temperature. Slides were dipped in PBS for 10 minutes, then in PBS containing 10% bovine 

serum for 1 hour, and were incubated two days at 4°C with primary antibodies (see 

supplementary table 4) followed by the second-step antibodies adapted to the host of the 

first antibodies, for 1 hour at room temperature (IgG conjugated to Alexa Fluor, 1/1000; 

Molecular Probes). Details are given in supplementary methods. 

Real-time quantitative RT-PCR of synapsin expression. Total RNA was purified from 

nitrogen frozen cerebellar tissue from control and MDD (n=5 for each group) pups with the 

RNeasy Lipid Tissue kit following the manufacturer’s recommendations (Qiagen, 

Courtaboeuf, France), which included treatment with DNase. To check for possible DNA 

contamination of the RNA samples, reactions were also performed in control condition 

without Omniscript RT enzyme (Qiagen, Courtaboeuf, France). For primer details see 

supplemental methods. 

Western blot analysis. Nitrogen frozen cerebellum of control (n=4) and MDD (n=4) 21-day-

old pups were solubilized in Ripa lysis buffer containing 140 mM NaCl, 0.5% (w/v) sodium 

deoxycholate, 1% (v/v) Nonidet P-40, 0.1% (w/v) SDS, and protease inhibitors (Complete, 

Roche Applied Science, Meylan, France). After homogenization, samples were lysed by three 

cycles of freezing/thawing and finally centrifuged at 4 °C for 30 min at 15,000 x g. The 

protein concentration in the supernatant was determined using the BCA protein assay kit 

(Pierce, Interchim, Monluçon, France). Twenty µg of protein samples were mixed with an 
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equal volume of 2x Laemmli buffer, denatured by heating the mixture for 5 min at 100 °C, 

and then resolved by 12% SDS-PAGE. The separated proteins were transferred using a Mini 

Trans-Blot cell onto polyvinylidene fluoride membrane (Immobilon-P, Millipore Corp., 

Guyancourt, France), and the membranes were blocked for 1 h with Tris-buffered saline (pH 

7.4) and 0.1% (v/v) Tween 20 (TBST buffer) containing 5% (w/v) bovine serum albumin. For 

information on antibodies, see supplementary Table 4 and for protein revelation, see 

supplementary methods.  

The OASI cohort. The population study was part of a larger project, the “Oasi cohort”, 

aiming to determine parameters involved in brain and vascular aging, in elderly people from 

two mountainous villages, San Teodoro and Cesarò, in the territory of Mounts Nebrodi, 

Sicily, Italy. The study was approved by the ethical committee of the IRCCS institute for 

Brain aging of Troina (Sicily) (52,53). All the 667 participants of the “Oasi cohort” gave 

informed consent. These elderly subjects, aged between 60 and 85, were subjected to a 

personal interview by a physician on postural control, clinical examination and biological 

analysis, as reported elsewhere. Among these participants, a sample of 153 elderly people 

who declared to underwent disorders of postural control (related to static and/or locomotion) 

was further investigated for posturography (see supplemental methods for details). 

Genotyping of syn2 variants. The genotypes of rs795009, rs 2307981, rs2308169, rs308963 

and rs2307973 were determined by real time PCR (LightCycler 480, Roche Molecular 

Biochemicals, Lyon, France). For details on primers, see supplementary methods. 
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FIGURES	  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1: Effects of methyl donor deficiency on metabolic brain imaging and locomotor 
coordination in rat pups and adult female rats. (A) Representative FDG Positron emission 
tomography (PET) brain images (6 rats per group) from a rat pup fed a deficient diet (left 
panel)  and a rat pup fed a standard diet (right panel). (B,C) Effects of methyl donor 
deficiency on Righting Reflex (N=12 per group) and (D,E) on Negative Geotaxis (N=12 per 
group) of rat pups. (F,G) Evaluation of locomotor coordination of adult females in the linear 
walking test. Total time (sec) to perform the test (panel f) and total number of small or deep 
errors committed in paws placement between the rungs (panel g). C=controls, MDD=methyl 
donor deficiency. Score values represent mean times (±SD) to perform each test. *P=0.04 , 
**P=0.02 (Mann-Whitney U-test).  P-values were obtained from one way ANOVA. 
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Figure 2: Analysis of synaptic proteins in the cerebellum of rat pups at 21 days of age. 

(A) Proteomic analysis. (B) Western blot of synaptic proteins. (C-F) Densitometric 

quantifications of western blots for synapsins in females and males, PSD-95 and 

synaptotagmin respectively; results are means (arbitrary units) ± standard errors (N= 4 / 

group, runs in duplicate). 
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Figure 3: Immunohistochemical localization of synaptic proteins in the cerebellum. 

(A,B,C) control and (D,E,F) deficient female pups of 21 days of age. Different zones of 

interest are shown: * cerebellar white mater (axons of Purkinje cells), # molecular layer 

(dendrites of Purkinje cells), arrow-heads (cell bodies of the Purkinje cells, immunopositive in 

controls and immunonegative in deficient rats). 
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Figure 4: Genomic and non-genomic mechanisms of the expression of synapsins. (A) 
Quantification of synapsin mRNAs (results are expressed as means ± standard errors 
(arbitrary unit referred to an internal standard ), N=5/group, run in duplicate). (B) Synapsin 
expression in H19-7 cells under treatment with 5-azacytidine (5-AZA) or histone deacetylase 
inhibitor (SAHA) and cultivated for 13h in B9-deficient (D) or control medium (C). (C) 
Western blot analysis of the expression of EGR-1/Zif 268, ERα , PRMT-1, phospho-ERK, 
phospho-synapsins and GAPDH. (D) densitometric quantifications of western blots of EGR-
1/Zif 268, ERα , PRMT-1, phospho-ERK2 and phospho-synapsin IIb (top to bottom, 
respectively). (arbitrary units ± standard errors, N=5/group, run in duplicate). (E): Western 
blot of synapsins in H19-7 cells cultivated in normal (control) versus methyl donor deficient 
(MDD) medium, with either100nM of ERα agonist (+αa, PPT), 100nM of ERα antagonist 
((+αi, MPP) or (V) vehicle only (DMSO was used as solvent for agonist and antagonists).  
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Figure 5: Evaluation of the methylation of ERα  protein and of the interaction between 

ERα  and PGC-1α  in Purkinje cells of the 21-day-old rats, by the Duo-Link method. (A) 

example of labeling and Matlab cell design (green line) for methylation in control (C) and 

methyl donor deficient (MDD) females. Each red dot reveals a methylation of one ERα  

protein and dimerization between ERα  and PGC-1α  in the histological views. (B,C) 

Quantification of methylation (in dots per cell) in females and males, respectively. (D) 

example of labeling and Matlab cell design (green line) for dimerization level between ERα  

and PGC-1α  in control (C) and methyl donor deficient (MDD) females. (E,F) Evaluation of 

dimerization levels between ERα  and PGC-1α  by the Duo-Link method, in the Purkinje cells 

of the 21-day-old females and males, respectively. Values represent means±SD and compared 

by ANOVA.  
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Figure 6: Immunostainings of synapsins and various related markers in H19-7 cells 
cultured under control or methyl donor deficient (MDD) conditions. (A) Co-
immunostaining of PRMT1 or PGC-1α  with ERα; note the delocalization of these co-
effectors and estrogen receptor from nucleus to cytoplasm in B9 deficient cells compared to 
controls. (B) Immunohistological cellular localization of synapsins I and II; note the restricted 
peri-nuclear localization in B9 deficient cells compared to controls. (C) Immunohistological 
of cellular co-localization of synapsins and a vesicular marker (VGlut); note the restricted 
peri-nuclear co-localization in B9 deficient cells compared to controls. 
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Figure S1: (A) The one-carbon metabolism. Homocysteine (Hcy) originates from the 
hydrolysis of S-adenosyl-homocysteine (SAH), a product of transmethylation reactions 
through S-adenosyl-methionine (SAM). It is the substrate of a re-methylation pathway 
catalyzed by methionine synthase (MTR). The co-substrate, methyltetrahydrofolate (methyl-
THF) is synthesized by methyl-tetrahydrofolate-reductase (MTHFR). Consequently, the 
deficiency in folate and/or vitamin B12 increases the SAH and Hcy levels and decreases SAM 
level in tissues. SAM is synthesized by the methionine S-adenosyl transferase (MAT). The 
main cellular consequences of the methyl deficient diet on the one-carbon metabolism are 
boxed. (B-G) Concentrations of folate (panel B, with NC=35, NMDD=18), vitamin B12 (panel 
C, with NC=38, NMDD=18), homocysteine (panel D, with NC=35, NMDD=17), methylmalonic 
acid (panel E, with NC=7, NMDD=17) and succinic acid (panel F, with NC=7, NMDD=17) in the 
plasma of 21-day-old rats. The results from males and females were pooled because no 
significant differences emerged. C=controls, MDD=methyl donor deficiency.  P-values were 
obtained from one-way ANOVA. (G), S-adenosylmethionine/S-adenosylhomocysteine 
(SAM/SAH) ratio in the cerebellum (N=10/group). Abbreviations, CF: control females, MDD 
F: methyl donor deficient females, CM: control males, MDD M: methyl donor deficient 
males. P-values were obtained from one-way ANOVA. 
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Figure S2: Immunohistochemistry of metabolic markers of the one-carbon metabolism 

in cerebellum. (A-C) Localization of homocysteine accumulation in MDD pups (a: 

homocysteine in green; b: calbindin-D28, a marker for Purkinje cells; c: merge); the Purkinje 

cell were revealed by their soma (arrow head), dendrites (empty arrow) and axons (white 

arrow). (D-I) Expression of homocysteine, cystathionine beta-synthase and methionine 

synthase in controls (D, E and F, respectively) and MDD (G, H and I, respectively).  
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Figure S3: Evaluation of apoptosis in the cerebellum of 21-day-old pups submitted to 

either a control or a deficient diet. (A, B) Assessment of apoptosis (apostain, in red) in 

control and deficient females respectively; (C, D) Assessment of apoptosis (apostain, in red) 

in control and deficient males respectively. (E) Enlargement of the surface underlined on 

panel a showing the Purkinje cell layer; note that the body of some Purkinje cells are slightly 

labeled for apoptotic death (red, arrows), and others not (arrow-heads)(bar=20µm). (F) 

Representation of merge (yellow) labeling between cleaved caspase-3 (green) and calbindin-

D28 (red). Caspase labeling was found in all pups whatever the diet and gender with some 

cells slightly labeled (arrows) and others not (arrow-heads) (bar=20µm).  
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Figure S4: Methylation of the promotor regions of syn1 and syn2 according to methyl 

donor deficiency in H19-7 progenitors. (a,b) syn II and (c) syn I. The CpG in promotor 

regions are indicated by vertical bars (A, C). Methylation of the promotors of syn II (A) and 

syn I (C) was studied by bisulfitation and sequencing of amplicons. The analyzed sequence in 

each promoter is indicated in black and the hypomethylated and hypermethylated CpG are 

labeled in green and red, respectively. (B) The rate of methylation of syn I promoter was 

considered according to gender (n=6 per group) 
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Figure S5: (A) Plasma levels of biochemical parameters (homocysteine (Hcy), 

methylmalonic acid (MMA) and succinic acid (SA)) in adult female rats. (B) Western blot of 

synapsins in the cerebellum of adult female rats. (C, D) Linear walking test on rungs, with 

time (sec) (c) and number of errors (d) in adult females. 
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Figure S6: Posturographic evaluation of the elderly subjects. Sway path is travelled by the 

center of foot pressure, eyes closed and seesaw between the feet and the platform; participants 

with G allele (GG and GT genotypes, left side) and TT genotype (right side) alleles. Subjects 

without hyperhomocysteinemia (blue) and with hyperhomocysteinemia (red). 
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Figure S7: Effects of the methyl donor deficiency on synapsin expression through 

impaired pathways of ERα . 
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Supplementary Video 1: Motor coordination tested by linear walking of adult rat 

females fed a standard diet. 

Supplementary Video 2: Motor coordination tested by linear walking of adult rat 

females fed a methyl donor deficient diet. 
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Table S1. Metabolic markers of the one-carbon metabolism in H19-7 progenitors 

according to the culture conditions of H19-7 cells (control vs methyl donor deficiency). 

 control deficient p 

B12 (pM/µg) 654 ± 70 842 ± 88 ns 

B9 (mM/µg) 168 ± 11.3 31.8 ± 17.3 0.001 

Hcy (µM/µg) 0.53 ± 0.07 1.31 ± 0.04 0.001 

SAM (µg/mg) 1435 ± 148 492 ± 166 0.001 

SAH (µg/mg) 7.72 ± 3.59 21.93 ± 10;03 0.0029 

SAM/SAH 185.6 ± 41.0 22.4 ± 16.0 0.0001 

 

Each parameter was presented as mean quantity (± sd) for an amount of extracted protein (in 

µg or mg) from the cultures, after 13h of differentiation. Data were obtained from three wells 

of two different cultures for each condition (n=6/condition, control or deficient). Statistical 

analysis were performed with one-way ANOVA followed by fischer’s PLSD. 
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Table S2. Biological parameters in function of declared postural and/or locomotor disorder  

Parameter With postural disease Without postural 
disease 

Age 
adjusted P-

value 

Folates (nmol/L) 13.6 ± 8.6 13.9 ± 7.7 0.011 

B12 vitamin (pmol/L) 334.9 ± 224.5 368.9 ± 250.2 0.001 

Homocysteine (mmol/L) 16.1 ± 6.6 16.6 ± 14.5 0.039 

Methyl malonic acid (mmol/L) 0.2 ± 0.1 1.4 ± 19.1 0.518 
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Table S3. Allele frequencies of syn II polymorphisms in subject with and without declared 

postural/locomotor disorders. 

  Number of alleles (frequency, 95% confidence intervals)  

Reference 

variant 

Allele All With declared disorder Without declared 
disorder 

P-value 

rs308963 G 563 (0.81, 0.78-0.84) 336 (0.79, 0.75-0.82) 227 (0.85, 0.80-0.89) 0.056 

 C 131 (0.19, 0.15-0.22) 90 (0.21, 0.17-0.25) 41 (0.15, 0.11-0.20)  

rs795009 T 615 (0.81, 0.78-0.84) 362 (0.78, 0.75-0.82) 253 (0.85, 0.81-0.89) 0.033 

 G 143 (0.19, 0.16-0.22) 98 (0.21, 0.18-0.25) 45 (0.15, 0.11-0.19)  

rs2307973 WT 231 (0.19, 0.17-0.21) 133 (0.19, 0.16-0.22) 98 (0.19, 0.15-0.22) 0.864 

 deletion 985 (0.81, 0.79-0.83) 561 (0.81, 0.78-0.84) 424 (0.81, 0.78-0.85)  

Rs2307981 WT 1067 (0.80, 0.78-0.82) 600 (0.80, 0.77-0.82) 467 (0.81, 0.78-0.85) 0.418 

 deletion 261 (0.20, 0.18-0.22) 154 (0.20, 0.18-0.23) 107 (0.19, 0.15-0.22)  
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Table S4: Informations on antibodies used in western blotting and immunohistochemistry 

 

Antibodies Used for 
(IHC, WB) 

Dilution Host Supplier 

Hcy IHC 1/200 rabbit Chemicon Int., Temacula, 
CA 

Calbindin-D28 IHC 1/200 mouse Santa-Cruz Biot., Santa-
Cruz, CA 

CBS IHC 1/200 mouse Abnova, Taiwan 
MS IHC 1/200 mouse Abnova, Taiwan 
Synapsin-I IHC, WB 1/200 (IHC), 

1/2000 (WB) 
rabbit Chemicon Int., Temacula, 

CA 
Synapsin-II IHC, WB 1/200 (IHC), 

1/2000 (WB) 
rabbit Abcam, Cambridge, UK 

ERalpha IHC, WB 1/200 (IHC), 
1/500 (WB) 

mouse Santa-Cruz Biot., Santa-
Cruz, CA 

PRMT-1 IHC, WB 1/200 (IHC), 
1/700 (WB) 

rabbit Cell Signaling, Beverly MA, 
USA 

PGC-1 IHC, WB 1/200 (IHC), 
1/1000 (WB) 

rabbit	   Cell Signaling, Beverly MA, 
USA	  

EGR-1 WB 1/1000 rabbit	   Cell Signaling, Beverly MA, 
USA	  

ERK 1/2 WB 1/2000 rabbit	   Cell Signaling, Beverly MA, 
USA	  

Phospho-
synapsin 

WB 1/1000 rabbit	   Cell Signaling, Beverly MA, 
USA	  

Phospho-ERK 
1/2 

WB 1/1000 rabbit	   Cell Signaling, Beverly MA, 
USA	  

Vglut2 IHC 1/200 mouse Abcam, Cambridge, UK 
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SUPPLEMENTARY METHODS 

Neurobehavioral development. In the static righting reflex, the time needed by the pup to 

right itself in a supine position was recorded for 3 consecutive days (postnatal days 3 to 5). 

The negative Geotaxis was tested at postnatal days 8, 9, and 10. The rat was positioned with 

the head downward on an inclined plane with a 20% slope. The time needed for the pup to 

turn completely and reach a position with the head upward on the plane was measured. The 

duration of the test was limited to 120 seconds. 

Biochemical analyses. Plasma concentrations of vitamin B12 and folate were determined by 

radio-dilution isotope assay (simulTRAC-SNB, ICN, Costa Mesa, USA). Homocysteine, 

Methylmalonic acid and Succinic acid  concentrations were measured by High Performance 

Liquid Chromatography (Waters, St Quentin, France) coupled to mass spectrometry (Api 

4000 Qtrap Applied Biosystems, Courtabœuf, France), as previously described (1) The 

measurement of SAM and SAH concentrations was performed as described (2). Proteins were 

precipitated with 0.2 N HCLO4, centrifuged, and the supernatant was filtered through 0.45 µm 

before injection on the column (Lichrospher, 100 RP-C18, 5µm, 250 x 4mm I.D.). 

Positron emission tomography (PET). PET scans were performed using an animal small 

monitoring and gating system M 1025T (Inveon Siemens Medical Inc., USA). The animals (6 

per group, according to diet) were anaesthetized and injected with 74 MBq of 18F-Labeled	  

FDG (Fluorodesoxyglucose). PET scans were acquired at 30 min after injection. Rats were 

acclimated to the system for 7 days. The readings were averaged from single sessions of 8-10 

acceptable readings. 

Proteomic analysis. Frozen cerebellum was pulverized under liquid nitrogen with a mortar 

and pestle and the resulting powder was homogenized at 4°C in extraction buffer 

supplemented with 50 mM DTT instead of tributylphosphine using a 2-ml all-glass mini-
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Potter homogenizer. Then, the homogenate was centrifuged at 18000 g for 15 min and the 

protein concentration of the supernatant was determined using the RC DC protein assay kit 

(Bio-Rad Laboratories, Marnes-La-Coquette, France). Extracted proteins (500 µg/gel) were 

separated by two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (2-D PAGE). The buffer 

used for strip rehydration before the first dimension contained 7M urea and 2M thio-urea 

instead of 9M urea. Following the second dimension, separate protein spots were visualised 

on gels by 0.02% (w/v) colloidal Coomassie Blue and images were captured on an image 

scanner (Amersham Image Scanner, GE Healthcare, Orsay, France). Quantification of protein 

changes across triplicates of the two conditions analyzed was captured via image alignement 

and analysis, and integrated analysis of expression profiles using the Progenesis SameSpots 

software (Nonlinear Dynamics, Newcastle upon Tyne UK). In addition to technical repeats, 

biological replicates were carried out to address individual variability using myocardium from 

6 control and 6 methyl donor-deficient rat pups. Results were expressed as means ± SD. 

Tailored multivariate statistical analysis facilities incorporated into the Progenesis SameSpots 

software were used for image analysis with P < 0.05 considered significant. Spots showing a 

significant change in abundance between the two conditions were subsequently analysed by 

MALDI-TOF mass spectrometer (Voyager DE-Pro, Perseptive BioSystems, Farming-ham 

MA) in positive-ion reflector mode for peptide mass fingerprinting (PMF). Monoisotopic 

peptide masses were assigned and used from NCBI database searches with the MASCOT 

(V.2.2, Matrix Science) [http://www.matrixscience.com/search_form_select.html] search 

engine.  

Tissular immunohistochemistry. All slides were counterstained with the nuclear fluorescent 

dye 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (0.5 µg/ml in PBS; Sigma). Slides were observed 

under fluorescence microscopy (BX51WI; Olympus, Japan) at a × 40 magnification and 

pictures were performed through a digital camera and the cellF software (Soft Imaging 
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System, Olympus). In order to assess the methylation level of ERα protein or the level of 

dimerization of ERα with PGC-1, we performed “proximity ligation” assays (Duolink® in 

situ PLATM reagents, Olink Bioscience) to visualise and quantify protein interactions in situ. 

A pair of oligonucleotide labelled secondary antibodies (PLA probes) generates a signal only 

when the two probes have bound in close proximity. The signal from each detected pair is 

visualised as an individual fluorescent dot. The PLA signals can be counted and assigned to a 

specific subcellular location based on microscopy images (Olympus BX51WI microscope 

with BlobFinder freeware from the Centre for Image Analysis, Uppsala University). 

Real-time quantitative RT-PCR of synapsines expression. Specific amplifications were 

performed using the following primers, forward: 5'-GAGGCCCTCCACAACCAG-3', and 

reverse: 5'-CTGCTGTGGGACTTGGTAGG-3', for synapsin I, and forward: 5'-

CATGGGTGTTTGCTCAGATG-3', and reverse: 5'-TCTCTCGGTGATTGGGGTAG-3', for 

synapsin II. For more details see supplemental methods. Expected product size was 147 base 

pairs for synapsin 1, and 96 base pairs for synapsin II. Quantitation was performed using 

ribosomal protein S29 (RPS29) as an internal standard with the following primers: forward, 

5’- ATGGGTCACCAGCAGCTCTA-3' and reverse: 5’- CATGTTCAGCCCGTATTTGC -

3’. Expected product size was 114 base pairs. Real-time PCR was carried out using the DNA 

binding dye SYBR Green I for the detection of PCR products. Temperature cycling for both 

synapsine runs was: 15 min at 95 °C to activate the enzyme, followed by 50 cycles: 94°C for 

10 s, 58 °C for 15 s, and 72 °C for 15 s. Temperature cycling for RPS29 run was: 15 min at 95 

°C to activate the enzyme, followed by 50 cycles consisting of : 94°C for 10 s, 55°C for 20 s 

and 72°C for 15 s. Then melting curves analyses were performed by increasing temperature 

from 65 to 95°C, with 0.1 °C per second. Calculation of the results was done with the 

RelQuant software (Roche Diagnostics, Manheim, Germany). Results were expressed as 
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arbitrary units (AU) by calculating the ratio of crossing points of amplification curves of 

mRNA and internal standard. 

Methylation of syn1 and syn2 promoters. The bisulfitation experiment was performed as 

described before (Lu et al, 2007). Briefly, DNA was extract from 20 mg of cerebellum of 21-

day-old pups, using a QIAamp DNA mini kit (Qiagen). One µg of extracted DNA was 

subjected to bisulfitation, using a EZ DNA methylation-gold kit (Zymo Research). DNA 

amplification was performed using the following primers: for syn1, forward 5’-

TGAGAAGGTATTTTGTTTGGGTTATA-3’ and reverse 5’-

AAAATCCTTTTTACTTTTCCCCATA-3’, and for syn2 in three fragments, forward 5’-

TGGTGATGGTGGGAGATTTT-3’, 5’-GTTAGAGTTTGAAGGAGGGGTG-3’, 5’-

TTAATGGTTATATGATTGATTTTTAG-3’ and reverse 5’-

AAAATCCTTTTTACTTTTCCCCATA-3’, 5’-TCAATCATATAACCATTAAACAAA-3’, 

5’-CCAACAACACCTTAACCTTCCTA-3’. Temperature cycle was: 2 min at 95 °C for 

DNA denaturation, followed by 40 cycles: 95°C for 30 s, 56°C to 51°C for 30 s, and 72 °C for 

30 s. Amplicons were purified with a QIAquick PCR purification kit (Qiagen) for sequence 

analysis. 

In vitro experiments with neuronal progenitors. H19-7/IGF-IR progenitor cell line 

(ATCC# CRL-2526) was conditionally immortalized from embryonic rat brain with a 

temperature sensitive SV40 large T antigen. Cells were cultured and allowed to differentiate 

as previously described (1). Cells were allowed to proliferate at the temperature of 33°C in 

95% air/5% CO2. Selection was maintained with 200 µg/mL G418. Folate and vitamin B12 

deficiency was induced by using DMEM (containing traces amount of B12) lacking vitamin 

B9 (Invitrogen). After 24h, cells were washed and shifted to the non-permissive temperature 

(39°C) for induction of their differentiation in high-glucose-DMEM (with or without B9) 

containing 1% fetal calf serum, N2 supplement (Invitrogen) and 0.11 mg/mL sodium 
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pyruvate, 2 mM glutamine, 0.1 mg/mL transferrin, 20 nM progesterone, 0.1 mM putrescine 

and 30 nM sodium selenite This differentiation condition fits with the developmental animal 

model since the cerebellar cells present a large window of maturation (i.e. differentiation and 

plasticity) prolonged of several weeks after birth. 

In order to investigate the role of estrogen receptors, cells were cultured in a medium 

complemented with ER agonist or antagonist (purchase from TOCRIS, Southampton, UK) in 

a final concentration of 100 nM. ERα agonist was 4,4',4''-(4-Propyl-[1H]-pyrazole-1,3,5-

triyl)trisphenol (PPT), ERα antagonist was 1,3-Bis(4-hydroxyphenyl)-4-methyl-5-[4-(2-

piperidinylethoxy)phenol]-1H-pyrazole dihydrochloride (MPP). MG132 (a proteasome 

inhibitor, Enzo Life Sciences) and PD98059 (a MEK inhibitor, Calbiochem) were also used 

and added to the differentiation medium and kept until 13h of differentiation. 5-aza, (a DNA 

methyltransferase inhibitor, Sigma-Aldrich) and SAHA, (a histone deacetylase inhibitor, Aton 

Pharma) were used too for epigenetic investigations. 

Western blot analysis. The polyvinylidene fluoride membrane were then incubated overnight 

at 4 °C with primary antibodies diluted in TBST buffer containing 5% bovine serum albumin 

(syn-1, polyclonal, Chemicon and syn-2 poyclonal, Abcam, 1/2000). After being washed with 

TBST buffer, the membranes were incubated for 1 h at room temperature with the 

corresponding horseradish peroxidase-conjugated preadsorbed secondary antibodies (1/5000). 

Subsequently, immunoreactive proteins were visualized using the enhanced 

chemiluminescence protocol (ECL kit, Amersham Biosciences, Orsay, France). Quantity One 

software, associated with the VersaDoc imaging system (Model 1000, Bio-Rad, Marne-la-

Coquette, France), was used to quantify signals and densitometric analysis obtained from at 

least 3 separate experiments were done in arbitrary units (AU). 
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Posturography of elderly subjects of the OASI cohort. All participants were asked to stand 

barefoot and upright on the seesaw, the inner border of the feet parallel and 2.36 inches (6 

cm) apart, remaining as stable as possible and breathing normally with arms along the sides in 

eyes open and eyes closed conditions. Feet were positioned in such a way that the mean 

orientation of the seesaw remains approximately horizontal during balancing. For further 

details see supplemental methods. The seesaw, made of a square plate (15.75 inches (40 cm) 

long on each side) mounted 1.96 inches (5 cm) above two circular ridges (radius: 21.65 inches 

(55 cm)), was aimed to allow pitching movement along the anteroposterior axis. The seesaw 

was laid on a vertical force platform mounted on three strain-gauge force transducers (Satel, 

Blagnac, France), providing description of the body sway in terms of displacement of the 

centre of foot pressure in a two dimensional horizontal plane (recording time: 25.6 s, 

acquisition frequency: 40 Hz). Seesaw’s movements were supposed to be without any friction 

with the force platform (3,4) The sway path (in mm) travelled by the displacements of the 

centre of foot pressure was recorded during posturographic evaluation, high values indicating 

postural impairments (3,4). 

Genotyping of syn2 variants. The two PCR primers and the Fu and FC probes were 

respectively: 5’ggCTCAgCAgACAgACCC3’ (forward), 

5’TCAACTCACCTgTCTgACATgg3’ (reverse), TTCTggAAAgTTTCATgCCC-FL3’, and 

3’AAggAATggAAAAAAgAgTgggAgACAg5’ (rs795009), 

ggATgAATATggTggTCTCAggTA, TgTAgCTgTTATTTCTgACAACTTCC, 

TgCAATATgAgAgCAACAACACCCT-FL, 

CAgAgATAgAATgTAgAATgCACACCCggTgg (rs 2307981), 

CCgCTACCTTCTATTTTggTCT, ggCTATAAAACgCATCTAgAAATAgg, 

AAACTAAAAATCCAAgggTggATACC-FL, 

AgAAAACCATAgTAAAACgAAggATCAAggAAAA (rs308963), 
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AgCTTAAggTTTTggTTTgTTTATT, TgAACTgTgAgTCAgAggCAgA, 

TTACAAAgAAAgAAACACACACAAAgA-FL, 

AAggAATggAAAAAAgAgTgggAgACAg (rs2307973). Overall average genotyping success 

was greater than 98.6%. Quality control was ensured by including a random 10% of the 

samples in the 384-well plates as duplicates and internal controls. For the 1.4% remaining 

samples, amplicons were sequenced by the dideoxy chain termination reaction. 

Statistical Analyses. Statistical analyses were performed using Stata Software version 11.0 

SE (Stata Corp, Texas USA). Continuous variables from QT-PCR and densitometry analyses 

of western blots were reported as mean ± S.D. Raw data were compared using the one-way 

analysis of variance (ANOVA) with Fisher test. Regarding behavioral studies, the distribution 

of the data deviated from normality and variances were not equal. We therefore analyzed the 

data by Mann-Whitney U-test. The statistical analysis of the population study was designed to 

test the hypothesis of an association between either metabolic parameters or genetic 

polymorphisms and the presence of disorders of postural control. The minimal size of our 

sample was estimated at 100 patients, with a study power 1- β = 0.8 and α = 0.05, assuming a 

1.5-fold difference in the less frequent alleles between subjects with or without disorders of 

postural control. Continuous variables were compared by Mann-Whitney U-test. Alleles were 

expressed as number and frequency with 95% exact confidence interval. A chi-square test was 

used to assess differences. The χ2 goodness-of-fit test was used to determine whether the 

observed genotype distribution was in Hardy-Weinberg equilibrium. The significance and 

odds ratios of determinants were determined by stepwise multivariate logistic regression 

analysis, using a model that included age and the variables that were significantly associated 

(P-value < 0.10) with postural control in univariate analysis (folates, vitamin B12, 

homocysteine, rs308963, rs795009). Corrections for multiple comparisons were made using 

the Bonferroni test. 
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SYNTHESE DE LA PUBLICATION 2 

Les données biochimiques montrent une forte diminution de la concentration plasmatique en 
vitamine B12 et folate dont la conséquence est un blocage de l’activité des enzymes MTHFR 
et MTR entrainant une hyperhomocystéinémie. On observe  également une chute de l’index 
de méthylation cellulaire SAM/SAH dans le cervelet des ratons carencés âgés de 21 jours. 
L’observation histologique du cervelet montre une accumulation préférentielle de 
l’homocystéine dans les cellules de Purkinje. Alors qu’une étude antérieur a montré que 
l’accumulation d’homocystéine est corrélée avec l’apoptose dans les cellules pyramidales de 
l’hippocampe (Blaise et al.,2007), cela n’a pas été observé au niveau des cellules de Purkinje 
en dépit d’une réduction du nombre de ce type de cellule chez les animaux carencés suggérant 
plutôt un effet développemental de type « programmation fœtale ». C’est à partir des données 
fonctionnelles que nous avons mis en évidence un dimorphisme sexuel lors d’une série de test 
(righting reflex et négative geotaxis) évaluant la maturation de la coordination. En effet, 
seules les femelles carencées présentaient un retard dans l’ acquisition motrice lors des 
différents essais. Par la suite, afin de clarifier les mécanismes sous-jacents à l’origine de ces 
anomalies fonctionnelles, les investigations ont été abordées au niveau protéique. Une analyse 
protéomique a permis de cibler une diminution d’expression de la synapsine II qui est un 
acteur majeur de la neuroplasticité fonctionnelle et qui s’est avérée être 2,2 fois moins 
exprimés chez les animaux carencés. Les données transcriptomiques et protéiques ont 
confirmé le dimorphisme sexuel. Ainsi les synapsines et leurs ARNm sont moins exprimés 
chez les femelles carencés et présentent une distribution tissulaire modifiée notamment pour 
la synapsine II. D’autres protéines impliquées dans la neuroplasticité ont été parallèlement 
étudiées, révélant des changements d’expression et de localisation des protéines synapsine I et 
PSD95 (Post-synaptic density 95) suggérant une réorganisation fonctionnelle de la fente 
synaptique en réponse aux perturbations causées par la carence.  

Suite au changement des niveaux de transcription des synapsines observé, nous avons cherché 
à déterminer si les mécanismes épigénétiques étaient impliqués puisqu’il a été démontré que  
leurs promoteurs étaient riches en ilots CpG (Sauerwald et al.,1990 ;Chin et al.,1994). Les 
études de la méthylation des promoteurs dans le modèle animal et l’utilisation d’inhibiteurs de 
méthyltransférase et de désacétylase nucléaire dans le modèle cellulaire ont montré que les 
mécanismes épigénétiques n’étaient pas impliqués dans ces modifications d’expression liée à 
la carence. De nombreux arguments montrent une altération plus sévère chez les femelles 
exposées au régime carencé. La protéine EGR-1/Zif- 268 est le seul facteur de transcription 
connu qui contrôle l’expression des deux synapsines I et II (Thiel et al.,1994 ; Petersohn et 
al.,1995). La carence affecte également l’expression de ce facteur de transcription, aussi bien 
chez les males que les femelles. Nous nous sommes alors intéressés aux récepteurs aux 
œstrogènes (ER) et notamment ER alpha dont EGR-1 constitue une de ses cibles (Al-Sarraj et 
al.,2005). De plus, l’éventuelle implication d’ERα pourrait expliquer les différences 
d’expression des synapsines en fonction du sexe chez les animaux carencés. 
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L’analyse protéique d’ER α a effectivement révélé une diminution d’expression significative 
uniquement chez les femelles carencées. De plus, en présence d’antagoniste d’Erα dans le 
milieu de culture de progéniteurs neuronaux, l’expression des synapsines I et II a 
significativement diminué. En outre, une carence en folate potentialise l’effet d’antagoniste 
sur l’expression d’ERα. Ces données confirment donc l’influence d’ERα sur l’expression des 
synapsines ainsi qu’une altération des voies de régulation d’ERα par une carence en donneurs 
de méthyles. ERα participe à deux voies de régulation : l’une dite génomique et l’autre dite 
non-génomique (Behl.,2002) qui pourrait agir au niveau de la régulation de l’expression et du 
fonctionnement des synapsines.  

La voie génomique requiert la translocation d’ER α dans le noyau afin qu’il active la 
transcription de certains gènes via les ERE (element response estrogen). Or, cette 
translocation nucléaire nécessite la participation du cofacteur transcriptionnel PGC1α méthylé 
et dont la méthylation se trouve diminué en situation de carence. Ceci expliquerait 
l’observation d’une localisation plutôt cytoplasmique d’Erα chez les carencés. La 
conséquence est une diminution de l’expression de sa cible EGR1 chez les animaux carencés. 

L’autre voie envisagée fait intervenir la méthyltransférase PRMT1 dont la fonction est le 
transfert d’un groupe méthyle sur des résidus arginine d’ERα. Une fois de plus, dans une 
situation de carence, la diminution du potentiel de méthylation via la SAM, conduit à une 
hyporégulation  de cette voie cytoplasmique (non génomique) d’ERα. La littérature  a montré 
un lien entre la voie non génomique d’ERα et l’activation de la voie ERK dont la forme 
phosphorylée est sous-exprimée chez les femelles carencées. Les synapsines étant des cibles 
d’ERK (Giachello et al.,2010), ceci a pour conséquence une diminution de la phosphorylation 
des synapsines nécessaire à leur fonctionnement (Figure 28). Un effet inverse a été observé 
chez les mâles carencés. Outre un défaut de fonctionnalité chez les individus carencés, les 
synapsines présentent une localisation cellulaire ectopique illustrée par une concentration 
périnucléaire qui est de plus confirmée par l’absence de colocalisation avec un marqueur de 
vésicule synaptique (Vglut 2). 

Enfin, une carence en folate et vitamine B12 peut produire des altérations de la coordination 
motrice (marche linéaire) chez le jeune mais également chez l’animal âgé. A cet égard, il a été 
mis en évidence par une évaluation posturographique d’une cohorte de personnes âgées 
révélant chez les sujets féminins  une corrélation entre des désordres posturaux et 
locomoteurs, des taux d’homocystéine élevés (>15,6 µmol/L) et le polymorphisme de la 
synapsine II rs795009. 

En conclusion, nous avons montré qu’une carence précoce en donneurs de méthyles 
engendrait des altérations de la coordination motrice en relation avec une atteinte de la 
plasticité cérébelleuse via des dysrégulations des voies génomique et épigénomique d’ERα 
révélant un dimorphisme sexuel en défaveur des femelles. 
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Figure 29 : Schéma mécanistique des voies de régulation d’ERα sur les synapsines  

 

Alors que la première partie traite des conséquences délétères d’une carence nutritionnelle en 
période périnatale, nous avons voulu caractériser les effets d’un autre facteur environnemental 
qui peut survenir durant cette même période critique. L’hypoxie néonatale intervient au 
premier chef dans l’étiologie des asphyxies néonatales aux conséquences délétères. Toutefois, 
lorsque ce phénomène biologique est appliqué en dessous de son seuil dommageable, sous la 
forme d’un conditionnement cérébral, il a été montré que l’hypoxie était capable de stimuler 
une neurogenèse endogène dont les conséquences à long terme n’étaient pas connues. 
Aussi, notre objectif était, avec l’étude de ce deuxième type de facteur environnemental, de 
caractériser sur le long terme un processus apparemment bénéfique en termes de plasticité 
cérébrale.  
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TROISIEME PARTIE: Un conditionnement hypoxique néonatal bref améliore les 
fonctions cognitives et les propriétés tissulaires cérébrales chez le rat adulte – Mise en 
évidence d’un dimorphisme sexuel. 
 
OBJECTIFS DE LA PUBLICATION 3 
 
Le phénomène d’hypoxie est observé dans le cadre de différentes pathologies, et notamment 
dans l’asphyxie néonatale qui représente la principale étiologie des lésions cérébrales 
périnatales. Il s’en suit plusieurs types de lésions à la fois nécrotiques (corps ischémique) et 
apoptotiques (zone de pénombre). L’hypoxie apparaît alors comme un effecteur 
particulièrement délétère. Différentes études ont par ailleurs montré que si un stimulus était 
appliqué en dessous de son seuil dommageable, cela pouvait enclencher des mécanismes de 
protection intrinsèques capables de prévenir les conséquences néfastes de ce même stimulus 
appliqué à dose plus forte en induisant une tolérance. 
Les premiers travaux (Bossenmeyer-Pourié et al., 1999 ;Bossenmeyer-Pourié et al., 2002) qui 
ont contribué à élucider les mécanismes sous-jacents de la tolérance à l’hypoxie ont porté sur 
un modèle in vitro de cultures primaires de neurones embryonnaires. Deux stimuli ont été 
appliqués sur ces cellules : une hypoxie sévère (6 heures) qui se caractérisait par une 
réduction de la viabilité cellulaire accompagnée d’une augmentation de cellules nécrotiques et 
principalement apoptotiques. A l’inverse, une hypoxie modérée (3 heures dans ce modèle) 
entraînait une élévation du taux de viabilité cellulaire, en lien avec la présence de cellules en 
mitose, conduisant à une neurogenèse réactionnelle. Par la suite, il a été retrouvé des données 
similaires sur un modèle in vivo d’hypoxie néonatale de 5 minutes chez le rat. Des 
investigations approfondies sur ce modèle (Pourié et al., 2006) ont montré qu’un tel épisode 
hypoxique stimulait la neurogenèse dans la zone subventriculaire, qui apparaissait maximale à 
20 jours post-hypoxie. Certaines cellules issues de cette zone empruntent alors un cordon de 
migration postérieur afin de s’implanter dans l’hippocampe. Toutefois, les conséquences à 
long terme sont très peu documentées. Nous avons par conséquent étudié les effets tissulaires 
et comportementaux de cette même hypoxie néonatale sur les rats, avec une attention 
particulière pour le facteur sexe des individus. 
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Conditioning-like Brief Neonatal Hypoxia
Improves Cognitive Function and Brain Tissue
Properties with Marked Gender Dimorphism in Adult Rats
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Although recent studies have documented compensatory generation of neurons in adult

brains in response to various insults, a noninjurious short episode of hypoxia in rat

neonates has been shown to trigger neurogenesis within the ensuing weeks, without

apparent brain lesions. Very little is known of the long-term consequences. We therefore

investigated the effects of such a conditioning-like hypoxia (100% N2, 5 min) on the brain

and the cognitive outcomes of rats at 40 to 100 days of age. Control and posthypoxic rats

developed similar learning capacities over postnatal days 14 to 18, but hypoxia was

associated with enhanced scores in a test used to evaluate memory retrieval between 40

and 100 days. A striking sexual dimorphism was observed, with an earlier functional gain

observed in female (40 days) compared with male (100 days) rats; gains were associated

with matching structural changes in areas involved in cognition, including the hippocampus

and frontal cortex. Therefore, it is proposed that brief neonatal hypoxia may exert long-term

beneficial effects through neurogenesis stimulation.

Semin Perinatol 34:193-200 © 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.
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Hypoxia constitutes the key event of neonatal asphyxia,
which remains a major cause of brain injury and neu-

rological disabilities. However, evidence has been provided
that the final outcome of cerebral cells may vary considerably
according to the severity of the hypoxic episode. In this re-
spect, various reports have documented that a potentially
damaging stimulus, when applied below the threshold of
injury, can activate protective mechanisms, to finally reduce
the deleterious impact of subsequent, more severe stimuli.1

Such a tolerance phenomenon may be induced by mild hyp-
oxia, both in vitro2 and in vivo.3 In past studies,4,5 in an
attempt to depict cell mechanisms underlying hypoxic toler-
ance, we exposed embryonic rat neurons in primary culture

to global hypoxia for either 6 or 3 hours. Neurons subjected

to long-lasting hypoxia (6 hours) were committed to die

within a few days through an apoptotic mechanism involving

the intrinsic mitochondrial pathway. A 3-hour hypoxic

stress, however, did not damage cultured neurons, but led to

stimulation of cellular mitosis, leading to neurogenesis. Sim-

ilar observations were reported in vivo in brains of rat pups

subjected to sustained (20 minutes) or brief (5 minutes) hyp-

oxia.6–8 Indeed, exposure of rat neonates to hypoxia for 5

minutes was shown to promote the generation of new neu-

rons issued from the germinative subventricular zone, cor-

roborating previous studies9,10 in adult animals in which neu-

rogenesis occurred not only as a transient repair mechanism

but appeared to be a continuous phenomenon over lifespan.

Although hypoxic preconditioning has been associated

with functional benefits,8,11 very little is known about the

long-term effects of hypoxia on neurogenesis stimulation.

Therefore, we monitored subsequent brain functional and

tissular effects of a brief neonatal hypoxia—which has been

demonstrated to trigger neurogenesis—in rats between 40

days (around puberty) and 100 days (adulthood) of age. Be-

cause it has been documented that males and females are
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affected differently by hypoxia-ischemia and stroke,12,13 the 2
genders were investigated separately.

Methods

Exposure to Hypoxia
Experiments were performed on Wistar newborn rats (Charles
River, L’Arbresle, France) and were conducted in accordance
with internal guidelines for animal care and housing. Litters
were reduced to 10 pups for homogeneity. Within 24 hours
after birth, half of the litter was placed for 5 minutes in a ther-
moregulated Plexiglas chamber flushedwith 100%N2, whereas
the remaining pups were taken as controls and exposed for the
same time to 21%O2/79%N2 (a mixture corresponding to air),
as previously described.8 The temperature inside the chamber
was adjusted to 36°C tomaintain body temperature in the phys-
iological range. All pups were allowed to recover for 20 minutes
in normoxic conditions, and they were then returned to their
dams. Thehypoxic treatment did not result in any animal lethal-
ity. In some experiments, indexes of hypoxia were assessed by
the measurement of blood gases (PO2, PCO2, and pH), as previ-
ously described.6 For this purpose, at the end of exposure to
hypoxia (or to normoxia for controls), mixed blood samples
were rapidly collected after decapitation, sheltered from ambi-
ent air, and rapidly injected into a gas analyzer (CorningMedical
and Scientific, Halstead, United Kingdom).

Histopathological Analyses
For tissular investigations, 32 animals were timely killed by
decapitation. Brains were quickly harvested and kept at
280°C. Thereafter, sagittal brain sections of 12 mm in thick-
ness were generated by a cryostat, and structures were iden-
tified according to the rat brain atlas by Paxinos and
Watson.14 Brain regions interrogated were subfields of the Am-
mon’s horn of hippocampus (CA1 and CA3), dentate gyrus,
prefrontal, and frontal cortices. Tissue sections were fixed and
stained with Thionin, and morphometric analyses were con-
ducted by a microscope coupled to a computerized image-pro-
cessing system. Adjacent brain sections were stained with the
DNA fluorochrome 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; Sig-
ma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) for the measure-
ment of cell density by counting cell nuclei. The presence of
apoptosis was selectively analyzed in tissue sections by the
Apostain® method by the use of monoclonal antibody to
single-stranded DNA (F7-26, AbCys SA, Paris, France) after
DNA denaturation by heating in the presence of formamide,
as described by Blaise et al.15

Neuronal phenotypes were investigated by immunohisto-
chemistry on brain slices incubated overnight at 4°Cwith one of
the following antibodies: antivesicular glutamate transporter 2
(VGlut2, mouse monoclonal, 1/100; Chemicon International,
Millipore, Guyancourt, France), anti-glutamate decarboxylase
65/67 (GAD65/67, rabbit polyclonal, 1/100;Chemicon Interna-
tional). After a washing step, immunoreactivity was depicted by
incubation in the presence of an appropriate secondary anti-IgG
antibody conjugated to AlexaFluor (1/1000, Molecular Probes,
Cergy-pontoise, France). Immunofluorescence visualization

and unbiased cell counts were performed with a BX51WI mi-
croscope (Olympus, Rungis, France) and analyzed by Cell®
analysis software (Olympus).

Regional Brain Metabolism
Overall metabolic activity was evaluated in various brain ar-
eas by cytochrome oxidase histochemistry as originally re-
ported by Wong-Riley16 and slightly modified by Strazielle et
al.17 Brain tissue sections were incubated in the dark for 75
minutes at 37°C in a continuously stirred solution of 0.1-M
phosphate-buffered saline (pH 7.4) containing 0.55 mg/mL
3,3=-diaminobenzidine tetrachloride (DAB; Sigma-Aldrich),
0.22 mg/mL horse-heart cytochrome c (Sigma-Aldrich), 0.2
mg/mL catalase (Sigma-Aldrich), and 44.5 mg/mL sucrose.
Slides were washed in ice-cold buffer and immersed in a 10%
buffered formalin solution for 30 minutes. They were then
washed in buffer at room temperature, dehydrated in succes-
sive ethanol and xylene baths, and coverslipped with mount-
ing medium. Brain sections from posthypoxic and matched
control rats were processed in parallel. Enzyme activity was
quantified by densitometric analysis by a computerized image-
processing system (Biocom, Les Ulis, France) and by freshly
prepared calibrated standards to convert absorbance into en-
zymatic activity as mmol/min/g of tissue.

Neurobehavioral Studies
Behavioral tests were performed between postnatal days 3
and 100 to evaluate the rats’ basic neurodevelopmental abil-
ities15 and their cognitive performances.18,19 The data were
postanalyzed in the light of gender determined at 21 days of
age, with 16 controls (7 male and 9 female rats) and 15
hypoxic rats (9 male and 6 female rats).

Negative Geotaxis

This reflex was tested at postnatal days 3, 6, and 9. The rat pup
was positioned with the head downward on an inclined plane
with a 20% slope. The time needed for the pup to turn com-
pletely and reach a position with the head upward on the plane
wasmeasured.Thedurationof the testwas limited to120seconds.

Suspension Time

The test was performed at postnatal days 7, 10, 12, and 20.
The rat was suspended by its front paws grasping a metal rod
(1-mm diameter) that was stretched between the 2 poles of a
frame at 20 cm above the table. A Plexiglas sheet was placed
in front of the rat to prevent it from turning around the rod.
The time the animal remained on the bar was recorded.

Multiple T-Maze

Animals were tested for learning and memory (reference
memory) in a multiple T-maze with 6 choice points and
dimensions of 180 3 110 cm. The alley through which the
animals navigated had a height of 35 cm and a width of 8 cm.
It is assumed that food deprivation motivates animals to
reach the goal box where they would be rewarded with food.
Rats deprived of food for 24 hours were trained 2 times per
day for 5 consecutive days between postnatal days 14 and 18.
Memory retrieval for this maze was tested at 40, 60, and 100
postnatal days and consisted of 1 single run on those days.
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Time (in minutes) to reach the goal box as well as wrong
decisions at the choice points (number of errors) were re-
corded. For homogeneity, tests were always performed be-
tween 8 and 11 a.m.

Statistics
Data were prospectively collected and analyzed with Stat-
View 5 software for Windows (SAS Institute, Berkley, CA).
Raw data were compared with one-way analysis of variance
(ANOVA) with the Fisher’s test. For all analyses, a P value
,0.05 was considered to indicate statistical significance.

Results

Transient hypoxia for 5 minutes was shown to induce a signifi-
cant hypoxemia (40.6 65.3 vs 62.566.1mmHg,mean 6 SD,
n 5 5, P , 0.01), along with hypercapnia (49.2 6 6.1 vs
33.7 6 5.8 mm Hg, P , 0.05) and acidosis (7.23 6 0.04 vs
7.38 6 0.02, P , 0.01).

Neurobehavioral Development:
Negative Geotaxis and Suspension Time
No statistically significant differences were found between
the 2 experimental groups (ie, controls and hypoxia), either
in the percentage of animals that were able to achieve the
negative geotaxis test at 3 to 9 postnatal days or in the num-
ber of seconds necessary to complete the geotaxis test and the
number of seconds of suspension capacities at 7 to 20 post-
natal days. Also, the recorded scores were similar in male and
female pups (not shown).

Learning Capacities
When rat pups were placed for 5 consecutive days in a
multiple T-maze for learning a visuo-spatial task, all were

successful, whatever the experimental group concerned.

The time spent to achieve goal in the maze decreased

progressively between days 14 and 18 (Fig. 1A), with sim-

ilar improvement observed in control (P 5 0.029) and

hypoxia (P 5 0.0085) groups. In addition, the number of

errors recorded before reaching the goal box was also

gradually reduced over time in both groups (Fig. 1B; P ,

0.0001 for controls and P 5 0.005 for hypoxic rats). Male

and female rats were similar performers in this test (not

shown).

Memory Retrieval

Memory retrieval that implies the participation of hip-

pocampus and prefrontal/frontal cortices, was assessed in

the same multiple T-maze at 40, 60, and 100 days of age.

In these conditions, striking gender differences could be

observed. As a whole, scores trended better in control

females than in control males at 60 days for escape laten-

cies (P 5 0.042), but not significantly for the number of

errors (P 5 0.18). This phenomenon was even more ap-

parent at 100 days (Fig. 2; P 5 0.0006 for escape latencies

and P 5 0.008 for errors). In females, the escape latency

was significantly reduced at 40 days in animals exposed to

postnatal hypoxia, while the decrease in the number of

errors did not reach statistical significance (Fig. 2A, B).

Female rats exhibited a tendency to ameliorate their mem-

ory retrieval capacities at 60 and 100 days, with no signif-

icant group differences. The reverse was observed in male

rats. Latencies of controls remained relatively stable but

tended to increase between 60 and 100 days of age (Fig.

2C). Finally, the male hypoxia group exhibited signifi-

cantly lower escape latencies and errors at 100 days (Fig.

2C, D).

Figure 1 Learning capacities (acquisition of the reference memory) during the multiple T maze test between 14 and 18

days of age: time to reach the goal box containing food, inminutes (A), and number of errors committed at choice points

(B). Data are reported asmeans 6 SEM andwere obtained from 16 controls and 15 pups previously exposed to neonatal

hypoxia. Ages are given as postnatal days. Because no significant differences were found between males and females

(ANOVA), results were retrospectively pooled across sex.
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Anatomopathological and Metabolic
Correlates of Functional Observations
Analyses performed on brain slices previously stained with thi-
onin showed that hypoxia was associated with a significantly
increased thickness of the hippocampal CA3 layer in female rats
at 40 postnatal days (Table 1). At the same age, the thickness of
the dentate gyruswas decreased in previously hypoxicmales. At
100 days, when hypoxia was related to increased memory re-

trieval scores in male, but not in female, rats, neonatal hypoxia

was not correlated with any structural alteration in females’

brains, whereas it was associated with increased thicknesses of

the CA1 pyramidal layer and of the dentate gyrus in males (Ta-

ble 1). In all cases, cell densities (number of cells/mm2) in the

various brain areas studied remained not significantly affected

(data not shown).

Apoptosis by group is shown in Table 2. At 40 days,

Figure 2 Effects of brief neonatal hypoxia on memory retrieval as a single test in the multiple T maze at 40, 60, and 100

days of age. Females’ scores (A and B) and males’ scores (C and D). Data are reported as means 6 SEM and were

obtained from 15 individuals per experimental group. ANOVA summary for comparisons between control and hypoxia

groups: *F1.13 5 4.9-8.3, P , 0.05; ns F1.13 5 3.0, P 5 0.1 (ns 5 not significant).

Table 1 Long-Term Effects of Brief Neonatal Hypoxia on the Thickness of Hippocampal Subregions in Female and Male Rat Brains

Day 40 Day 100

Females Males Females Males

Controls

(n 5 3)

Hypoxia

(n 5 3)

Controls

(n 5 3)

Hypoxia

(n 5 3)

Controls

(n 5 3)

Hypoxia

(n 5 3)

Controls

(n 5 3)

Hypoxia

(n 5 3)

CA1 layer 84.6 6 13.5 85.3 6 8.9 81.3 6 4.9 72.9 6 5.3 71.4 6 11.2 70.5 6 15.6 73.7 6 14.2 112.3 6 9.9†

CA3 layer 106.2 6 10.1 128.6 6 5.5† 107.9 6 6.0 111.4 6 9.0 110.5 6 17.2 101.4 6 6.7 117.1 6 18.9 93.2 6 9.1

Dentate gyrus 91.9 6 9.4 82.1 6 6.6 108.9 6 14.5 83.1 6 6.4* 70.4 6 11.6 85.5 6 11.2 83.1 6 3.0 101.9 6 12.9*

Data are expressed as mm (means 6 SEM). Measurements were made following staining by Thionin on brain sections collected between 1.5

and 2.5 mm from the zero plane that bisects the brain midsagittally.

CA1 5 field CA1 of Ammon’s horn, and CA35 field CA3 of Ammon’s horn, according to the stereotaxic atlas of the rat brain by Paxinos andWatson.14

Statistically significant differences between control and hypoxia groups (ANOVA, Fisher’s test): *P <0.05, †P <0.01.
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increased apoptosis—identified with Apostain immunore-
activity—was found in the frontal cortex of male rats.
Apoptosis was less abundant in the dentate gyrus of male
rats at 100 days (Table 2).

In good agreement with these findings, immunostaining
investigations conducted with antibodies against Vglut2 and
GAD65/67 showed that the number of neurons with the glu-
tamatergic phenotype (Vglut2-positive) increased signifi-
cantly in the CA1 pyramidal layer of posthypoxic female rats
at 40 days, with no changes in male rats (Fig. 3). At 100 days
of age, greater numbers of glutamateric neurons were specif-
ically found in the dentate gyrus and in the frontal cortex of
male rats exposed to neonatal hypoxia, whereas GAD65/67
immunoreactivity, labeling GABAergic neurons, was in-
creased in the CA1 layer and in the dentate gyrus of these
animals (Fig. 3). By contrast, Vglut2 immunoreactivity and
GAD65/67 immunoreactivity were found to be decreased in
hypoxic females’ dentate gyrus and CA1 layer, respectively.

Because brain adaptation in response to various environ-
mental conditions may be related, at least partly, to metabolic
changes, overall metabolic activity was regionally assessed by
the measurement of cytochrome oxidase activity. In these
conditions, no significant differences emerged between con-
trol and hypoxia groups, whatever the age of animals and the
brain structure analyzed (not shown). Nevertheless, multiple
comparisons revealed a gender effect in the CA3 layer of the
hippocampus as well as in the dentate gyrus, with higher
activities (P ,0.05, n 5 4 per group) in female compared
with male rats at all ages studied (between 21 and 100 days).

Discussion

Hypoxia is a common occurrence during early life in mam-
mals. Exposure to moderate hypoxia alone does not cause
neuronal death as long as blood pressure and cerebral blood
flow are maintained. Moreover, under conditions such as
those used in our model, it can promote the generation of
new brain cells which have been identified as neurons as they
express a variety of neuronal markers.8 The birth of newly
generated cells appeared to be restricted to germinative brain
regions, such as the dentate gyrus and the subventricular
zone lining the lateral ventricle. However, these cells have

been shown to migrate towards specific sites, in particular
from the subventricular zone to the hippocampal CA1 layer
into which they could integrate.8

Because hypoxia in previous studies was not associated
with enhanced cell death, this suggests the existence, at least
transient, of additional, surnumerary neurons in some brain
structures, with many likely functional consequences. Ac-
cordingly, we found in the present study various hippocam-
pal regions with increased thickness, long after exposure to
brief hypoxia, along with more elevated numbers of neurons
expressing specific neurotransmitter phenotypes. In addi-
tion, whereas hypoxia did not affect early brain functional
maturation, as reflected by negative geotaxis and suspension
tests, both control and posthypoxic rats developed similar
learning capacities over 14 to 18 postnatal days, suggesting
that the presence of additional neurons has no patent delete-
rious consequences. In contrast, rodents previously sub-
jected to neonatal hypoxia displayed significantly amelio-
rated scores in the memory retrieval test, indicating that the
acute episode of hypoxia around birth can exert lasting ef-
fects. Themost salient feature of this study corresponds to the
marked gender dimorphism that was recorded in response to
neonatal hypoxia, with a decreased latency identified for fe-
males at 40 days compared with males at 100 days.

Female rats have longer life expectancies compared with
age-matched male rats and low rates of cerebral hemorrhage
and vascular lesions until an advanced age.20 Some of these
effects can be attributed to hormones inasmuch as estrogen
was shown to protect ischemic brain,21 but other possible
mediators may account for these sex differences. Hormone-
independent sexual dimorphism has been described in pedi-
atric studies as well as in experimental animal models of
neonatal hypoxic-ischemic encephalopathy.22 Male gender is
a significant risk factor in childhood stroke and is linked to
greater mortality after ischemic stroke in boys relative to
girls.23 Female preterm neonates display better survival,
fewer handicaps, and less brain microstructural changes
compared with male ones,24,25 and animal studies have
shown clear differences between sexes in outcome in models
in which hormone levels are similar.26 Actually, male and
female brain cells show differential gene expression even
when no hormonal influences are apparent.27

Table 2 Long-Term Effects of Brief Neonatal Hypoxia on Apoptosis in Various Key Brain Areas of Female and Male Rats

Day 40 Day 100

Females Males Females Males

Controls

(n 5 3)

Hypoxia

(n 5 3)

Controls

(n 5 3)

Hypoxia

(n 5 3)

Controls

(n 5 3)

Hypoxia

(n 5 3)

Controls

(n 5 3)

Hypoxia

(n 5 3)

CA1 layer 9.6 6 3.5 11.5 6 4.1 14.6 6 5.9 16.7 6 4.3 20.9 6 8.3 21.2 6 4.2 14.9 6 4.0 13.6 6 3.8

CA3 layer 5.6 6 2.8 4.0 6 2.3 7.9 6 5.1 7.3 6 3.8 10.3 6 4.5 12.7 6 2.2 7.5 6 2.9 6.0 6 2.3

Dentate gyrus 12.9 6 2.9 10.3 6 3.2 15.0 6 3.6 13.8 6 1.9 24.7 6 3.1 23.5 6 5.9 28.5 6 6.3 19.0 6 3.7†

Prefrontal cortex 5.1 6 5.9 4.4 6 3.7 4.5 6 4.3 5.5 6 4.7 6.6 6 5.9 8.9 6 6.6 7.7 6 6.9 7.1 6 4.2

Frontal cortex 7.8 6 2.8 6.6 6 2.7 5.4 6 2.5 8.7 6 3.3* 10.0 6 3.3 7.3 6 3.0 10.3 6 7.0 6.9 6 1.9

Apoptosis was analyzed by the Apostain F7-26 specific monoclonal antibody against single-stranded DNA. Data are expressed as number

of positive cells per 104 mm2 (means 6 SEM). Statistically significant differences between control and hypoxia groups (ANOVA,

Fisher’s test): *P <0.05, †P <0.01.
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Figure 3 Effect of brief neonatal hypoxia on immunohistochemical densities of glutamatergic neurons (labeled by Vglut) and

Gabaergic neurons (labeled by GAD65) in different brain structures, i.e., dentate gyrus (DG), CA3, and CA1 layers of the

hippocampus and frontal cortex (FC) in 40- and100-day-old female andmale rats.Data are expressed as numbers of positive

cells per 104 mm2 (means 6 SEM) and were obtained from 4 individuals in each experimental group. Statistically significant

differences between control and hypoxia groups (ANOVA, Fisher’s test): *P ,0.05, **P ,0.01.
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Our study showed that among control animals, memory
retrieval scores were poorer in male compared with female
rats at 60 days and even more at 100 days. Sex differences
have been described in several cerebral regions involved in
cognition, such as the hippocampus, amygdala and neocor-
tex.28 In this respect, the hippocampus, a region most asso-
ciated with learning and memory, is evidently sexually di-
morphic.29 Extensive evidence demonstrates that male and
female hippocampi differ in their anatomical structure, their
neurochemistry and their reactivity to stressful situations.30

For example, both the volume of the CA1 region and the
number of pyramidal cells it contains are significantly larger
in male than in female rats, as is the density of neurons in the
dentate gyrus. Herein, we found a significant sex effect for
cytochrome oxidase activity in the CA3 layer and in the den-
tate gyrus. Evidence also exists for sex differences in many
neurotransmitter systems within the hippocampus.30 Also,
sex differences have been reported in the neural substrate for
working memory, a function depending on the prefrontal
and frontal corticies.31 These observations may account for
the differing performance between the sexes that have been
identified on many common learning tasks in both human
and animal studies,32 including in the present work.

Although neurogenesis was not investigated in the present
study, existing research suggests a sex difference in hip-
pocampal neurogenesis in the rodent.33 Interestingly, the au-
thors of a study34 have provided evidence that early maternal
deprivation, referred as withdrawal of the dam from the cage
for 24 hours when rat pups are 3 days of age, has opposite
effects on neurogenesis in male versus female offspring. Hip-
pocampal neurogenesis at postnatal day 21 was significantly
increased in male but decreased in female rats, suggesting
that an early stressful event would have a critical influence on
establishing sex differences in long-term neural plasticity, as
in our own animal model. Although gonadal steroids might
contribute to the development of sex differences in neuro-
genesis per se,35,36 it remains to be determined whether they
are also implicated in the differential long-term effects of
environmental events during the perinatal period.

In conclusion, preconditioning-like brief neonatal hypoxia
was associated, in our rat model, with long-term improvement
of some cognitive functions, along with significant changes of
tissue properties occurring in brain regions known to mediate
such cognitive functions, ie, the hippocampus and prefrontal/
frontal corticies. These findings may be attributable to the
previously documented hypoxia-related stimulation of neu-
rogenesis in permissive zones with the ensuing migration of
newly generated neurons to specific brain areas involved in
cognition.7,8 This was supported by the lack of changes in
cytochrome oxidase activity observed between the 2 experi-
mental groups. Indeed, our findings strongly suggest that the
beneficial functional effects associated with neonatal hypoxia
would reflect increased cell number rather than enhance-
ment of tissue global metabolic activity. Whether such a valu-
able phenomenon may concern brain aging and the associ-
ated cognitive decline remains to be explored. Finally, a
striking gender dimorphism was recorded in this process,
with an earlier functional gain specially observed in females

relative to males. According to our observations as well as to
the data of the literature on the development of preterm
infants,37,38 it should be recommended that any neurodevel-
opmental study, either experimental or clinical, takes into
account gender specificities.
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SYNTHESE DE LA PUBLICATION 3 
 
Le protocole expérimental a consisté à placer les rats nouveau-nés dans une chambre en 
plexiglas dont l’air est saturé en azote pendant 5 minutes. En parallèle, les animaux témoins 
étaient maintenus en normoxie. Ce traitement induit des modifications de la gazométrie 
artérielle illustrée par une hypoxémie, une hypercapnie et une acidose respiratoire. Les deux 
groupes de ratons ont ensuite retrouvé leur mère jusqu’au sevrage (J21) et ont été sacrifiés à 
différents temps après un suivi comportemental. 
Les premiers tests visant le développement neurocomportemental (J3-J9), negative geotaxis et 
test de suspension, n’ont montré aucune différence entre les groupes, confirmant qu’une 
hypoxie brève n’engendre pas d’altérations fonctionnelles précoces mesurables. Les rats ont 
ensuite été soumis à un labyrinthe multi-T afin d’apprécier leurs performances 
d’apprentissage/mémoire visuo-spatiale, processus cognitif dépendant de l’hippocampe, du 
cortex préfrontal et frontal. Alors qu’aucune différence n’a été observée au cours de la phase 
d’apprentissage (J14-J18), des différences notables sont apparues en fonction du sexe et du 
traitement lors du processus de rappel de mémoire (J40-J100). Les femelles précédemment 
exposées à l’hypoxie étaient plus rapides pour réaliser le test à 40 jours, alors que les mâles du 
groupe « hypoxie » étaient plus performants (en termes de vitesse et de nombre d’erreurs) à 
l’âge de 100 jours. Ce type d’effet-sexe suggère l’existence d’un délai dans les processus 
cellulaires mis en jeu. 
A 40 jours, les observations morphologiques tissulaires ont montré une corrélation avec les 
données fonctionnelles. En effet, il a été observé une augmentation significative de l’épaisseur 
de la couche CA3 des neurones pyramidaux de l’hippocampe chez les femelles du groupe « 
hypoxie », alors que c’est à 100 jours qu’il a été relevé une augmentation significative de 
l’épaisseur de la couche CA1 de l’hippocampe et du gyrus denté chez les mâles du même 
groupe, sans modifications chez les femelles. De plus, l’identification des cellules 
apoptotiques dans les différentes structures impliquées dans la mémoire visuo-spatiale ont 
révélé une diminution de l’apoptose dans le gyrus denté des rats mâles du groupe « hypoxie » 
à 100 jours, en parallèle de leurs performances améliorées. Enfin, en accord avec les données 
précédentes, le conditionnement hypoxique a été associé à une réorganisation phénotypique 
neuronale illustrée notamment par un accroissement du nombre de cellules glutamatergiques 
respectivement chez les femelles à 40 jours et chez les males à 100 jours post-hypoxie.  
En conclusion, notre étude a montré qu’une hypoxie néonatale brève, assimilée à un 
conditionnement, entraînait une amélioration à long terme de certaines fonctions cognitives 
ainsi que des modifications tissulaires notables des structures cérébrales impliquées dans ces 
processus mnésiques. Ces observations ont été attribuées, au moins en partie, à la migration et 
à l’intégration fonctionnelle dans les zones d’intérêt de cellules nouvellement formées en 
réponse à l’épisode hypoxique (Daval et Vert, 2004). De plus, nous avons mis en évidence un 
dimorphisme sexuel représenté par un gain fonctionnel plus précoce chez les femelles par 
rapport aux mâles. Ces données soulignent l’importance de prendre en compte les spécificités 
de genre lors de toute étude sur le développement neurologique, notamment en clinique.  
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QUATRIEME PARTIE : Une brève hypoxie néonatale confère une résistance à la 
senescence cérébrale chez les rats mâles âgés associés avec une augmentation de la 
plasticité synaptique et une amélioration des performances mnésiques 
 

OBJECTIFS DE LA PUBLICATION 4 

Des événements délétères au cours de la petite enfance ont été identifiés comme étant 
prédicteurs de maladies chroniques qui pourraient survenir plus tard dans la vie (Weaver, 
2009). Inversement, il est documenté que l'exposition postnatale à un environnement enrichi a 
des conséquences bénéfiques (Lemaire et al., 2000). Il a été montré qu’un conditionnement 
hypoxique entraîne une tolérance aux événements délétères pouvant survenir par la suite, 
notamment dans le cas d’une ischémie (Gidday et al., 1994). Parmi les mécanismes 
impliqués, différents travaux, à la fois in vitro et in vivo, ont mis en évidence qu’une hypoxie 
brève était à l’origine d’une augmentation de la neurogenèse dans des zones germinatives 
comme la zone subventriculaire (ZSV) bordant le ventricule latéral ou le gyrus denté de 
l’hippocampe (Bossenmeyer-Pourié et al., 1999 ; Pourié et al., 2006). Un tel processus 
favoriserait le réparation tissulaire en cas d’agression cérébrale et persisterait tout au long de 
la vie (Lie et al., 2004). Parallèlement à ces effets, l’hypoxie périnatale améliore les 
performances de jeunes animaux dans certaines tâches mnésiques hippocampo-dépendantes. 
Chez ces animaux, alors qu’aucune perte cellulaire secondaire à l’hypoxie n’était apparente, il 
a été observé une amélioration du statut tissulaire de certaines zones hippocampique 
suggérant la présence de neurones surnuméraires (Pourié et al., 2006). Toutefois, des études 
ont mis en évidence un lien entre l’hypoxie néonatale et la survenu tardive de différents 
troubles psychotiques (Zornberg et al., 2000 ; Dalman et al., 2001), alors qu’une stimulation 
excessive de la neurogenèse pourrait nuire au fonctionnement finement régulé de certains 
circuits neuronaux (Basovich, 2010). A notre connaissance aucune étude n’avait évalué les 
effets à long terme d’une hypoxie néonatale brève jusqu’au stade du vieillissement, Chez ces 
animaux, nous avons investigué à la fois les mécanismes cellulaires, en particulier au niveau 
de l’hippocampe, puis les effets à long terme à différents niveaux d’observations 
(comportementale, tissulaire, cellulaire et moléculaire). Parce qu’il a été montré dans de 
précédentes études l’existence d’un dimorphisme sexuel vis-à-vis de la réponse cérébrale à 
différentes situations associant l’hypoxie, mâles et femelles ont été étudiés séparément. 
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Abstract 

Whereas brief acute or intermittent episodes of hypoxia have been shown to exert a protective 

role in the central nervous system and to stimulate neurogenesis, other studies suggest that 

early hypoxia may constitute a risk factor that influences the future development of mental 

disorders. We therefore investigated the effects of a neonatal “conditioning-like” hypoxia 

(100% N2, 5 min) on the brain and the cognitive outcomes of rats until 720 days of age 

(physiologic senescence). We confirmed that such a short hypoxia led to brain neurogenesis 

within the ensuing weeks, along with reduced apoptosis in the hippocampus involving 

activation of Erk1/2 and repression of p38 and death-associated protein (DAP) kinase. At 21 

days of age, increased thicknesses and cell densities were recorded in various subregions, with 

strong synapsin activation. During aging, early hypoxia was associated with enhanced 

memory retrieval scores specifically in males, better preservation of their brain integrity than 

controls, reduced age-related apoptosis, larger hippocampal cell layers, and higher expression 

of glutamatergic and GABAergic markers. These changes were accompanied with a marked 

expression of synapsin proteins, mainly of their phosphorylated active forms which constitute 

major actors of synapse function and plasticity, and with increases of their key regulators 

Erk1/2, the transcription factor EGR-1/Zif-268, and Src kinase. Thus, early non-injurious 

hypoxia may trigger beneficial long term effects conferring higher resistance to senescence in 

aged male rats, with a better conservation of cognitive functions. 
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Introduction 

Adverse environmental conditions during early development have been shown to influence 

health throughout life (Barker, 1992; McEwen, 2003; Weaver, 2009). The effects of the early 

cues on subsequent disease risk are not limited to the intrauterine conditions, since the 

postnatal environment may also influence health outcome as well as subsequent brain 

functioning. For example, adverse events during early childhood have been found to be a 

strong predictor of multiple risk factors for various chronic diseases later in life (see for 

review Weaver, 2009). Conversely, it is documented that postnatal exposure to an enriched 

environment has beneficial consequences (Lemaire et al., 2000). Neuroadaptations and 

plasticity may include structural reactions (e.g., neurogenesis or cell death) and/or functional 

modifications in sensitive brain regions (e.g., long-term potentiation, long-term depression, 

reorganization of synaptic protein dynamics...). In this respect, exposure to transient oxygen 

deprivation frequently occurs around birth. If sustained neonatal hypoxia/ischemia remains a 

major cause of brain injury and neurological disabilities, brief acute or intermittent episodes 

of hypoxia have been shown to prevent brain damage and to exert a protective role in the 

central nervous system. Indeed, hypoxic conditioning can prevent the deleterious impact of a 

subsequent, more severe stimulus, by inducing a tolerance phenomenon (Gidday et al., 1994; 

Bossenmeyer-Pourié and Daval, 1998). Among the mechanisms involved, it was shown that 

mild/brief hypoxia triggers the generation of new neurons issued from the germinative areas, 

such as the dentate gyrus in the hippocampus and the subventricular zone (Bossenmeyer-

Pourié et al., 1999; Ong et al., 2005; Pourié et al., 2006), corroborating other studies in adult 

animals where neurogenesis occurs not only as a transient repair mechanism but appears to be 

a continuous phenomenon over lifespan (Hastings et al., 2001; Lie et al., 2004). Interestingly, 

conditioning-like brief postnatal hypoxia was associated in previous studies with improved 

functional scores in young rats, along with increased size of various hippocampal regions, 

223



 4 

suggesting the presence of surnumerary neurons in some brain structures (Pourié et al., 2006; 

Martin et al., 2010). However, several studies have linked neonatal hypoxia with increased 

risk of psychotic disorders, such as schizophrenia, later in life (Zornberg et al., 2000; Dalman 

et al., 2001). Also, the changes triggered in the brain stimulated by “pathologic”, excessive 

neurogenesis may lead to abnormal communications in exquisitely regulated neural networks, 

which in turn could cause mental diseases, altered cognitive functions or premature brain 

aging (Basovich, 2010). In this respect, a particular attention should be paid to the relative 

distribution of the different neuronal phenotypes that constitute brain circuits and govern the 

balance between excitatory and inhibitory connections. (Wullimann, 2009 ; Failor et al., 

2010 ; Cuzon Carlson et al., 2011; Pamenter et al., 2011). 

We therefore monitored brain functional outcome and tissular effects of a brief neonatal 

hypoxia – that has been demonstrated to trigger neurogenesis – in rats until the age of 2 years 

which corresponds to senescence in normal conditions. Because it has been documented that 

males and females are affected differently by hypoxia and related pathologic conditions (Lang 

and McCullough, 2008; Renolleau et al., 2008; Martin et al., 2010), the two genders were 

investigated separately. 

 

Materials and Methods 

Exposure to hypoxia 

Experiments were performed on Wistar newborn rats (Charles River, l'Arbresle, France) and 

were conducted in accordance with internal guidelines for animal care and housing. Litters 

were reduced to 10 pups for homogeneity. Within 24 hours after birth, half of the litter was 

placed for 5 min in a thermoregulated Plexiglas chamber flushed with 100% N2, whereas the 

remaining pups were taken as controls and exposed for the same time to 21% O2/79% N2 (a 

mixture corresponding to air), as previously described (Pourié et al., 2006). The temperature 
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inside the chamber was adjusted to 36°C to maintain body temperature in the physiological 

range. All pups were allowed to recover for 20 min in normoxic conditions, and were then 

returned to their dams. The hypoxic treatment did not result in any animal lethality. In some 

experiments, indices of hypoxia were assessed by the measurement of blood gases (PO2, 

PCO2, and pH), as previously described (Grojean et al., 2003). For this purpose, at the end of 

exposure to hypoxia (or to normoxia for controls), mixed blood samples were rapidly 

collected following decapitation, sheltered from ambient air, and rapidly injected into a gas 

analyzer (Corning Medical and Scientific, Halstead, UK). 

Labeling of newly generated cells 

To evaluate the rate of cell proliferation in response to hypoxia, bromodeoxyuridine (BrdU, 

Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) was solubilized in 0.9% NaCl containing 

0.007 N NaOH, and acutely administered intraperitoneally at 50 mg/kg at several ages. 

Animals were killed 24 h later by decapitation, and their brains immediately frozen in 

methylbutane at -30°C. With a cryostat, 12-µm sagittal sections were generated, starting from 

the zero plane that bissects the brain mid-sagittally, and brain structures were identified 

according to the atlas of Sherwood and Timiras (1970) or to the atlas of Paxinos and Watson 

(2007). For BrdU immunostaining, DNA was first denatured by incubating brain sections in 

2 N HCl for 45 min at room temperature followed by a 10-min neutralization in 0.1 M sodium 

borate at pH 8.5. Tissue was rinsed in phosphate-buffered saline (PBS) for 10 min, then in 

PBS containing 10% goat serum for 1 h, and incubated overnight at 4°C with a mouse 

monoclonal antibody against BrdU (1/100, Oncogene Research Products, Boston, MA). After 

washing steps, brain sections were incubated in the presence of a Cy3-conjugated secondary 

antibody (1/100, Sigma-Aldrich) for subsequent detection of BrdU. 
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To count BrdU-positive cells, 12 sections collected every 400 µm starting from the 

appearance of the hippocampus were used for each rat brain. Labeled nuclei were scored in 

areas delineated by an ocular grid of 1/400 mm2, and their number was calculated per mm2. 

Histopathological analyses 

For further tissular investigations, a total of 32 animals were timely euthanized by 

decapitation (at 21 or 720 days of age). Brains were quickly harvested, frozen in 

methylbutane at -30°C, and kept at -80°C. Tissue sections were fixed and stained with 

thionin, and morphometric analyses were conducted by means of a microscope coupled to a 

computerized image-processing system. Adjacent brain sections were stained with the DNA 

fluorochrome 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Sigma-Aldrich) for the measurement of 

cell density by counting cell nuclei.  

The presence of apoptosis was selectively analyzed in tissue sections by the Apostain® 

method using monoclonal antibody to single-stranded DNA (F7-26, AbCys SA, Paris, France) 

after DNA denaturation by heating in the presence of formamide, as described by Blaise et al. 

(2007). 

Regional brain metabolism 

Overall metabolic activity was evaluated in various brain areas by cytochrome oxidase (CO) 

histochemistry as originally reported by Wong-Riley (1979) and slightly modified by 

Strazielle et al. (2006). Brain tissue sections were incubated in the dark for 75 min at 37°C in 

a continuously stirred solution of 0.1 M PBS (pH 7.4) containing 0.55 mg/mL 3,3'-

diaminobenzidine tetrachloride (DAB, Sigma-Aldrich), 0.22 mg/mL horse-heart cytochrome c 

(Sigma-Aldrich), 0.2 mg/mL catalase (Sigma-Aldrich) and 44.5 mg/mL sucrose. Slides were 

washed in ice-cold buffer and immersed in a 10% buffered formalin solution for 30 min. They 

were then washed in buffer at room temperature, dehydrated in successive ethanol and xylene 
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baths, and coverslipped with mounting medium. Brain sections from post-hypoxic and 

matched control rats were processed in parallel. 

Enzyme activity was quantified by densitometric analysis by means of a computerized image-

processing system (Biocom, Les Ulis, France), and by using freshly prepared calibrated 

standards to convert absorbance into enzymatic activity as µmol/min per g of tissue. 

Tissue immunochemistry 

For immunohistochemical analyses, 12-µm brain sections were incubated in 0.1% triton X100 

in PBS for 20 min at room temperature. Slides were dipped in PBS for 10 min, then in PBS 

containing 10% bovine serum for 1 h, and were incubated overnight at 4°C with a primary 

antibody against one of the following proteins: vesicular glutamate transporter 2 (VGlut2, 

mouse monoclonal, 1/100, Chemicon International, Millipore, Guyancourt, France), 

glutamate decarboxylase 65 (GAD65, rabbit polyclonal, 1/100, Chemicon International), Ox6 

(MHC Class II, mouse monoclonal,1/100,  AbDserotec, Düsseldorf, Germany),Neurofilament 

68 (NF68, rabbit polyclonal, 1/200, USBiological, Euromedex, Souffelweyersheim, France), 

Neuronal Nuclei (NeuN, mouse monoclonal, 1/200, Chemicon International), Phospho-

Synapsin (Pser9-synapsin, 1/200, rabbit polyclonal, Cell Signaling Technology, Ozyme, Saint 

Quentin en Yvelines, France), Synapsin I (Syn1, rabbit polyclonal,1/200,Calbiochem, Merk, 

Lyon, France), Synapsin II (Syn2, rabbit polyclonal, Abcam, Paris, France), phospho-tyrosine 

(mouse monoclonal, Cell Signaling Technology), phospho-serine (mouse monoclonal, Cell 

Signaling Technology). 

After a washing step, immunoreactivity was depicted by incubation in the presence of an 

appropriate secondary anti-IgG antibody conjugated to AlexaFluor (1/1 000, Molecular 

Probes, Cergy-Pontoise, France). Immunofluorescence visualization and unbiased cell counts 

were performed with a BX51WI microscope (Olympus, Rungis, France) and analyzed by 

Cell® analysis software (Olympus). 
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In addition, the “proximity ligation” assay (Duolink® in situ PLATM reagents, Olink 

Bioscience, Eurogentec, Angers, France) was used to visualise and quantify synapsin 

coupling with phospho-Serine9 and phospho-Tyrosine301. A pair of oligonucleotide labeled 

secondary antibodies (PLA probes) generates a signal only when the two probes have bound 

in close proximity. The signal from each detected pair is visualised as an individual 

fluorescent dot. The PLA signals can be counted based on microscopy images (Olympus 

BX51WI microscope with BlobFinder freeware from the Centre for Image Analysis, Uppsala 

University, Sweden). 

Western blot studies 

Western blot analyses were performed on nitrogen frozen isolated brain structures. Tissue was 

solubilized in Ripa lysis buffer containing 140 mM NaCl, 0.5% (w/v) sodium deoxycholate, 

1% (v/v) Nonidet P-40, 0.1% (w/v) SDS, and protease inhibitors (Complete, Roche Applied 

Science, Meylan, France). After homogenization, samples were lysed by three cycles of 

freezing/thawing and finally centrifuged at 4°C for 30 min at 15,000 x g. The protein 

concentration in the supernatant was determined using the BCA protein assay kit (Pierce, 

Interchim, Monluçon, France). Forty µg of protein samples were mixed with an equal volume 

of 2x Laemmli buffer, denatured by heating the mixture for 5 min at 100°C, and then resolved 

by 12% SDS-PAGE. The separated proteins were transferred using a Mini Trans-Blot cell 

onto polyvinylidene fluoride membrane (Immobilon-P, Millipore, Guyancourt, France), and 

the membranes were blocked for 1 h with Tris-buffered saline (pH 7.4) and 0.1% (v/v) Tween 

20 (TBST buffer) containing 5% (w/v) bovine serum albumin. The polyvinylidene fluoride 

membrane were then incubated overnight at 4 °C with a primary antibody against one of the 

following proteins: Akt (C67E7, rabbit monoclonal, 1/1000, Cell Signaling Technology, 

Beverly MA, USA), phospho-Akt (D9E, rabbit monoclonal, 1/1000, Cell Signaling 

Technology), p38 (rabbit polyclonal, 1/1000, Cell Signaling Technology), phospho-p38 

228



 9 

(28B10, rabbit polyclonal, 1/1000, Cell Signaling Technology), Erk1/2 (rabbit polyclonal, 

1/5000, Cell signaling Technology), phospho-Erk (Thr202/Tyr204, rabbit monoclonal, 1/500, 

Cell signaling Technology), phospho Death associated protein kinase (clone DKPS308, 

mouse monoclonal, 1/500, Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France), Death associated 

protein kinase (clone DAPK-55, mouse monoclonal, 1/1000, Sigma-Aldrich), EGR-1 (rabbit 

polyclonal, 1/500, Cell Signaling Technology), synapsin I (rabbit polyclonal, 1/2000, 

Calbiochem ), synapsin II (rabbit polyclonal, 1/2000, Abcam), Src (36D10, rabbit 

monoclonal, 1/1000,Cell Signaling Technology), Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

(GAPDH, mouse monoclonal, 1/1,000, Abcam) was used as an internal standard. 

Polyvinylidene difluoride membranes were incubated for 1h at room temperature with the 

corresponding horseradish peroxidase-conjugated preadsorbed secondary antibody (1/5000, 

Molecular Probes). Quantity One software, associated with the VersaDoc imaging system 

(Model 1000, Bio-Rad Laboratories), was used to quantify signals. 

Real-Time quantitative RT-PCR 

Total RNA was purified from nitrogen frozen brain tissue with the RNeasy Lipid Tissue kit 

following the manufacturer’s recommendations (Qiagen, Courtaboeuf, France), which 

included treatment with DNase. To check for possible DNA contamination of the RNA 

samples, reactions were also performed in control condition without Omniscript RT enzyme 

(Qiagen).  

Specific amplifications were performed using the following primers, forward: 5′-

AGCTCCAGGATAAGGGAGGA-3′, and reverse: 5′-TGCCACGTGAAGAGCTGTC-3′ 

(expected product size: 140 bp) for death-associated protein kinase (DAPK); forward: 5′-

GAGGCCCTCCACAACCAG-3′, and reverse: 5′-CTGCTGTGGGACTTGGTAGG-3′ 

(expected product size: 147 bp) for synapsin I, and forward: 5′-

CATGGGTGTTTGCTCAGATG-3′, and reverse: 5′-TCTCTCGGTGATTGGGGTAG-3′ 
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(expected product size: 96 bp) for synapsin II. Quantitation was performed using ribosomal 

protein S29 (RPS29) as an internal standard with the following primers: forward, 5′-

ATGGGTCACCAGCAGCTCTA-3′ and reverse: 5′-GCCCGTATTTACGGATCAGA-3′ 

(expected product size: 106 bp). Real-time polymerase chain reaction was performed using 

the DNA binding dye SYBR Green I for the detection of polymerase chain reaction products. 

Temperature cycling for the DAPK run was 15 min at 95°C to activate the enzyme, followed 

by 50 cycles of 95°C for 10 seconds, 58°C for 15 seconds, and 72°C for 10 seconds. 

Temperature cycling for the synapsin I run was 15 min at 95°C to activate the enzyme, 

followed by 43 cycles of 95°C for 10 seconds, 57°C for 15 seconds, and 72°C for 10 seconds. 

Temperature cycling for the synapsin II run was 15 min at 95°C to activate the enzyme, 

followed by 43 cycles of 95°C for 10 seconds, 57°C for 15 seconds, and 70°C for 15 seconds. 

Temperature cycling for RPS29 run was 15 min at 95°C to activate the enzyme, followed by 

43 cycles consisting of 95°C for 10 seconds, 57°C for 15 seconds, and 72°C for 10 seconds. 

Then melting curves analyses were performed by increasing temperature from 67 to 94°C. 

Calculation of the results was done with the RelQuant software (Roche Diagnostics, 

Manheim, Germany). Results were expressed as arbitrary units by calculating the ratio of 

crossing points of amplification curves of sample mRNAs and internal standard. 

Neurobehavioral studies 

Behavioral tests were performed between postnatal days 14 and 720 in order to evaluate the 

rats’ abilities and their cognitive performances as already described (Hoeger et al., 2000, 

2006). The data were analyzed in the light of gender, with a total of 16 controls (7 males and 

9 females) and 15 previously hypoxic rats (9 males and 6 females). 

Open-field test: To monitor psychomotor capacities, general activity was measured in an 

open-field test from 180 to 720 days of age. At various time points, each rat performed a one-

trial test consisting in behave freely in a circular area (90cm in diameter and walls of 35cm 
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high). Four objects were suspended over the area in order to increase the interest of animals. 

These objects, corresponding to geometric forms, were changed in size and colour between 

trials. Their height position was chosen to be easily seen by rats without any contact possible. 

The open field was carefully washed between every animal assay. The total time for each test 

was fixed at 3 min and two parameters were collected: the total time spent by rats in 

locomotor activity (corresponding to the total time of the test minus the total time of 

immobility) and the total amount of rearing behaviours (counted each time the rat leaved the 

ground with his front paws). 

Multiple T-maze: Animals were tested for learning and memory (reference memory) in a 

multiple T-maze with 6-choice points and dimensions of 180 x 110 cm. The alley through 

which the animals navigated had a height of 35 cm and a width of 8 cm. It is assumed that 

food deprivation motivates animals to reach the goal box where they would be rewarded with 

food. Rats deprived of food for 24 h were trained two times per day for five consecutive days 

between postnatal days 14 and 18. Memory retrieval for this maze was tested at various ages, 

from 180 to 720 days, by one single run. Time to reach the goal as well as wrong decisions at 

the choice points (number of errors) were recorded. For homogeneity, tests were always 

performed between 8 and 11 a.m. 

Statistical analyses 

Data were prospectively collected and analyzed with Statview 5 software for Windows (SAS 

Institute, Berkley, CA). Raw data were compared by using one-way analysis of variance 

(ANOVA) with Fisher’s test. For all analyses, a P value < 0.05 was considered to indicate 

statistical significance. 

 

Results 

Short-term effects of transient hypoxia 
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In these experiments, both males and females rats were included. 

Blood gases: In our experimental conditions, acute hypoxia for 5 minutes strongly reduced 

PO2 (40.6  5.3 vs 62.5  6.1 mm Hg, means  s.d., n = 5, P<0.01), while it increased PCO2 

(49.2  6.1 vs 33.7  5.8 mm Hg, P<0.05) and pH (7.23  0.04 vs 7.38  0.02, P<0.01). 

Key proteins involved in cell death and survival: Transcript amounts of the developmental 

death-associated protein kinase (DAPK) progressively decreased after exposure to hypoxia in 

the brain structures investigated, suggesting a protective mechanism (Fig. 1A). This 

observation was confirmed at the protein level by Western blotting (Fig. 1B), with a reduced 

expression of the active form, i.e. phospho-DAPK (Fig. 1C,D). 

Three hours after hypoxia, tissue amounts of Erk1/2 MAP kinases were not significantly 

affected, but expression of phopho-Erk1/2 was significantly increased in response to hypoxia. 

The reverse was observed for phospho-p38, whereas phospho-Akt did not vary (Fig. 1C,D). 

Medium-term effects of early transient hypoxia 

Cell proliferation: As shown in Fig. 2A, the number of BrdU-positive cells within the 

subventricular zone (SVZ) was found to be increased in rats previously exposed to hypoxia as 

compared to controls, with the strongest BrdU incorporation recorded by three weeks post-

exposure. At the same time point, the number of BrdU-positive cells in the subgranular layer 

of the dentate gyrus increased from 115 ± 52 in controls to 427 ± 91 cells/mm2 in rats exposed 

to hypoxia (n=5 per group, P<0.001). Although not investigated in the present study, previous 

experiments showed that hypoxia-associated cell proliferation gave rise to functional neurons 

(Pourié et al., 2006). Concomitantly, thicknesses of hippocampal CA1, CA3 layers and 

dentate gyrus were significantly augmented in 21-day-old hypoxic rats compared to controls 

(Fig. 2B), whereas cell density was found higher in all structures examined (Fig. 2C). Finally, 

both glutamatergic and GABAergic phenotypes appeared to be increased in most structures 

following hypoxia, as shown by the number of cells expressing either the vesicular glutamate 
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transporter 2 (VGluT2) or the glutamate decarboxylase 65 (GAD65) GABAergic synaptic 

isoform (Fig. 2D,E). 

Functional synaptic markers: Transcripts of neuronal plasticity proteins synapsins were 

significantly more elevated as early as 1 hour (30 min?) after exposure to hypoxia in the SVZ 

for synapsin I and in hippocampus and SVZ for synapsin II (Fig. 3A,B). At 21 days of age, 

synapsin I, synapsin II and phospho-synapsins (Ser9) were more elevated in the hippocampus 

of rats previously exposed to hypoxia, as illustrated by immunochemistry in the CA1 layer 

(Fig. 3C). In addition, the “proximity ligation” assay (Duolink®) confirmed hypoxia-

associated increased expression of phospho-synapsins (Ser9 and Tyr301) in both CA1 layer and 

frontal cortex for synapsin I , and in the CA1 layer for synapsin II (Fig. 3D-I). 

Long-term effects during aging of early hypoxia 

Locomotor capacities, learning, memory, and metabolic activities: Regarding spontaneous 

activity in the open-field between 180 and 720 days of age, no statistically significant 

differences were found between the two experimental groups (i.e. controls and hypoxia), 

either in the exploration time or in the number of rearings. In addition, the recorded scores 

were similar in males and females (Fig. 4A-D). 

When rat pups were placed for 5 consecutive days (between 14 and 18 days of age) in a 

multiple T-maze for learning a visuo-spatial task, all of them were successful, whatever the 

experimental group concerned, in good accordance with previous report (Martin et al., 2010). 

The time spent to goal as well as the number of errors gradually decreased over time similarly 

in control and hypoxia groups. In addition, male and female rats were similar performers in 

this test (not shown). 

Memory retrieval, involving the participation of hippocampus and prefrontal/frontal cortices, 

was then assessed in the same multiple T-maze between 180 and 720 days of age. As a whole, 

scores tended to be better in control females than in control males, a phenomenon that reached 
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statistical significance starting from 450 days, when males began to need longer time to 

escape the maze (Fig. 4E,F). Whereas no significant difference in escape latency emerged at 

any time between control and hypoxic females, males early exposed to transient hypoxia 

displayed significantly higher scores than controls at 540 days (P=0.0001). Scores tended to 

be better at 720 days, but statistical significance could not be reached (P=0.08), probably 

because of age-related mortality (3 among 7 in controls and 2 among 9 in hypoxia group) that 

reduced the number of animals for statistical analysis. Regarding numbers of errors, they 

increased with age (from 1.00±0.46 to 2.83±0.98 in control females, from 1.67±0.49 to 

2.67±0.99 in hypoxic females, from 2.67±1.14 to 5.29±1.29 in control males, from 1.43±0.47 

to 4.80±1.36 in hypoxic males), with no significant differences between control and hypoxia 

groups. 

Because brain adaptation in response to various environmental conditions may be related, at 

least partly, to metabolic changes, overall metabolic activity was regionally assessed by the 

measurement of cytochrome oxidase activity at 540 and 720 days of age. As shown in Table 

1, no significant differences emerged between control and hypoxia groups, whatever the brain 

structure analyzed. Nevertheless, ANOVA revealed a sex effect in the CA3 layer of the 

hippocampus, the dentate gyrus as well as in the frontal and prefrontal cortices, with higher 

activities in females (P < 0.05). Interestingly, a significant correlation (P = 0.037) was found 

between cytochrome oxidase activity in the dentate gyrus − a critical structure for memory 

retrieval − and functional scores reached by the four experimental groups, i.e., males and 

females, subjected or not to early hypoxia (Fig. 4G). 

Since early hypoxia was shown to exert long-term “beneficial” effects on cognitive functions 

specifically in male rats, with enhanced memory, regardless of locomotor abilities, the 

subsequent experiments performed at 720 days of age included only males. 
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Histological correlates: As observed in 21-day-old animals, increased layer thickness could 

be still depicted at 720 days in CA1, CA3 and dentate gyrus in the brains of male rats early 

exposed to hypoxia (Fig. 5A,B), with no changes in cell densities in the various brain areas 

examined (Fig. 5C). In addition, increases of glutamatergic and/or GABAergic markers could 

be observed in most areas involved in hippocampus-dependent learning and memory 

processes (Fig. 5D-H). 

Concomitantly, apoptosis and inflammation, as depicted by Apostain and Ox-6, respectively, 

were lower in aged males previously subjected to hypoxia (Fig. 6A,B,D), whereas 

transcription of the apoptosis-promoting developmental kinase DAPK was significantly 

reduced in the subventricular zone, where neurogenesis is known to persist over lifespan (Fig. 

6C). 

Synaptic function and plasticity: In parallel to improved cognition and persisting brain 

histological changes associated with early hypoxia, mRNA amounts and protein expression of 

synapsins were found to be increased in various brain structures, especially in the 

hippocampus (Fig. 7A-C). Moreover, as illustrated by histochemistry and documented by 

Duolink®, synapsin phosphorylation differed between control and hypoxia groups (Fig. 7D-

H). Augmented Tyr301 phosphorylation of synapsin I was evidenced in the CA1 layer and 

frontal cortex, whereas higher Ser9 phosphorylation was observed in CA1 (Fig. 7E,F). 

Regarding synapsin II, only Tyr301 phosphorylation was significantly augmented in CA1, 

while its phosphorylation at both residues (i.e., Ser9 and Tyr301) was reduced in the frontal 

cortex (Fig. 7G,H). 

The Erk-dependent serine phosphorylation of synapsins plays a key role in the modulation of 

their functionality (Cesca et al., 2010). It contributes to the cellular distribution of synapsins, 

the establishment of functional synaptic connections, the cycling of synaptic vesicles and the 

release of neurotransmitters (Vara et al., 2009; Giachello et al., 2010). Furthermore, synapsins 

235



 16 

are downstream targets for the zinc finger transcription factor EGR-1/Zif-268 that regulates 

the expression of their genes (Thiel et al., 1994; Petersohn et al., 1995), and it was reported 

that Erk1/2 pathway stimulates expression and biological activity of the transcriptional 

regulator EGR-1 (Kaufmann et al., 2001). Finally, it has been shown that Tyr301 

phosphorylation of synapsin I by Src kinase regulates synaptic-vesicle trafficking (Messa et 

al., 2010). We therefore additionally assessed the expression of these various proteins in the 

brain of 720-day-old male rats. In good agreement, Src, phospho-Erk (mainly phopho-p42), 

and EGR-1 were found to be increased in the hypoxia group, especially in the key structure 

corresponding to the hippocampus (Fig. 7C). These observations may explain the downstream 

increased expression and phosphorylation of synapsins. 

 

Discussion 

Contrary to the long-held dogma, evidence has been provided that neurogenesis occurs 

throughout the life in mammals, and that neural stem cells reside in the adult central nervous 

system (see for review Taupin, 2006). Moreover, it has been documented that brain injuries, 

depending on their characteristics, can trigger neurogenesis (Ohira, 2011). In recent studies, 

we showed that a short (5 min) neonatal hypoxia in rats can activate endogenous brain 

neurogenesis that secondarily gives rise to a significant functional gain (Pourié et al., 2006; 

Martin et al., 2010). In good agreement, Lu et al. (2009) reported that postnatal exposure to 

mild intermittent hypoxia (16% O2, 4 h/day for 4 weeks) enhances spatial learning and 

memory in developing mice. However, whereas cell mechanisms involved remain poorly 

understood, no information was available on the long-term consequences on the aging brain 

of the surnumerary neurons produced in early life. In the present work, we first showed that 

within a few hours following hypoxia (evidenced by a significant PO2 decrease), specific 

brain areas such as the subventricular zone and the hippocampus achieved a reduction of 
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pathways involved in cell death, such as those mediated by p38 MAP kinase and DAP kinase 

(Xia et al., 1995; Bialik and Kimchi, 2006). By the same time, ERK1/2 pathway was 

upregulated, and this could be related to cell survival and cell proliferation reflected by 

increased BrdU incorporation (Pourié et al., 2006), whereas the pro-survival Akt pathway 

would not be involved in our model. The presence of surnumerary cells was confirmed at 21 

days of age by enlarged size of various cell layers in the hippocampus, increased cell density, 

and augmentation of both excitatory and inhibitory cell phenotypes, along with increased 

synaptic plasticity reflected by synapsins and phosphosynapsins (Cesca et al., 2010). 

Although the birth of newly generated cells appeared to be limited to the known germinative 

areas, i.e. the subventricular zone and the subgranular zone of the dentate gyrus, several lines 

of evidence suggest that new neurons may migrate widely from these neurogenic regions to 

be then broadly located in the brain (Pourié et al., 2006; Ohira, 2011). 

Aging is normally associated with brain functional decline, especially cognitive decline, 

which involves various mechanisms. Although these mechanisms usually begin to occur 

earlier, during adulthood, behavioral parameters are the latest characteristics giving evidence 

of functional decline, and may be considered as alert signals of neurodegeneration (Taffe et 

al., 2004). In this respect, we report for the first time that male rats previously subjected to 

neonatal hypoxia displayed significantly higher scores than controls in a memory retrieval test 

during senescence, independently of their locomotor capacities. In fact, our data showed that 

these animals reached females’ scores, which were less affected by aging. Different studies 

using both cellular and functional markers have shown that, in physiological conditions, 

females present a higher resistance to senescence than males (Wiederholt et al., 1993; Coffey 

et al., 1998). Also, it has been documented that female rats have longer life expectancies 

compared to age-matched males and low rates of cerebral hemorrhage and vascular lesions 

until an advanced age (Cahill, 2006). Furthermore, obvious sex differences have been 
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described in several brain regions involved in cognition such as the hippocampus (Juraska, 

1991; Cahill, 2006). 

At the tissular level, our observation is in good correlation with the level of cytochrome 

oxidase activity in the dentate gyrus, a structure involved in memory. Actually, this 

measurement showed that aged males initially subjected to short hypoxia are closer to females 

than to matched control males in terms of global metabolic activity and memory scores. In 

addition, we showed that previously hypoxic 2-year-old males exhibited a better preservation 

of their brain integrity than controls, especially at the hippocampus level, with reduced age-

related apoptosis, larger hippocampal cell layers, and higher expression of glutamatergic and 

GABAergic markers known to be involved in cognition. These changes were accompanied 

with a marked expression of synapsin proteins, mainly of their phosphorylated active forms 

which constitute key actors of synapse function and plasticity (Turner et al., 1999; Cesca et 

al., 2010). As shown in the present study, this latter observation does not only reflect the 

presence of a higher number of cells, but the activation of various, interdependent functional 

pathways, involving Erk1/2 MAP kinases, the transcription factor EGR-1/Zif-268, and Src 

kinase with, ultimately, enhanced synapsin functions. Moreover, our data are in good 

agreement with the demonstration that synaptic activity reduces apoptosis and promotes 

neuronal survival(Léveillé et al., 2010). 

Taken together, our data show that an acute episode of hypoxia around birth can trigger 

neurogenesis associated with long lasting, beneficial rather than deleterious effects on the 

brain. This is of particular interest with regard to the recent review by Simon N. Basovich 

(2010) that questions about the capacity of early hypoxia to increase mental capacity and, as a 

possible consequence, its role in the etiology of mental disorders. The present results suggest 

that in some brain areas, such as the hippocampus, of old males having experienced early 

hypoxia, the quantity of neurons with increased synaptic functioning and plasticity could 
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remain above a minimum threshold to confer higher resistance to senescence, with a better 

preservation of cognitive functions. 
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Legends to Figures 

Figure 1: Short-term changes in major signaling proteins in response to transient hypoxia. (A) 

Temporal profiles of DAPK mRNAs in frontal cortex, hippocampus and subventricular zone 

(SVZ) following hypoxia and in matched controls. Data are reported as means ± s.d. (n=3). 

Statistically significant differences between hypoxia and controls: **P<0.01. (B) Temporal 

profiles of total DAPK expression in the hippocampus after hypoxia (H) and matched controls 

(C). Experiments were performed three times with similar results. (C) Expression profiles of 

total and phosphorylated Erk1/2 (p44 and p42) MAP kinases, Akt and phospho-Akt, p38 and 

phospho-p38, DAPK and phospho-DAPK, 3 hours after exposure to hypoxia (H) and matched 

controls (C) in frontal cortex (cx) and hippocampus (hip). Experiments were performed five 

times with similar results. (D) Corresponding densitometric analyses of phospho-proteins in 

arbitrary units (AU). Data are reported as means ± SD (n=5). Statistically significant 

differences between hypoxia and controls: **P<0.01. 

 

Figure 2: Medium-term changes in 21-day-old rat brains after transient neonatal hypoxia. (A) 

Temporal changes in the number of BrdU-positive cells in the subventricular zone of control 

rats and those exposed to brief hypoxia after birth. Numbers of labeled nuclei were counted in 

four distinct areas of the subventricular zone delineated by an ocular grid of 1/400 mm2. 

Results are expressed as cell numbers per mm2 (n=5). Statistically significant difference 

between hypoxia and controls: **P<0.01. (B,C) Layer thicknesses (µm) and cell densities per 

10 000 µm2 in various brain structures (DG = dentate gyrus, FCx = frontal cortex, PFCx = 

prefrontal cortex), n=5, *P<0.05, **P<0.01. (D,E) Numbers of glutamatergic (VGluT2-

positive) cells and of GABAergic (GAD65-positve) cells, n=5, *P<0.05, **P<0.01. 
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Figure 3: Changes in synaptic functional markers, synapsins I and II, in response to hypoxia. 

(A,B) Synapsins I and II mRNA levels in various brain structures of rats one hour (30 

minutes?) after exposure to hypoxia and their matched controls (n=3, **P<0.01). (B) 

Immunohistological detection of synapsin I, synapsin II and phospho-synapsins (Ser9) in the 

CA1 layer of 21-day-old rats previously exposed to hypoxia and their matched controls (cells 

were counterstained by DAPI (blue) and by the neuronal protein NeuN (red). (D-G) In situ 

coupling between synapsins with phospho-Ser9 and phospho-Tyr301, as monitored by the 

Duolink® “proximity ligation” assay: number of dots per cell in CA1 and frontal cortex of 

21-day-old control and hypoxic rats. Experiments were performed in triplicate (*P<0.05, 

**P<0.01). (H,I) Illustration of in situ association between synapsin I and phospho-Ser9 in the 

CA1 layer and the frontal cortex (Cx) of control and hypoxic rats, as revealed by red 

fluorescent dots in the Duolink® “proximity ligation” assay. Experiments were performed in 

triplicate, leading to similar results. 

 

Figure 4: Effects of early hypoxia on behavioral capacities between 180 and 720 days of age. 

(A-D) Analysis of spontaneous lomotor activity in the open-field, with total exploration times 

for females (A) and males (B), and numbers of rearings for females (C) and males (D). (E,F) 

Memory retrieval scores in the multiple-T maze, as shown by escape latency, with females’ 

scores (E) and males’ scores (F). Data are reported as means ± s.d. and were obtained from 15 

individuals per experimental group, except at 720days. **P<0.01, n.s. = not significant 

(P=0.08). (G) Significant correlation obtained at 720 days between cytochrome oxidase (CO) 

activity in the dentate gyrus and the functional scores in the multiple T-maze reflected by 

escape latencies for males (black), females (white), previously exposed (circles) or not 

(squares) to hypoxia. 

 

249



 30 

Figure 5: Effects of early hypoxia on brain histological characteristics in 720-day-old male 

rats. (A-C) Layer thicknesses (µm), illustration in the hippocampal CA1 layer after thionin 

tissue coloration, and cell densities per 10 000 µm2 in various brain structures, n=5, *P<0.05, 

**P<0.01. (D-H) Numbers of glutamatergic (VGluT2-positive) cells and of GABAergic 

(GAD65-positve) cells in various brain areas of control and hypoxic male rats (PF = 

prefrontal, F = frontal, DG = dentate gyrus), n=5, *P<0.05, **P<0.01. 

 

Figure 6: Decreased brain apoptosis and neuroinflammation in 720-day-old male rats early 

exposed to transient hypoxia. (A) Apoptotic cells in various key brain areas analyzed by 

means of the Apostain F7-26 specific monoclonal antibody against single-stranded DNA. 

Data are expressed as number of positive cells per 10 000 µm2 (means ± s.d.) and were 

obtained from 3 individuals in each group. Statistically significant differences between 

control and hypoxia groups: *P<0.05, **P<0.01. (B) Illustration in the prefrontal (PF) cortex. 

(C) DAP kinase mRNA levels in various brain structures, with a significant decrease in the 

neurogenic subventricular zone (**P<0.01). (D) Noticeable hypoxia-associated decreased 

neuroinflammation in the CA1 layer and in the prefrontal cortex in male rats belonging to the 

hypoxia group, as shown by the use of Ox-6 antibody (cells were counterstained by DAPI and 

the neuronal marker NF68). 

 

Figure 7: Effects of early hypoxia on synapsin-related synaptic function and plasticity in 720-

day-old male rats. (A,B) Synapsins I and II mRNA levels in various brain structures in control 

and hypoxia groups (n=3, *P<0.05, **P<0.01). (C) Western blot analysis of synapsins and 

related proteins in frontal cortex and hippocampus. (D) Immunohistological detection of 

phospho-synapsins (Ser9) in the CA1 layer and the dentate gyrus (cells were counterstained 

with DAPI and NeuN). (E-H) In situ coupling between synapsins with phospho-Ser9 and 
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phospho-Tyr301, as monitored by the Duolink® “proximity ligation” assay: number of dots per 

cell in CA1 and frontal cortex of 720-day-old control and hypoxic male rats. Experiments 

were performed in triplicate (*P<0.05, **P<0.01). 
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Table 1: Effects of 5-min neonatal hypoxia on cytochrome oxidase activity in various brain structures involved in cognitive functions. 

 

 Day 720 

Females Males 

 Controls Hypoxia Controls Hypoxia 

CA1 layer 16.90 ± 1.11 17.40 ± 0.38 16.85 ± 0.45 16.95 ± 0.72 

CA3 layer* 16.90 ± 0.80 16.65 ± 0.62 15.60 ± 0.70 15.82 ± 0.61 

Dentate gyrus* 18.41 ± 0.41 18.00 ± 0.47 16.94 ± 0.35 17.55 ± 0.45 

Frontal cortex 16.75 ± 0.55 16.90 ± 0.52 15.92 ± 0.49 16.22 ±0.63 

Prefrontal cortex 17.50 ± 0.51 16.88 ± 0.70 16.82 ±0.90 15.80 ± 0.52 

 

Cytochrome oxidase activity – reflecting overall metabolic activity – was quantified by histochemistry on sagittal brain sections. Data are 

expressed as µmol/min per g of tissue (means ± SEM) and were obtained from 3 to 4 individuals in each group. *Sex effect, P < 0.05 (ANOVA). 
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SYNTHESE DE LA PUBLICATION 4 

Le protocole expérimental a consisté à placer les ratons dans les 24 heures suivant leur 
naissance dans une chambre en plexiglas thermostatée dont l’air est saturé en azote pendant 5 
minutes. En parallèle, les animaux témoins étaient maintenus en normoxie. Le degré 
d’hypoxie a été évalué par une mesure des gaz du sang. Les rats ont été sacrifiés à différents 
stades : 30 minutes, 1 heure, 6 heures post-hypoxie puis à 21 jours postnatals et 2 ans (720 
jours). Les rats ont été suivis par une série de tests comportementaux tout au long de leur vie. 
Les mécanismes engagés dans la tolérance cérébrale à l’issue du « conditionnement 
hypoxique » se mettent en place très précocement. Nous nous sommes intéressés à deux 
processus cellulaires fondamentaux : la balance entre survie et apoptose et la prolifération 
cellulaire. Alors que la voie de survie AKT ne semble pas être affectée, il a été montré une 
diminution progressive de l’expression transcriptionnel et protéique de la DAP kinase, 
impliquée dans l’apoptose physiologique au cours du développement cérébral, ainsi qu’une 
diminution de sa phosphorylation, essentiellement à 6 heures post-hypoxie. La diminution de 
l’expression de la protéine phosphorylée p38 confirme une limitation de la mort cellulaire. 
Pour étudier la prolifération, les animaux ont reçu une injection aiguë de BrdU à différents 
stades post-hypoxie. Les résultats confirment une augmentation du nombre de cellules 
positives au BrdU qui est maximale à 20 jours post-hypoxie dans la zone subventriculaire 
(ZSV). Comme dans les travaux précédents (Pourié et al., 2006), l’observation 
histopathologique de l’hippocampe révèle que la densité cellulaire et l’épaisseur de certaines 
aires hippocampiques sont plus importantes chez les animaux hypoxiques à 21 jours. La voie 
ERK1/2 serait impliquée dans les processus de survie cellulaire et de neurogenèse car il a été 
observé une augmentation de la phosphorylation des protéines p42 et p44 au niveau de 
l’hippocampe et du cortex quelques heures après l’hypoxie. Le conditionnement hypoxique a 
été associé à une réorganisation phénotypique neuronale précoce illustrée notamment par un 
accroissement du nombre de cellules glutamatergiques (positives au VGluT2) et 
GABAergiques (positives au GAD65) dans les différentes structures de l’hippocampe et le 
cortex frontal. La neuroplasticité a été également stimulée par l’hypoxie car les données 
concernant les synapsines I et II mettent en évidence une augmentation de leur expression et 
de leur activation par phosphorylation, suggérant une meilleure fonctionnalité synaptique chez 
les animaux exposés à l’hypoxie. 

Sur le plan fonctionnel à long terme, des tests de mémorisation hippocampo-dépendante dans 
le labyrinthe multi-T ont montré qu’à partir de 540 jours, les rats mâles du groupe « hypoxie » 
réalisent de meilleurs scores que les témoins, ce qui semblerait traduire des manifestations 
moindres du vieillissement cérébral. En effet, à ce stade, ces animaux s’écartent des scores 
des mâles témoins qui se dégradent avec l’apparition de la sénescence pour rejoindre les 
scores des femelles qui sont moins affectées par le vieillissement que les mâles. Nous nous 
sommes alors concentrés sur l’étude des individus mâles. L’étude tardive à 720 jours portant 
sur la macrostructure de l’hippocampe ne montre pas de différence au niveau de la densité 
cellulaire mais on retrouve une épaisseur de la couche CA1 plus importante chez les mâles 
préalablement exposés à l’hypoxie, suggérant qu’à long terme, ces animaux conserveraient 
une meilleure macrostructure de leur hippocampe que les témoins du même âge. De plus, il a 
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été observé une diminution du nombre de cellules apoptotiques au niveau de la zone CA1, du 
gyrus denté et du cortex préfrontal des animaux précédemment soumis à l’hypoxie. Ceci était 
accompagné d’une réduction de la transcription de la DAP kinase dans la zone germinative 
qu’est la ZSV. Par ailleurs, le marqueur d’inflammation Ox-6 est beaucoup moins présent 
dans les cerveaux préconditionnés, suggérant une fois de plus qu’une structure cérébrale qui 
maintient un bon statut tissulaire et fonctionnel est moins sensible à des évènements 
générateurs de stress cellulaire et/ou d’inflammation potentiellement délétères avec l’âge. 
Comme à l’âge de 21 jours, les synapsines I et II sont davantage exprimées (ARNm et 
protéine) et présentent une plus grande fonctionnalité, chez les mâles âgés du groupe « 
hypoxie », mise en évidence par l’augmentation de leur phosphorylation via l’expression des 
kinases ERK 1/2 et Src qui induisent cette modification post-traductionnelle respectivement 
sur Ser9 et Tyr301. Une meilleure conservation du trafic vésiculaire synaptique semble être 
ainsi préservée chez les rats mâles âgés exposés à l’hypoxie néonatale.   

En conclusion, nous avons montré dans cette étude qu’à court terme, l’hypoxie néonatale 
brève générait deux réactions : une diminution de l’apoptose physiologique liée à la 
DAPKinase et une neurogenèse qui présente un pic à 3 semaines post-hypoxie et qui est 
associée à un gain cellulaire et fonctionnel chez les animaux. Ceci semble se maintenir à long 
terme, avec une préservation notable au cours du vieillissement chez les individus mâles. 
Notre hypothèse est que la structure, la densité cellulaire et la plasticité fonctionnelle 
synaptique de zones cérébrales spécifiques, en particulier dans l’hippocampe, seraient mieux 
préservées suite aux signaux délivrés par l’hypoxie, permettant de demeurer au-dessus d’un 
seuil minimum de fonctionnement optimal et procurer ainsi une meilleure résistance au 
vieillissement cérébral , avec un maintien plus important des capacités cognitives. 

Après avoir caractérisé d’une part les effets délétères d’une carence gestationnelle en 
donneurs de méthyles et, d’autre part, les effets bénéfiques d’une hypoxie néonatale brève, 
notre objectif a été d’utiliser conjointement les deux stimuli. Ainsi, deux questions principales 
nous intéressaient : (i) le cerveau des individus carencés conserve-t-il des propriétés de 
plasticité/adaptation à long terme et (ii) les effets bénéfiques de la stimulation de la 
neurogenèse endogène sont-ils capables de compenser les effets délétères de la carence ? 

Nous nous sommes intéressés plus particulièrement à l’hippocampe dont la sensibilité à la fois 
à l’hypoxie et aux effets neurotoxiques de l’homocystéine est documentée. Or, à notre 
connaissance, aucune étude n’a porté sur une carence gestationnelle et ses conséquences sur le 
vieillissement.  
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CINQUIEME PARTIE : Programmation fœtale et vieillissement cérébral : influences 
conjuguées d’une carence gestationnelle en donneurs de méthyles et d’un 
conditionnement hypoxique périnatal 

Nicolas Martin, Grégory Pourié, Carine Bossenmeyer-Pourié, Jean-Louis Guéant, Jean-
Luc Daval 

INTRODUCTION 

L’alimentation de la mère est un facteur critique pour un bon développement embryonnaire et 
fœtal, tout comme l’allaitement et la qualité du lait maternel influent sur la santé du 
nourrisson (Belkacemi et al., 2010 ; Lutter et Chaparro, 2009). Une sous-nutrition chez la 
femme enceinte ou allaitante entraîne des modifications du « programme fœtal » (Barker, 
1992) pouvant être à l’origine de diverses pathologies (métabolique, neurologique, 
cardiovasculaire, cancer…) survenant à l’âge adulte (Barker, 2004 ; Nuyt et Alexander, 2009 ; 
Bruce et Hanson, 2010). Les carences en folates et en vitamine B12 sont relativement 
fréquentes pendant la grossesse (Hure et al., 2011). D’origine alimentaire et/ou génétique, ces 
types de carence ont été identifiés comme facteur de risque dans diverses pathologies, 
notamment neurologiques et psychiatriques, à tous les stades de la vie (Seshadri et al., 2002 ; 
Kronenberg et al., 2009 ; Candido et al., 2008 ; Carter et al.,2011). Plus particulièrement au 
niveau cérébral, une carence en folates et/ou vitamine B12 a été associée à une atrophie 
hippocampique en lien avec des perturbations cognitives (Blaise et al., 2007 ; Daval et al., 
2009) et un déséquilibre entre prolifération cellulaire et différentiation neuronale (Battaglia-
Hsu et al.,2009 ; Akchiche et al., article soumis). De nombreux travaux ont associé une 
carence en donneurs de méthyles avec une accélération du déclin cognitif et des perturbations 
du vieillissement cérébral (Mattson et al., 2002 ; Miller, 2006 ; Clarke, 2006 ; Malouf et al., 
2008). Toutefois, les mécanismes impliqués dans les effets à long terme d’une carence 
gestationnelle en folate et vitamine B12 demeurent méconnus. 

Dans un autre contexte, il a été démontré que l’exposition périnatale à une hypoxie courte (5 
minutes) chez le rat entraînait une tolérance cérébrale associée à une stimulation de la 
neurogenèse. La prise en considération dans une étude récente de ces deux aspects, carence 
nutritionnelle et conditionnement hypoxique, a montré que la stimulation de la neurogenèse 
par l’hypoxie avait pour conséquence d’atténuer les effets délétères cérébraux de la carence à 
court terme (Blaise et al., 2008). 

Dans la présente étude, nous avons souhaité évaluer si le conditionnement cérébral par 
l’hypoxie pouvait atténuer ou au contraire potentialiser les effets d’une carence précoce au 
cours du vieillissement chez le rat. 
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MATERIELS ET METHODES 

Traitement des animaux 

Les animaux ont été traités en accord avec les recommandations décrites dans le « Guide for 
the care and use of laboratory animals » (NIH, MD, 1985) et hébergés dans un établissement 
agréé selon les directives européennes N86/609/CEE. Les rats adultes (Wistar Han IGS, 
Charles River, Saint-Germain sur l’Arbresle, France) ont été maintenus en conditions 
d’élevage standard, avec un cycle d’alternance jour/nuit de 12 h, et la mise à disposition d’eau 
et de nourriture ad libitum. Un mois avant la mise en accouplement, les rats femelles ont été 
alimentés soit avec une nourriture normale (Rats souris élevage, SAFE, Augy, France) 
contenant vitamine B12 (0,04 mg/kg), folates (0,9 mg/kg) et choline (2100 mg/kg), soit avec 
une nourriture carencée en vitamines B12 (0 μg/kg), folates (0,01mg/kg) et choline 
(0,06mg/kg) (Special Diet Service, Saint-Gratien, France). Les rats mâles ont été alimentés 
uniquement avec la nourriture normale. La carence maternelle en donneurs de méthyles a été 
poursuivie pendant toute la gestation (21 jours). Dans les 24 heures après la délivrance, la 
portée a été réduite à dix individus pour la standardisation de l’étude. La moitié des nouveau-
nés a été placée pendant 5 minutes dans une chambre en plexiglas thermostatée à 36°C et 
saturée en azote. La seconde moitié des nouveau-nés, considérés comme témoins, a été 
maintenue en conditions de normoxie (21 % d’oxygène et 79 % d’azote) pendant le même 
temps. L’ensemble de la portée a ensuite été placé pendant 20 minutes en normoxie sur 
couverture chauffante à 36°C puis rendu à la mère. Pour les animaux concernés, la carence a 
été maintenue jusqu’au moment du sevrage (21 jours postnatals) au travers de l’allaitement 
maternel. Au-delà, une alimentation standard a été fournie aux animaux jusqu’à leur sacrifice. 
Au regard de ces traitements (régime et hypoxie), 3 groupes ont été définis : le groupe 
« témoin » (T) n’ayant pas subi d’hypoxie et dont la mère a reçu une nourriture standard; le 
groupe « carencé » (C) qui n’a pas subi d’hypoxie et dont la mère a reçu une nourriture 
carencée ; le groupe « carencé avec hypoxie » (CH) associant la carence et l’hypoxie. 

Prélèvements des échantillons  

Les portées ont été sacrifiées par un excès d’isoflurane (Belamont, Neuilly-sur-Seine, France) 
à l’âge de 21 et 450 jours pour les groupes témoin, carencé et carencé-hypoxie. Ces âges ont 
été choisis pour observer les effets précoces et les effets tardifs sur le vieillissement d’une 
carence en donneurs de méthyles associée ou non à une hypoxie néonatale. Au préalable, un 
prélèvement sanguin intracardiaque a été réalisé pour l’analyse des concentrations 
plasmatiques en folates, vitamine B12 et homocystéine. Afin d’obtenir une cinétique de 
dosage plasmatique de ces paramètres biochimiques au cours du vieillissement, des 
prélèvements sanguins à la queue ont été effectués à 205 et 330 jours, sur les animaux 
destinés à être sacrifiés à 450 jours. Au moment du sacrifice, le cerveau a été rapidement 
prélevé et sectionné dans selon l’axe sagittal en deux hémisphères. Le demi-cerveau destiné 
aux protocoles d’immunofluorescence et de colorations histologiques a été plongé dans une 
solution de méthylbutane (Sigma-Aldrich) refroidi à -30°C, avant d’être stocké au congélateur 
à -80°C. Les fragments de l’autre demi-cerveau après dissections régionales (hippocampe, 
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cortex, cervelet), destinés aux analyses biochimiques et de biologie moléculaire, ont été 
congelés dans de l’azote liquide avant d’être stockés à -80°C.  

Détermination des concentrations en homocystéine et en vitamines 

Les concentrations plasmatiques en vitamine B12 et folate ont été déterminées par un dosage 
radio-immunologique (simulTRAC-SNB, ICN, Costa Mesa, USA). La concentration 
d’homocystéine a été mesurée par la technique de chromatographie liquide à haute 
performance (Waters, St Quentin, France) couplée à la spectrométrie de masse (Api 4000 
Qtrap Applied Biosystems, Courtaboeuf, France), comme précédemment décrit (Battaglia-
Hsu et al., 2009). 

Histochimie 

Toutes les observations ont été effectuées sur des coupes sagittales de 16 µm générées par 
cryostat et montées sur des lames en verre comme décrit par Daval et al. (2004). L’examen 
histologique global a été réalisé sur des coupes de cerveau marquées à la thionine (5g/L, 
Sigma-Aldrich) en présence d’acétate de sodium 0,2N et d’acide acétique 0,2N. Les lames ont 
été ensuite plongées dans l’éthanol à concentrations croissantes (70 à 100%) afin de 
déshydrater les tissus. Les coupes ont été observées au grossissement x20 à l’aide d’un 
microscope (BX51WI; Olympus, Japon) couplé à une caméra digitale et au logiciel Cell F 
(Soft Imaging System, Olympus) qui permet de mesurer des épaisseurs et densités de couches 
cellulaires selon une calibration grossissement-mesure (en µm). 
 
Immunofluorescence 
 
Les tissus cérébraux fixés au paraformaldéhyde (Sigma-Aldrich) ont été bloqués dans une 
solution PBS-BSA 1% et incubés de 24 à 48 heures avec un anticorps primaire dirigé contre 
les protéines suivantes : cystathionine β-synthase (souris, monoclonal, dilution 1/300, 
Abnova,Tapei, Taiwan), méthionine synthase (lapin, polyclonal, 1/200, Abcam, Paris, 
France) ; NeuN (souris, monoclonal, 1/200, Millipore, Guyancourt, France) ; Neurofilament 
68 (lapin, polyclonal, 1/200, USBiological, MA, USA) ; PSD-95 (lapin, polyclonal, 1/200, 
Abcam) ; Synaptotagmine I (lumenal domain, clone 604.2, souris, monoclonal, 1/200, 
Synaptic Systems, Göttingen, Allemagne) ; Synapsine I (lapin, polyclonal, 1/200, 
Calbiochem, VWR International, SAS, Fontenay-sous-bois, France), Synapsine II (lapin, 
polyclonal, 1/200, Abcam), récepteur aux oestrogènes alpha (lapin, polyclonal , 1/200, Santa 
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA) ;Caspase 3 clivée (lapin, monoclonal, 1/200, Cell 
Signaling Technology, MA, USA) ; Homocystéine (lapin, polyclonal, 1/200, Millipore) ; 
GAD65/67 (lapin, polyclonal, 1/100, Millipore) ;Tyrosine Hydroxylase (lapin, polyclonal, 
1/100, Millipore). Après plusieurs étapes de lavage, l’immunoréactivité a été révélée par 
incubation en présence d’un anticorps secondaire anti-IgG conjugué à un Alexafluor pendant 
1 heure à température ambiante (1/2000, Molecular Probes, Cergy-Pontoise, France). Toutes 
les coupes ont été contre-colorées avec un colorant nucléaire, le 4,6-diamidino-2-phénylindole 
(DAPI) (1 mg/ml, Sigma-Aldrich). Des marquages de contrôle ont été réalisés en parallèle en 
absence de l’anticorps primaire. L’immunofluorescence a été observée avec le microscope 
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BX51WI (Olympus) et analysée avec le logiciel Cell F (Soft Imaging System, Olympus). Ces 
marquages ont été utilisés soit pour des illustrations qualitatives soit pour des mesures 
quantitatives en termes de densité rapportée pour 10 000 µm². 
 
Test comportementaux 

Les conséquences neurocomportementales des traitements ont été évaluées en utilisant des 
tests standards afin d’évaluer les capacités musculaires, psychomotrices, d’apprentissage et de 
mémorisation. 

Test de suspension 

Ce test a été effectué sur 35 animaux pour chaque groupe expérimental. Les performances 
motrices ont été évaluées en mesurant le temps de suspension à 10, 14, 19, 20, 21 jours post-
natals. Les ratons ont été suspendus par leurs pattes avant à une tige métallique (1 mm de 
diamètre) tendue entre les deux cotés d’un cadre à environ 20 cm au-dessus d’une table. Une 
plaque de plexiglas a été positionnée au-dessus de la tige pour empêcher les ratons de tourner 
autour d’elle et une aire d’accueil en coton a été placée sous le dispositif en cas de chute. Le 
temps pendant lequel l’animal demeure en suspension a été enregistré chaque jour de test.  

Labyrinthe multi-T 

Ce test a été effectué sur 15 animaux de chaque sexe et groupe expérimental. Afin d’évaluer 
leurs capacités d’apprentissage, les rats ont été soumis au test du labyrinthe multi-T. Le 
dispositif est un labyrinthe constitué par l’assemblage successif de 4 modules en T identiques 
présentant chacun un couloir de 9 cm de large et 35 cm de hauteur et dont la longueur de la 
barre « verticale du T » est de 46 cm et de la « barre horizontale du T » est de 60 cm. Pour 
cette phase du test, les animaux sont mis à jeun 24 heures avant le début du test et passent 
dans le labyrinthe 1 fois par jour et cela pendant 5 jours consécutifs entre le 45 ème et le 49 ème 
jour post-natal. Cette fenêtre temporelle a été volontairement choisie après le sevrage (21 
jours) pour ne pas faire coïncider ce test avec le pic de neurogenèse post-hypoxie que nous 
avions observé à 20 jours. Le but de ce décalage expérimental était de se positionner après la 
période de maturation de ces nouveaux neurones. Après chaque passage des animaux, leur 
motivation est renforcée, en leur permettant de manger un bouchon de nourriture dans la zone 
d’arrivée du labyrinthe. Les couloirs du labyrinthe sont nettoyés à l’alcool 70% entre chaque 
rat. Ont été enregistrés le nombre d’erreurs (entrée avec les quatre pattes dans un bras impasse 
ou dans un bras déjà emprunté qualifié de « retour en arrière ») et la latence de sortie du 
labyrinthe (entrée avec les quatre pattes dans le bras d’arrivée). Par la suite, un test de 
mémoire a été réalisé, par un seul passage dans le même dispositif, chaque mois (30 jours 
entre chaque essai) jusqu’au début de la période vieillissement (330 jours post-natal) afin de 
comparer la rétention et la réutilisation de la capacité spatiale entre les différents groupes. Ce 
sont toujours le nombre d’erreurs et la latence de sortie du labyrinthe qui ont été enregistrés. 
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Test de l’évitement passif 

Afin de savoir si les rats étaient capables d’apprendre une nouvelle tâche au cours du 
vieillissement, ils ont été soumis au test de l’évitement passif entre 360 et 450 jours post-
natals. Le dispositif de l’évitement passif est une boîte divisée en 2 compartiments de taille 
égale avec un compartiment éclairé (lampe de 25W) et l’autre dans l’obscurité. Une grille 
connectée à un générateur de choc électrique recouvre la totalité du sol de la boîte. 
L’apprentissage se fait sur 3 jours consécutifs et les rats sont toujours placés lors du début des 
essais dans le compartiment lumineux. Le dispositif est nettoyé à l’alcool 70% entre chaque 
individu. La durée des essais est limitée à 2 minutes. 

Au premier jour de la phase d’apprentissage, les rats ont la liberté de visiter les compartiments 
sans la moindre conséquence. Les paramètres mesurés sont la latence de la première entrée 
dans le côté sombre et le temps total passé dans ce même compartiment qui a spontanément la 
préférence des rats. Au deuxième jour, la même procédure est répétée, mais les rats reçoivent 
une série de chocs électriques (cadence = toutes les secondes, 0,13 mA) lors de leur présence 
dans le compartiment sombre (corps entier de l’animal dans le compartiment, queue 
comprise). Le temps passé dans le compartiment sombre après la survenue de la première 
stimulation électrique a été enregistré. Au troisième jour, les rats sont placés dans le côté 
éclairé, et reçoivent des chocs électriques s’ils entrent dans le compartiment sombre, les 
incitants à retourner dans compartiment éclairé. Il a été enregistré le temps passé dans le 
compartiment lumineux et le nombre de retours dans le compartiment sombre. Par la suite, un 
test de mémoire a été réalisé plusieurs jours après l’apprentissage (30jours entre chaque essai) 
jusqu’à la date du sacrifice (450 jours post-natals) afin de comparer la rétention et la 
réutilisation de la mémoire associative entre les différents groupes. Ce sont toujours le temps 
passé dans le compartiment lumineux et le nombre de retour dans le compartiment sombre qui 
sont enregistrés. Moins de temps passé dans le compartiment lumineux est important et plus le 
nombre de retours dans le compartiment sombre est élevé, plus les capacités de mémorisation 
sont mauvaises. 

Test de l’openfield 

Une des méthodes les plus traditionnelles et largement utilisée pour l’évaluation du 
comportement locomoteur, exploratoire, ainsi que l’état émotionnel chez le rongeur est 
l’openfield (Tobach, 1966). Le dispositif se compose d’une arène circulaire de 1 m de 
diamètre et dont la hauteur des murs est de 35 cm. Le sol est constitué d’une plaque en verre 
sur laquelle a été dessiné au milieu un cercle dit central de 50 cm laissant apparaitre entre ce 
cercle et les murs du dispositif un deuxième cercle dit périphérique de 100 cm. Plusieurs 
lignes radiales traversent les deux zones divisant la surface de l’arène en 8 quartiers centraux 
et 8 quartiers périphériques. Tous les animaux sont délicatement placés au milieu du dispositif 
pour l’explorer librement pendant 2 minutes. Ce test a été effectué une seule fois le jour 
précédant le sacrifice à 450 jours. Le dispositif est nettoyé à l’alcool 70% entre chaque rat. Il a 
été enregistré le nombre de quartiers périphériques et centraux visités ainsi que le nombre de 
redressement. 
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Analyses statistiques 

Les données ont été recueillies et analysées avec le logiciel Statview 5 (SAS Institute, 
Berkeley, CA). Rapportées à la moyenne ± déviation standard, les données brutes ont été 
comparées en utilisant une analyse de variance unidirectionnelle (ANOVA) avec le test de 
Fisher. Une valeur p inférieure ou égale à 0.05 a été considérée comme significativité 
statistique.  

 

RESULTATS 

 

I. Effets précoces d’une carence en donneurs de méthyles sur les marqueurs 
biochimiques circulants et sur le fonctionnement hippocampique 

 
La carence affecte les concentrations plasmatiques en vitamine B12, B9 et homocystéine 
ainsi que les enzymes-clés du métabolisme des monocarbones 

Les taux plasmatiques de vitamine B12 et folates sont significativement diminués, alors que 
les taux d’homocystéine sont significativement augmentés à 21 jours chez les ratons ayant 
reçu le régime carencé quel que soit le sexe (Figure 1). De même, le ratio SAM/SAH 
représentant l’indice de méthylation est significativement diminué chez les animaux carencés, 
notamment chez les femelles.  

 

 
Figure 1: A. Concentrations plasmatique en vitamine B9, B12 et homocystéine à 21 jours postnatals. B. 
Concentration plasmatique en homocystéine et le ratio SAM/SAH dans  l’hippocampe  à 21 jours. TM=témoin 
mâle, CM=carencé mâle, TF=témoin femelle, CF=carencé femelle.*p<0,05;**p<0,001;***<0,0001;n=10 pour 
chaque groupe à 21 jours (ANOVA) 
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L’homocystéine s’accumule dans diverses structures hippocampiques notamment la zone 
CA1. L’expression protéique des enzymes impliquées dans le métabolisme de cet acide aminé 
a été évaluée dans l’hippocampe des ratons de 21 jours (Figure 2). La cystathionine β-
synthase n’a pas été détectée dans les zones CA1, CA3 et le gyrus denté chez les animaux 
carencés, indifféremment du sexe (seule la zone CA3 des femelles sont montrées). Autre 
enzyme importante, la méthionine synthase est uniquement absente de la zone CA1 des mâles 
carencés. 

 

Figure 2: Immunofluorescence des marqueurs du métabolisme des monocarbones dans l’hippocampe de rat de 
21 jours. Expression de la cystathionine bêta-synthase en vert et de la méthionine synthase en rouge chez les 
témoins (A, C et E, respectivement) et les carencés (B, D et F, respectivement).Les noyaux sont marqués au 
DAPI et apparaissent en bleu (grossissement x20) 
 

La carence en donneurs de méthyles engendre des altérations structurales de 
l’hippocampe et un retard de maturation neuronale 

Les analyses histologiques réalisées après coloration des coupes par la thionine ont permis de 
mettre en évidence une diminution significative de l’épaisseur de la zone CA1 de 
l’hippocampe uniquement chez les femelles : 78±22 vs 75±24 µm pour les mâles ; 64±10 vs 
103±16 µm pour les femelles (n=3) (Figure 3A) sans modification de la densité cellulaire 
(Figure 3B). L’apoptose a été investiguée par un marquage immunohistochimique de la 
caspase 3 clivée qui ne montre pas de différence entre les différents groupes (données non 
présentées). TRAF4, protéine de la famille des TNF receptor associated factors, exprimée au 
cours du développement, semble plus présente chez les carencés, indépendamment du sexe et 
de la structure hippocampique. De plus, il a été mis en évidence une colocalisation de cette 
protéine avec la NeuroD qui est un marqueur des neurones immatures, suggérant un retard de 
maturation neuronale chez les animaux carencés (Figure 3C). 
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Figure 3:Analyse de la structure histologique de l’hippocampe à 21 jours de rats soumis à une carence en 
donneurs de méthyles. A. Epaisseur en µm de la zone CA1 de l’hippocampe et coloration à la thionine de la zone 
CA1 de l’hippocampe (grossissement x20).TM=témoin male, CM=carencé male, TF=témoin femelle, 
CF=carencé femelle.***p<0,0001; n=3 (ANOVA)  B. Densité cellulaire dans la zone CA1 de l’hippocampe à 21 
jours. Le nombre de cellule est rapporté à 10000µm2.C. Marquage de la protéine TRAF4 colocalisée avec le 
marqueur NeuroD (jaune) dans la zone CA3 de l’hippocampe (grossissement x20) 
 

La carence en donneurs de méthyles altère la plasticité synaptique dans l’hippocampe 

L’expression des synapsines I et II, protéines impliquées dans le trafic vésiculaire, est 
diminuée uniquement chez les mâles carencés. De même, les marqueurs présynaptiques et 
post-synaptiques, respectivement la synaptotagmine et la PSD95, présentent une expression 
réduite seulement chez les mâles (Figure 4). 
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Figure 4: Immunofluorescence des marqueurs de neuroplasticité synaptique dans l’hippocampe de rats mâles de 
21 jours. Expression de la synapsine I en vert, de la synapsine II en rouge, de la PSD95 en vert et de la 
synaptotagmine en violet chez les témoins (A, C, E, G et I respectivement) et les carencés (B, D, F, H et J 
respectivement).Les noyaux sont marqués au DAPI et apparaissent en bleu (grossissement x20). 
 

La carence en donneurs de méthyles affecte les capacités psychomotrices et cognitives 
avant le sevrage 

Le test de suspension révèle une différence significative à partir de 19 jours, date à partir de 
laquelle, les animaux carencés restent en moyenne 2,5x moins longtemps suspendu que les 
animaux témoins, signifiant que la carence entraîne précocement des troubles moteurs 
(Figure 5). Le facteur sexe ne se révélant pas significatif, les résultats des mâles et femelles 
ont été globalisés. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5: Développement moteur chez les rats témoins et carencés en donneurs de méthyles. Le test de 
suspension a été effectué une fois par jour à 10, 14, 19,20 et 21 jours. .*p<0,05;n=35 ;(ANOVA) 
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Troubles cognitifs et perturbations du comportement exploratoire 

Afin de déterminer si la carence affectait les capacités cognitives, l’apprentissage spatial a été 
évalué dans un labyrinthe multi-T. Il a été observé que les femelles carencées étaient 
particulièrement affectées car, même si leur nombre d’erreurs diminuait au fil des sessions, 
elles en commettaient davantage que les femelles témoins (sessions 2 à 4), ceci étant associé à 
une augmentation de la latence de sortie du labyrinthe (Figure 6). 

 

Figure 6: Apprentissage spatial chez les rats témoins et carencés en donneurs de méthyle. Le test du labyrinthe 
multi-T a été effectué une fois par jour entre 45 et 49 jours post-natales. Le nombre d’erreur (bras impasse) et la 
latence de sortie du labyrinthe ont été mesurés à chaque session.*p<0,05;**p<0,001;n=15 ;(ANOVA). 

 
II. Effets tardifs d’une carence en donneurs de méthyles sur la physiologie, les 

marqueurs biochimiques et le fonctionnement hippocampique 
 
Evolution de la masse corporelle et des paramètres biochimiques liés au métabolisme de 
l’homocystéine jusqu’au vieillissement 

L’évolution de la masse corporelle a été suivie jusqu’à 450 jours. On observe des différences 
de poids significatives à 15 et 170 jours uniquement pour les mâles, alors que la masse 
corporelle des femelles carencées reste en dessous de celle des femelles témoins tout au long 
de leur vie (Figure 7A). 

Les dosages de vitamine B9 et B12 ne révèlent pas de différences à 205, 330 et 450 jours 
quels que soient le sexe et le régime (exemple : 175±76 vs 161±58 µmol/L pour folate mâle). 
En dépit d’un retour à une alimentation normale dès le sevrage, le taux d’homocystéine est 
significativement augmenté à 205 et 450 jours chez les mâles carencés et 330 et 450 jours 
chez les femelles carencées (Figure 7B). 
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Figure 7: A. Evolution de la masse corporelle de 15 à 450 jours post-natales de rats témoins et carencés B. 
Concentration plasmatique en homocystéine à 205, 330 et 450 jours post-natals. TM=témoin mâle, CM=carencé 
mâle, TF=témoin femelle, CF=carencé femelle.*p<0,05;**p<0,001;***<0,0001;n=15 ;(ANOVA) 
 

Restauration des enzymes clés du métabolisme des monocarbones 

L’expression protéique des enzymes impliquées dans le métabolisme de l’homocystéine a été 
étudiée dans l’hippocampe des rats de 450 jours. Contrairement aux observations faites à 21 
jours, la cystathionine β-synthase et la méthionine synthase sont présentes dans toutes les 
structures de l’hippocampe, indépendamment du sexe et du régime d’origine. On retrouve 
également un marquage similaire concernant l’homocystéine qui est connue comme 
s’accumulant physiologiquement au cours du vieillissement (Figure 8). 

 

 

Figure 8: Immunofluorescence des marqueurs du métabolisme des monocarbones dans l’hippocampe de rats 
de 450 jours. Expression de la cystathionine bêta-synthase en vert, de la méthionine synthase en rouge et de 
l’homocystéine en vert chez les témoins (A, B et C respectivement) et les carencés (D, E et F, 
respectivement).Les noyaux sont marqués au DAPI et apparaissent en bleu (grossissement x20). 
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Rétablissement de la plasticité synaptique  

Les différents marqueurs de neuroplasticité ont été à nouveau observés à 450 jours dans 
l’hippocampe. A cet âge, aucune différence n’est observée concernant les synapsines I et II, la 
PSD95 et la synaptotagmine, quels que soient le sexe, la structure hippocampique et le régime 
(Figure 9). 

 

 

Figure 9: Immunofluorescence des marqueurs de neuroplasticité synaptique dans l’hippocampe de rats de 450 
jours. Expression de la synapsine I en vert, de la synapsine II en rouge, de la PSD95 en vert et de la 
synaptotagmine en violet chez les témoins (A, C, E et G respectivement) et les carencés (B, D, F et H 
respectivement).Les noyaux sont marqués au DAPI et apparaissent en bleu (grossissement x20). 
 

Persistance d’une atrophie hippocampique 

Le marquage à la thionine de l’hippocampe à 450 jours montre la persistance d’une épaisseur 
significativement réduite de la zone CA1 uniquement chez les femelles carencées par rapport 
aux femelles témoins, avec 45±5 vs 61±7 µm respectivement (n=6) (Figure 10A), en accord 
avec les résultats obtenus à 21 jours. L’apoptose a été examinée par le marquage 
immunohistochimique de la caspase 3 clivée qui ne montre pas de différence entre les 
différents groupes (Figure 10B), signifiant que l’atrophie ne serait pas en relation avec une 
augmentation de la mort cellulaire au cours du vieillissement. 
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Figure 10:Analyse de la structure histologique de l’hippocampe à 450 jours de rats soumis à une carence en 
donneurs de méthyle. A. Epaisseur en µm de la zone CA1 de l’hippocampe et coloration à la thionine de la zone 
CA1 de l’hippocampe (grossissement x20).TM=témoin mâle, CM=carencé mâle, TF=témoin femelle, 
CF=carencé femelle. *p<0,05;n=6(ANOVA)  B. Marquage de la caspase 3 clivée dans la zone CA1 de 
l’hippocampe (grossissement x20) 
 

Troubles cognitifs 

Lors des essais destinés à évaluer leur capacité de mémorisation à l’issue des cinq sessions 
d’apprentissage et au cours du vieillissement, les rats mâles carencés ont été moins 
performants que les rats mâles témoins jusqu’à 205 jours. Par la suite, on ne retrouve plus de 
différence significative, suggérant que les mâles adultes initialement carencés conservent une 
capacité à améliorer leurs performances au fur et à mesure des essais. Quant aux femelles, les 
carencées restaient toujours moins performantes que les témoins, et cela pratiquement tout au 
long de leur vie ; elles commettaient en moyenne 1,86 fois plus d’erreurs et mettaient 1,6x 
plus de temps à trouver la sortie du labyrinthe que leurs congénères. (Figure 11). 
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Figure 11: Mémorisation spatiale chez les rats témoins et carencés en donneurs de méthyles. Le test du 
labyrinthe multi-T a été effectué une fois par mois entre 80 et 320 jours post-natales. Le nombre d’erreurs et la 
latence de sortie du labyrinthe ont été mesurés à chaque session.*p<0,05;**p<0,001;n=15 ;(ANOVA). 
 

Le test de l’évitement passif, effectué lors des premiers stades physiologiques du 
vieillissement (>300 jours d’âges) ne montre aucune différence significative, aussi bien lors 
de la phase d’apprentissage que des sessions de mémorisation (Figure 12A). Ce résultat  
évoque un fonctionnement normal des zones para-hippocampiques et du cortex associatif 
renforçant l’hypothèse d’une sensibilité particulière restreinte à l’hippocampe (non impliqué 
de façon majeure dans ce test).  

L’évaluation du comportement exploratoire à 450 jours par le test de l’openfield a mis en 
évidence des troubles fonctionnels uniquement chez les femelles carencées chez lesquelles on 
retrouve une exploration moins importante des quartiers centraux suggérant une plus grande 
anxiété (Figure 12B). 
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Figure 12: A. Test de l’évitement passif chez les rats témoins et carencés en donneurs de méthyles. Ce test a été 
effectué en 2 phases : une phase d’apprentissage où a été mesurée la latence de sortie du compartiment sombre (à 
360 jours d’âge) et une phase de mémorisation où a été mesuré le nombre de retours dans le compartiment 
sombre (sur 3 sessions de 390 jours à 450 jours d’âge).  B. Comportement exploratoire chez les rats témoins et 
carencés en donneurs de méthyles. Le test de l’openfield a été réalisé une fois à 450 jours. Les nombre de 
quartiers centraux (Qc), périphériques (Qp) et le nombre total de quartiers visités (Q totaux) ainsi que le nombre 
total de redressements (R totaux) ont été mesurés. TM=témoin mâle, CM=carencé mâle, TF=témoin femelle, 
CF=carencé femelle. p<0,05;n=15 (ANOVA) 

 

III. Conditionnement hypoxique néonatal et carence gestationnelle en donneurs de 
méthyles 
 

Evolution de la masse corporelle et des paramètres biochimiques liés au métabolisme de 
l’homocystéine jusqu’au vieillissement 

L’évolution de la masse corporelle a été suivie jusqu’à 450 jours. Par rapport aux témoins, on 
observe des différences de poids significatives uniquement à 40 et 80 jours pour les mâles 
alors que les femelles carencées-hypoxiques restent en-dessous des femelles témoins jusqu’à 
205 jours (Figure 13A). 

Les dosages plasmatiques de vitamine B9 et B12 ne révèlent pas de différence à 80, 205 et 
330 jours chez les mâles alors que la concentration de B12 est significativement augmentée 
chez les femelles du groupe carence-hypoxie à 205 jours (Figure 13B). Ces résultats 
contrastent avec les données issues de l’étude des conséquences de la carence seule où il 
n’était retrouvé aucune différence. Les dosages d’homocystéine n’ont pas été encore été 
réalisés. 
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Figure 13: A. Evolution de la masse corporelle de 40 à 450 jours post-natals de rats témoins et du groupe 
« carence-hypoxie » B. Concentrations plasmatiques en folate et en vitamine B12 à 80,205 et 330 jours post-
natals. TM=témoin mâle, CHM=carencé-hypoxie mâle, TF=témoin femelle, CHF=carencé-hypoxie 
femelle.*p<0,05;**p<0,001;***<0,0001;n=15 ;(ANOVA) 
 

L’hypoxie n’altère pas l’expression des enzymes du métabolisme de l’homocystéine 

L’expression protéique des enzymes clés impliquées dans le métabolisme de l’homocystéine a 
été analysée dans l’hippocampe des rats à 450 jours. En regard des observations faites chez 
les carencés de 450 jours, la cystathionine β-synthase et la méthionine synthase étaient 
détectées dans toutes les structures de l’hippocampe, indépendamment du sexe (Figure 14). 
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Figure 14: Immunofluorescence des marqueurs du métabolisme des monocarbones dans l’hippocampe de rats à 
450 jours. Expression de la cystathionine bêta-synthase en vert et de la méthionine synthase en rouge chez les 
témoins (A, C, E et G respectivement) et les carencés-hypoxie (B, D, F et H respectivement). Les noyaux sont 
marqués au DAPI et apparaît en bleu (grossissement x20). 
 

Le conditionnement hypoxique compense les effets structuraux délétères de la carence 
en donneurs de méthyles à 450 jours chez les rats femelles 

Le marquage à la thionine de l’hippocampe à l’âge de 450 jours ne révèle aucune différence 
significative de l’épaisseur de la zone CA1 quel que soit le sexe : 57±5 vs 58±8 µm pour les 
mâles ; 56±11 vs 54±14 µm pour les femelles (n=6) (Figure 15A), contrairement aux résultats 
obtenus chez les animaux carencés au même âge. Le marquage immunohistochimique de la 
caspase 3 clivée ne montre pas de différence entre les différents groupes (Figure 15B), 
comme précédemment chez les animaux carencés. Le marqueur de plasticité post-synaptique 
PSD95 présente des niveaux d’expression similaires dans les différents groupes, quels que 
soient le sexe et la structure hippocampique (Figure 15B). 
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Figure 15: Analyse de la structure histologique de l’hippocampe à 450 jours de rats soumis à une carence en 
donneurs de méthyles et à une hypoxie néonatale. A. Epaisseur en µm de la zone CA1 de l’hippocampe et 
coloration à la thionine de la zone CA1 de l’hippocampe (grossissement x20).TM=témoin male, CHM=carencé-
hypoxie male, TF=témoin femelle, CHF=carencé-hypoxie femelle. n=6(ANOVA)  B. Marquage de la caspase 3 
clivée (rouge) et de la PSD95 (vert) dans la zone CA1 de l’hippocampe de rats de 450 jours (grossissement x20). 
 

La tolérance cérébrale en lien avec l’hypoxie néonatale atténue les conséquences 
comportementales de la carence en donneurs de méthyles sur le vieillissement 
hippocampique 

Afin de savoir si l’hypoxie pouvait réduire ou au contraire renforcer les capacités cognitives 
suite à la carence, l’apprentissage spatial a été évalué dans le labyrinthe multi-T. Aucune 
différence significative n’a été observée entre les groupes « témoins » et « carence-hypoxie » 
lors des différentes sessions, aussi bien au niveau du nombre d’erreurs commises que de la 
latence de sortie du labyrinthe (Figure 16). 

B 
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Figure 16: Apprentissage spatial chez les rats témoins et « carencés-hypoxie ». Le test du labyrinthe multi-T a 
été effectué une fois par jour entre 45 et 49 jours post-natals. Le nombre d’erreurs (bras impasse) et la latence de 
sortie du labyrinthe ont été mesurés à chaque session. n=15 (ANOVA) 
 

Lors des essais destinés à évaluer la capacité de mémorisation à l’issue des cinq sessions 
d’apprentissage, les rats mâles carencés-hypoxiques ont été aussi performants que les rats 
témoins, à l’exception du stade de 80 jours où les carencés-hypoxiques ont rencontré  
davantage de difficultés pour trouver la sortie du labyrinthe. Quant aux femelles, on peut 
observer que le conditionnement hypoxique a diminué les effets de la carence car, 
contrairement aux animaux uniquement carencés, les carencées-hypoxiques demeurent aussi 
performantes que les témoins, cela tout au long de leur vie sauf à 290 jours où un facteur 
externe peut expliquer la significativité ponctuellement mesurée (Figure 17). 
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Figure 17: Mémorisation spatiale chez les rats « témoins » et « carencés-hypoxie ». Le test du labyrinthe multi-T 
a été effectué une fois par mois entre 80 et 320 jours post-natals. Le nombre d’erreurs (bras impasse) et la latence 
de sortie du labyrinthe ont été mesurés à chaque session.*p<0,05;**p<0,001;n=15 ;(ANOVA). 
 

Le test de l’évitement passif montre une diminution significative du temps de latence de sortie 
du compartiment sombre chez les femelles carencées-hypoxiques lors de sessions 
d’apprentissage sans répercussion significative lors des sessions de mémorisation (Figure 
18A). 

Enfin, l’évaluation du comportement exploratoire à 450 jours par le test de l’openfield ne 
montre pas de différences chez les femelles, contrairement aux résultats enregistrés chez les 
animaux uniquement carencés, tandis que les mâles du groupe « carence-hypoxie » ont moins 
visité les quartiers périphériques que les mâles témoins en relation avec une diminution du 
nombre total de quartiers visités, signifiant un déclin locomoteur (Figure 18B) 
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Figure 18:A.Test de l’évitement passif chez les rats témoins et carencés-hypoxiques. Ce test a été effectué en 2 
phases : une phase d’apprentissage où a été mesurée la latence de sortie du compartiment sombre (à 360 jours 
d’âge) et une phase de mémorisation où a été mesuré le nombre de retours dans le compartiment sombre (sur 3 
sessions de 390 jours à 450 jours d’âge). B. Comportement exploratoire chez les rats témoins et carencés-
hypoxiques. Le test de l’openfield a été effectué une fois à 450 jours. Les nombre de quartiers centraux (Qc), 
périphériques (Qp) et le nombre total de quartiers visités (Q totaux) ainsi que le nombre total de redressements 
(R totaux) ont été mesurés. TM=témoin mâle, CHM=carencé-hypoxie mâle, TF=témoin femelle, CHF=carencé-
hypoxie femelle. p<0,05;n=15 (ANOVA)  
 

DISCUSSION/CONCLUSION 

Cette étude a confirmé qu’une carence gestationnelle en donneurs de méthyles entraînait des 
modifications du métabolisme des monocarbones en lien avec une hyperhomocystéinémie. 
Même si, physiologiquement, une augmentation progressive de l’homocystéine plasmatique a 
été rapportée entre la naissance et le sevrage chez des enfants (Hure, 2011), la déplétion en 
vitamines du groupe B est corrélée avec l’apparition d’une hyperhomocystéinémie atteignant 
des valeurs dites cliniquement modérée (Ubbink et al., 1993). Les valeurs plasmatiques de ces 
mêmes paramètres montrent une bonne adéquation de notre modèle gestationnel avec les 
données cliniques. L’altération des capacités de méthylation s’est en outre traduite par une 
baisse du ratio SAM/SAH au moment du sevrage des ratons (21 jours). Si cette baisse est 
significative chez les femelles, elle ne l’est pas chez les mâles, probablement en raison d’un 
trop faible effectif, nécessitant de reproduire l’expérimentation. Dans le tissu cérébral, et 
notamment dans l’hippocampe, des études antérieures ont montré une accumulation 
d’homocystéine dans les neurones (Blaise et al., 2007 ; Daval et al., 2009). Nous avons 
montré, pour notre part, l’absence de la cystathionine β-synthase et des modifications de 
l’expression de la méthionine synthase qui varient selon le sexe et la région de l’hippocampe 
et dont la régulation fait intervenir la SAM (Guilland et al., 2003 ; Prudova et al., 2006). En 
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absence de BHMT dans les neurones (Mckeever et al., 1991), cela contribue à accentuer le 
phénomène d’accumulation de l’homocystéine. 

Au niveau tissulaire, nous avons également confirmé une atrophie de la zone CA1 de 
l’hippocampe à 21 jours suite à la carence précoce, montrant que celle-ci était présente 
uniquement chez les femelles carencées, lesquelles seraient donc plus sensibles à une 
déficience en donneurs de méthyles à ce stade du développement. Les corrélations entre 
hyperhomocystéinémie et atrophie cérébrale ont souvent été mise en évidence (Seshadri et 
al.,2008 ; Smith et al., 2010 ; Rajagopalan et al., 2011). La neurotoxicité de l’homocystéine a 
été impliquée dans divers processus cellulaires conduisant à des altérations tissulaires, comme 
l’excitotoxicité, l’augmentation du stress oxydant et les dommages sur l’ADN (Ho et al., 2002 
; Poddar et Paul, 2009). De plus, le retard de maturation neuronale observé chez les animaux 
carencés en lien avec une augmentation de l’expression des protéines TRAF4 et NeuroD 
semblent confirmer le déséquilibre entre prolifération et différenciation neuronale observé 
précédemment in vitro (Akchiche et al., 2011).  

La présence de ces altérations structurales associées à un retard de maturation chez les 
carencés nous a conduits à investiguer d’éventuelles altérations fonctionnelles, notamment au 
niveau de la plasticité neuronale. De nombreux gènes associés à la plasticité fonctionnelle 
sont régulés par des mécanismes épigénomiques, comme par exemple les synapsines dont des 
dysrégulations ont été observées dans le cervelet des animaux exposés à la carence (Pourié et 
al., article soumis). De ce point de vue, nos données montrent que si les femelles sont plus 
affectées au niveau de l’intégrité tissulaire, les mâles présentent des altérations d’expression 
de protéines impliquées dans la plasticité synaptique. De nombreuses études rapportent 
l’importance des mécanismes épigénétiques et épigénomiques dans la formation et la 
régulation de la neuroplasticité, intervenant notamment dans les processus cognitifs (Guo et 
al., 2011 ; Lubin et al., 2011 ; Lockett et al., 2010). Une fois de plus, notre étude montre un 
déficit d’apprentissage qui affecte plus particulièrement les femelles juste après leur sevrage, 
en accord avec les données tissulaires. Cliniquement, il est connu que des taux élevés 
d’homocystéine sont en lien avec des altérations neurologiques et un déclin cognitif (Mattson 
et Shea, 2003). L’âge représente un facteur important dans la survenue des troubles cognitifs. 
Se pose alors la question du vieillissement dans notre modèle d’individus carencés 
précocement.  

D’un point de vue morphologique, les études à long terme révèlent que l’évolution de la 
masse corporelle, même après un retour à un régime normal au moment du sevrage, demeure 
affectée, surtout chez les femelles. L’origine de cette altération pourrait être en lien avec la 
persistance de la désorganisation de la muqueuse gastrique entraînant, entre autres, des 
perturbations de la production de certaines hormones intervenant dans la croissance comme la 
ghréline (Bossenmeyer-Pourié et al., 2010). La littérature mentionne également une 
corrélation entre hyperhomocystéinémie et retard de croissance intra-utérin (RCIU) (De vries 
et al., 1997 ;Leeda et al., 1998), mais d’autres travaux sont discordants en ce qui concerne 
cette association (Burke et al.,1992). Selon nos observations, les sujets de sexe féminin 
seraient plus sensibles aux conséquences d’une carence précoce en donneurs de méthyles. A 
450 jours, le retour à des valeurs physiologiques des paramètres biochimiques en relation avec 
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le métabolisme des monocarbones et le rétablissement des facteurs de plasticité sont en accord 
avec le retour à un régime normal à 21 jours. Néanmoins, les taux plasmatiques 
d’homocystéine demeurent significativement supérieurs à ceux observés chez les animaux 
témoins, sans pour autant être situés dans des valeurs caractérisant une 
hyperhomocystéinémie (< 7 µmol/L). D’un point de vue tissulaire, l’atrophie de l’hippocampe 
observée à 21 jours est toujours présente à 450 jours chez les femelles et reste associée à des 
performances cognitives moindres. Les carences nutritionnelles, notamment en 
micronutriments, sont des facteurs de risque dans la progression de démences (Scott et al., 
2006). Des taux élevés d’homocystéine et des avitaminoses en folate, B12 ou B6 ont souvent 
été associés avec un déclin cognitif et la survenue de démence vasculaire (Hin et al., 2006 ; 
Clarke et al., 2007). En clinique, les données concernant les effets d’une supplémentation en 
folates et vitamine B12 sur le déclin cognitif des personnes âgées sont contradictoires (Durga 
et al., 2007 ; Balk et al., 2007), mais ne tiennent pas compte des effets de la programmation 
fœtale, dont l’importance est soulignée dans notre étude. Les effets délétères de la carence en 
donneurs de méthyles prennent essentiellement leur origine au cours de la période périnatale. 
Tenant compte de la permissivité de cette fenêtre développementale, nous avons investigué 
les possibilités compensatoires d’une neurogenèse induite au cours de cette période critique 
du développement. 

L’exposition à des épisodes d’hypoxie est relativement fréquente en période néonatale. Alors 
qu’une longue période d’hypoxie est connue pour produire des dommages cérébraux 
irréversibles (Van Handel et al., 2007), il a été montré par ailleurs que des épisodes courts 
d’hypoxie pouvaient, au contraire, exercer des effets bénéfiques, comme illustré par le rôle 
protecteur du conditionnement hypoxique induisant une tolérance cérébrale à des événements 
délétères ultérieurs (Gidday et al.,1994 ; Cantagrel et al.,2003). Dans le cadre de nos travaux, 
nous avons montré qu’un conditionnement hypoxique néonatal associé à une carence précoce 
en donneurs de méthyles n’affectait pas à long terme les paramètres biochimiques en lien avec 
le métabolisme des monocarbones. De façon intéressante, l’hypoxie néonatale brève a permis 
de compenser la réduction de densité cellulaire associée à la carence en restaurant une 
structure hippocampique normale, notamment au niveau de la zone CA1 chez les femelles, 
vraisemblablement par une stimulation de la neurogenèse (Pourié et al., 2006 ; Martin et al., 
2010). En accord avec les travaux de Nakatomi et al. (2002), les cellules originaires de la 
zone subventriculaire (ZSV) sont capables de migrer et d’incorporer les circuits 
hippocampiques. Ces données concordent avec les effets bénéfiques de l’hypoxie observés 
précédemment à 21 jours sur le même modèle (Blaise et al., 2009). Cette compensation 
cellulaire est associée sur le plan fonctionnel à une amélioration notable des scores dans les 
tests neurocomportementaux hippocampo-dépendants, par comparaison aux animaux 
uniquement exposés à la carence. Notre présente étude s’est déroulée en deux temps, d’une 
part l’étude à long terme de la carence seule, puis l’étude des effets de l’hypoxie sur le modèle 
de carence. Cette double approche nécessite une homogénéisation à postériori. Ainsi, Les 
données comportementales au cours du vieillissement montrent que quel que soit le sexe, les 
individus carencés-hypoxiques présentent toujours des performances supérieures aux 
individus uniquement carencés. La comparaison des deux groupes de témoins montre qu’ils 
sont relativement homogènes malgré une constitution des groupes expérimentaux et des tests 
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effectués avec un intervalle de temps important. De telles observations confortent les résultats 
obtenus par ailleurs qui montraient qu’un conditionnement par une hypoxie néonatale brève 
procurait une meilleure résistance au vieillissement cérébral associée à de meilleures capacités 
cognitives chez le rat âgé (Martin et al., article soumis). 

En conclusion, nous avons montré qu’une carence gestationnelle en donneurs de méthyles 
engendrait à court terme des désordres cognitifs en lien avec une perturbation du cycle de 
l’homocystéine, des désordres structuraux de l’hippocampe et une altération de la plasticité, 
probablement en lien avec des mécanismes épigénétiques comme cela a été montré dans une 
autre étude (Pourié et al., article soumis). A long terme, cette carence a engendré, en dépit 
d’un rétablissement des paramètres biochimiques en lien avec le métabolisme des 
monocarbones et des marqueurs de neuroplasticité, la persistance d’un déficit de croissance 
chez les animaux femelles et des perturbations cognitives chroniques associées à une atrophie 
persistante de l’hippocampe. Toutefois, les effets délétères de la carence à long terme peuvent 
être significativement réduits par un stimulus favorisant la neurogenèse endogène en période 
néonatale. La double approche de l’étude souligne la pertinence de la survenue d’un épisode 
pro-neurogénique dans une fenêtre de maturation propice à des effets compensatoires 
tissulaires suite à des atteintes délétères comme les carences vitaminiques dans le cadre du 
programme fœtal. 
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DISCUSSSION/CONCLUSION 

Partie I : Plasticité cérébrale et carence en donneurs de méthyles  

La littérature mentionne de nombreuses études dans lesquelles il a été montré une corrélation 
entre une carence en vitamine B12 et/ou folates et des altérations du fonctionnement cérébral, 
en particulier le déclin cognitif. L’hyperhomocystéinémie, qui touche toutes les classes d’âge, 
peut être d’origine génétique ou liée à un déficit de l’apport nutritionnel en vitamines du 
groupe B qui interviennent comme cofacteurs des enzymes du métabolisme et, en tant que 
donneurs de groupements méthyles, jouent un rôle important dans la régulation de 
l’expression de nombreux gènes. A l’occasion d’une carence maternelle pendant la grossesse, 
ce sont particulièrement les malformations congénitales liées à un défaut de fermeture du tube 
neural durant la vie embryonnaire qui sont le plus souvent rencontrées, ce qui a conduit 
différents pays à instaurer une politique de supplémentation en acide folique des femmes dès 
la période périconceptionnelle (Talaulikar et Arulkumaran ,2011). A l’âge adulte, des 
associations avec des pathologies psychiatriques de type psychose et névrose ont été 
rapportées. Enfin, les personnes âgées constituent un groupe particulièrement à risque où de 
nombreuses études épidémiologiques ont établi une déficience en folates comme facteur de 
risque dans diverses pathologies neurodégénératives (Alzheimer, Parkinson), le syndrome 
cérébelleux ou encore dans la sévérité du déclin cognitif. Hormis le développement des 
connaissances concernant certains mécanismes mis en jeu en situation de carence en 
vitamines du groupe B, notre but  a été de caractériser les effets à court, moyen et long terme 
d’une carence précoce en donneurs de groupements méthyles sur différents comportements 
essentiels, du stade juvénile au stade sénescent , en lien avec l’expression cérébrale de gènes 
sensibles. 

1. Maturation cérébrale 
 

L’étude a été principalement axée sur deux structures cérébrales très importantes dans le 
développement cognitif et psychomoteur, à savoir l’hippocampe et le cervelet. En effet, le 
développement psychomoteur est un phénomène progressif après la naissance qui conduit à 
différents ajustements de l’individu dans son milieu. Ces ajustements traduisent la qualité du 
développement des fonctions basiques dans des mécanismes tels que la coordination du corps 
dans l’espace, la localisation de sources alimentaires, les activités locomotrices. De même, le 
développement cognitif est le résultat d’interactions complexes entre la maturation du système 
nerveux et l’environnement. Il se met en place à partir des premières étapes de la construction 
des circuits cérébraux où des mécanismes intrinsèques du type neurogenèse, synaptogenèse et 
apoptose construisent les circuits nerveux à l’origine d’une palette importante de 
comportements instinctifs. Nos modèles expérimentaux mettent en évidence l’importance du 
cycle des monocarbones indispensable aux voies épigénétiques et épigénomiques régulant 
l’expression de très nombreux gènes et protéines. En effet, le régime nutritionnel carencé en 
vitamines B12, B9 et choline chez l’animal ou la déplétion en folates dans le milieu de culture 
des progéniteurs neuronaux ont pour conséquence de perturber la reméthylation de 
l’homocystéine en méthionine nécessaire pour la synthèse de la S-adénosylméthionine qui est 
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le donneur universel de groupements méthyles lors des réactions de transméthylation, 
notamment de l’ADN (Stubbe, 2011). Malgré la baisse importante des concentrations de 
vitamines B12 et folates, on n’atteint jamais des valeurs nulles car il est connu que le rat est 
coprophage (Ebino, 1993) et une partie de la vitamine B12 se retrouve dans les fèces après 
absorption intestinale (Brunaud et al., 2003). Les seules solutions pour une carence totale 
seraient une gastrectomie afin de limiter la fixation B12-facteur intrinsèque (Scalabrino, 
2005) ou l’utilisation de cages métaboliques afin de limiter l’accès aux déjections (Ayav, 
2005). Dans notre modèle, l’animal est laissé libre dans une cage classique avec accès ad 
libitum afin d’éviter tout stress supplémentaire sur une période aussi critique qu’est la période 
développementale. De plus, les ratons nés de mère carencée ont des taux plasmatiques 
d’homocystéine se situant dans des valeurs caractéristiques d’une hyperhomocystéinémie 
modérée qui est la cas le plus souvent rencontré en clinique, contrairement à la plupart des 
autres modèles qui sont des KO (Watanabe et al., 1995 ;Chen et al., 2001) dont les valeurs 
d’homocystéine se situent dans les zones intermédiaires et sévères (intermédiaires :26 à 50 
µmol/l et sévères :> 50 µmol/l) 

D’un point de vue morphologique, il a été observé chez les ratons carencés un retard de 
croissance associé à diverses manifestations cutanées (alopécie), des altérations squelettiques 
(syndactylie, queue tordue) qui touchent environ 10 % des individus. Des caractéristiques 
similaires ont été également rapportées dans des modèles de souris KO CBS-/- (Robert et al., 
2003) et KO MTHFR-/- (Seller et Adinolfi, 1981 ; Chen et al., 2001). Les retards de croissance 
peuvent avoir plusieurs origines : des causes endocriniennes via l’hormone de croissance, des 
causes osseuses, viscérales et nutritionnelles. L’altération du métabolisme de l’homocystéine 
potentialiserait ces différentes causes. Les études ont observé une corrélation entre le poids et 
la taille des animaux carencés, signifiant que la carence n’entraîne pas de maigreur mais un 
retard de croissance harmonieux mettant hors de cause une origine thyroïdienne qui est 
caractérisée chez l’homme par une discordance entre le poids et la taille (Tarim,2011). Au 
niveau de la croissance osseuse, l’homocystéine stimulerait l’activité des ostéoclastes, cellules 
impliquées dans la résorption osseuse (Hermann et al., 2005 ; Hermann et al., 2007) et 
induirait des perturbations du développement normal du cartilage épiphysaire (Azizi et al., 
2010). L’origine de ce retard de croissance pourrait être également en lien avec la persistance 
de la désorganisation de la muqueuse gastrique entraînant, entre autres, des perturbations de la 
production de certaines hormones intervenant dans la croissance comme la ghréline 
(Bossenmeyer-Pourié et al., 2010). La présence d’une queue tordue chez certains individus 
dans notre modèle suggère une anomalie de fermeture du tube neural dont le lien avec les 
déficits en folates a été maintes fois reconnu. A cet égard, les modèles animaux du spina 
bifida sont divers, comme des mutations de la MTHFR qui explorent les causes génétiques 
(Finnell et al., 2002), des modèles mettant en jeu directement des protéines impliquées dans la 
mise en place du tube neural comme les souris splotch (Sp/Sp) (Epstein et al., 1993), des 
souris KO pour les récepteurs des folate (Folbp1 ou RFC1) (Piedrahita et al., 1999 ; 
Gelineau-van Waes et al., 2008) et bien d’autres modèles (souris Crooked tail, souris Axial 
defects…). Les modèles nutritionnels sont rares (Tran et al., 2002) mais ont également 
comme avantage de reproduire des altérations du tube neural dans les conditions similaires à 
l’exposition précoce à une déficience en folates. Notre modèle est, à notre connaissance, le 
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seul capable d’induire un phénotype de spina bifida en utilisant uniquement une carence 
maternelle en donneurs de groupements méthyles qui est en accord avec les données 
épidémiologiques concernant le spina bifida.  

Au niveau cérébral, l’exposition précoce à un régime déficient en donneurs de méthyles 
jusqu’à l’âge de 21 jours, engendre une accumulation d’homocystéine non uniforme dans 
diverses structures cérébrales, notamment dans l’hippocampe et le cervelet, en accord avec les 
études princeps (Blaise et al., 2007). De plus, l’homocystéine se retrouve également dans les 
zones de prolifération de progéniteurs, comme la partie adjacente au ventricule latéral, la zone 
subventriculaire. Au cours de notre travail, nous avons observé que l’homocystéine 
s’accumulait plus particulièrement dans la couche CA1 de l’hippocampe et dans les cellules 
de Purkinje du cervelet, en accord avec de précédentes études sur d’autres modèles (Robert et 
al., 2003 ; Chung et al., 2003). En parallèle, dans les structures qui nous ont intéressés, il n’a 
pas été détecté de cystathionine β-synthase chez les animaux carencés aussi bien dans 
l’hippocampe que dans le cervelet. Ceci pourrait s’expliquer par une hypométhylation du 
promoteur de ce gène (Uekawa et al., 2009). En absence de BHMT dans les neurones 
(Mckeever et al., 1991), cela contribue à accentuer le phénomène d’accumulation de 
l’homocystéine et à fragiliser ces régions cérébrales. Au niveau tissulaire, nous avons observé 
une diminution de l’épaisseur de la couche CA1 de l’hippocampe, comme montré 
précédemment (Blaise etal., 2007), en précisant que cette atrophie était seulement retrouvée 
chez les femelles carencées, ainsi qu’une diminution du nombre de cellule de Purkinje qui, à 
21 jours, ne serait pas sexe-dépendante (Figure 28). Ces données confirment des résultats 
similaires observés dans un modèle in vitro de cellules de Purkinje cultivées en présence de 
concentration croissante d’homocystéine et dans un modèle de souris KO MTHFR-/- (Chen et 
al., 2005 ; Oldreive et Doherty, 2007). Les corrélations entre atrophie cérébrale et 
hyperhomocystéinémie ont souvent été mises en avant (Seshadri et al., 2008 ; Smith et al., 
2010 ; Rajagopalan et al., 2011). La neurotoxicité de l’homocystéine est bien documentée, à 
l’origine d’une excitotoxicité, une augmentation du stress oxydant et des dommages de 
l’ADN (Ho et al., 2002 ; Poddar et Paul, 2009). De plus, l’accumulation de l’homocystéine 
engendre une modification du cycle cellulaire du neurone en faveur d’une apoptose (Obeid et 
Herrmann, 2006). Ainsi, nous avons démontré dans notre modèle cellulaire qu’au cours de la 
phase de différenciation, les cellules carencées étaient plus sensibles à la mort cellulaire par 
apoptose associée à la différenciation. L’apoptose est amplifiée, avec une activation plus 
importante des caspases 9 et 3 et une perte du potentiel de membrane mitochondrial plus 
prononcée. Ce processus ferait intervenir une répression de la protéine phosphatase 2A, en 
lien avec une augmentation de la cycline E et une réentrée des neurones différenciés dans le 
cycle cellulaire, prélude à la mort neuronale. La protéine PP2A est une enzyme notamment 
impliquée dans la déphosphorylation de la protéine Tau, entraînant sa libération afin qu’elle 
soit dégradée (Wang et al., 1995). L’expression et l’activité de cette enzyme sont diminuées 
dans des cerveaux de patients atteints de la maladie d’Alzheimer en comparaison à des 
témoins (Vogelsberg-Ragaglia et al., 2001 ; Sontag et al., 2004). Plusieurs travaux ont émis 
une hypothèse liant la maladie d’Alzheimer à une réduction de la méthylation de la protéine 
PP2A dans un contexte d’hyperhomocystéinémie (Tolstykh et al., 2000 ;Vafai et Stock, 2002 ; 
Sontag et al., 2008). 
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En outre, le retard de maturation neuronale observé dans l’hippocampe chez les animaux 
carencés, illustré par la persistance de la présence de TRAF4 et de NeuroD, des marqueurs de 
neurones immatures, semble confirmer le déséquilibre entre prolifération et différenciation 
neuronale observé in vitro où les protéines proneurales (Mash1, Neurogenine 3, NeuroD) ont 
une expression altérée avec la carence en folate. Le devenir des cellules est d’autant plus 
perturbé par l’augmentation de HDAC4, histones désacétylases exerçant un effet répresseur 
de la différenciation neuronale. Comme mentionné précédemment, nous avons retrouvé des 
taux de SAM et des ratios SAM/SAH effondrés dans nos modèles carencés, conduisant à des 
altérations des réactions de transméthylation nécessaires aux modifications épigénétiques, 
comme le changement de la structure de la chromatine par les histones ou l’indice de 
méthylation de promoteur  nécessaire à l’expression de différents gènes, comme ici les gènes 
proneuraux (Perry et al., 2004). Nous avons mis en évidence d’autres mécanismes 
physiopathologiques dans lesquels l’homocystéine est impliquée. Il a été observé une 
désorganisation sévère du cytosquelette et du transport vésiculaire dans notre modèle in vitro. 
En effet, différents constituants des microtubules (β-tubuline, α-tubuline, α-tubuline acétylée, 
MAP2 A/B) ont une expression diminuée entraînant une désorganisation du réseau 
microtubulaire associée à l’absence de polarité cellulaire. Pour la première fois, il a été 
démontré dans nos deux modèles qu’une carence affectait également une autre protéine 
majeure du cytosquelette, l’actine, via une N-homocystéinylation sur le résidu lysine 359 en  
association avec son agrégation pathologique dans les cellules. Ces résultats viennent enrichir 
de précédents travaux montrant l’élévation de protéines plasmatiques N-homocystéinylées en 
relation avec des altérations du cycle des monocarbones. (Jakubowski et al., 2008, 2009). Ces 
changements structuraux du cytosquelette peuvent modifier l’élongation et la stabilisation des 
axones, le développement des dendrites nécessaires à la communication interneuronale ainsi 
que la polarité neuronale (Witte et Bradke, 2008 ; Conde et Caceres, 2009). Des altérations 
fonctionnelles du transport vésiculaire ont également été mises en évidence illustrées par une 
diminution d’expression des protéines motrices, la dynéine et la kinésine. Toutefois, seule la 
kinésine était modifiée par homocystéinylation, ce qui a eu pour effet de réduire les 
interactions avec ses protéines partenaires, en particulier la β-tubuline. Il est connu que toutes 
ces protéines sont impliquées dans la plasticité fonctionnelle du neurone. Dans ce cadre, une 
carence en donneurs de méthyles entraîne un dysfonctionnement  sévère de la plasticité 
synaptique signalée par l’absence ou la diminution significative de marqueurs de 
neuroplasticité comme la Postsynaptic density protein 95 (marqueur postsynaptique), la 
synaptotagmine (marqueur présynaptique) et les synapsines I et II. Ces résultats ont été 
observés dans d’autres modèles cellulaires où les folates et la SAM modulent l’activité 
synaptique (Serra et al., 2008). 

Dans notre modèle animal les résultats diffèrent selon le sexe et la structure observée : au 
niveau de l’hippocampe, les mâles semblent plus affectés par la carence alors qu’au niveau du 
cervelet ce sont les femelles les plus touchées. Ces observations soulignent la sensibilité 
variable des structures cérébrales à différents stress en fonction du sexe de l’individu (Cohen 
et Yehuda, 2011). La littérature décrit de nombreux travaux en rapport avec ce dimorphisme 
sexuel, mentionnant soit l’implication des hormones sexuelles, le rôle de la génétique ou 
d’autres facteurs soulignant cette différence notamment dans diverses pathologies (pour revue 



DISCUSSION/CONCLUSION/PERSPECTIVES 

295 
 

Ngun et al., 2011). Dans notre étude, nous nous sommes intéressés à l’implication des 
hormones, notamment des œstrogènes par l’intermédiaire de l’un de ses récepteurs, ERα, afin 
de comprendre ces différences dans nos observations. Ainsi, nous avons montré, au niveau du 
cervelet, que la diminution de la SAM suite à la carence engendrait une hyporégulation de 
PRMT1-SAM dépendante. La dynamique fonctionnelle nucléaire ou cytoplasmique d’ERα 
dépend de sa méthylation et, dans notre modèle, la cascade mécanistique conduisant à 
l’expression et à l’activation des synapsines dépendant d’ERα s’en trouve altérée. 

Ces associations de l’homocystéine avec l’apoptose, les désorganisations structurales, les 
retards de maturation et des altérations de la plasticité synaptique vont perturber la mise place 
des différents réseaux neuronaux au cours du développement cérébral et, secondairement, 
peut aboutir à un retard dans l’acquisition de différents comportements, ainsi que nous l’avons 
observé. Au moment du sevrage, nous avons pu montrer que les rats carencés présentaient 
tous un retard dans leurs capacités de coordination locomotrice (Righting reflex, test de 
suspension) et d’apprentissage-mémorisation spatiale (Homing) par comparaison aux 
animaux témoins du même âge. A cet égard, différentes études ont montré, tant chez l’homme 
(Barbaux et al., 2000) que chez l’animal (Lee et al., 2005 ; Lalonde et al., 2008), qu’il existait 
une diminution des capacités cognitives et des aptitudes motrices en réponse à une élévation 
de la concentration en homocystéine. Nous nous sommes délibérément intéressé aux effets 
neurotoxiques d’une carence en donneurs de méthyles mais il ne faut pas oublier que de 
nombreuses études mentionnent les effets d’une hyperhomocystéinémie sur la composante 
vasculaire du cerveau qui, associés aux effets sur le tissu cérébral, participent aux 
perturbations motrices et cognitives (Tyagi et al., 2005 ; Troen et al., 2008 ;Abdulle et al., 
2010).  

2. Vieillissement cérébral 
 

Les carences en vitamines du groupe B associées à une hyperhomocystéinémie sont connues 
pour être des facteurs de risques dans l’accélération de la survenue de différentes pathologies 
liées au vieillissement et du déclin cognitif (Mattson et Shea, 2003). Les différentes études de 
supplémentation en folates ou vitamine B12 chez les personnes âgées donnent des résultats 
mitigés, souvent contradictoire sur les améliorations fonctionnelles cérébrales (Malouf et al., 
2003 ; Durga et al., 2007. Ford et al., 2010). Ces différences d’efficacité rapportées lors de 
ces études observationnelles ne trouvent guère d’explication. Or, depuis l’hypothèse de 
Barker (1992), il a été montré que la survenue de différentes pathologies pouvait avoir comme 
origine des altérations très précoces, conduisant à enclencher ou potentialiser une maladie 
sous-jacente. C’est à partir de ce postulat que nous sous sommes intéressés au statut 
fonctionnel du cerveau des individus âgés exposés à une carence précoce, en particulier au 
niveau de l’hippocampe, siège de nombreux processus cognitifs. 

Un retour à une alimentation normale à partir de l’âge de 21 jours a permis de rétablir les 
différents paramètres métaboliques affectés par la carence, tels que les concentrations en 
folates, vitamine B12, homocystéine même si cette dernière demeure significativement 
augmentée chez les femelles, sans atteindre les valeurs observées précédemment, ainsi que 
l’expression des enzymes clés du métabolisme de l’homocystéine et les marqueurs de 
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neuroplasticité. Ces observations suggèreraient une amélioration potentielle des problèmes 
que peut générer un contexte d’hyperhomocystéinémie. Toutefois, à 450 jours, de nombreuses 
altérations persistent mais touchent uniquement les femelles précédemment exposées à la 
carence. En effet, l’étude de l’évolution de la masse corporelle montre que seules les femelles 
préalablement carencées affichent un poids significativement inférieur à leurs témoins. De 
plus, les études histopathologiques montrent une atrophie persistante de la couche CA1 et une 
diminution du nombre de cellule de Purkinje chez ces femelles carencées, phénomène déjà 
présent à 21 jours. Ceci suggère une plus grande sensibilité des femelles à la carence. Malgré 
le retour à un régime normal au moment du sevrage, le cerveau ne semble pas en mesure de 
restaurer complètement les structures lésées par la carence. L’hippocampe et le cervelet ne 
possèdent pas la même fenêtre temporelle de maturation qui est bien plus longue pour le 
cervelet (jusqu’à 90 jours postnatals) mais le fait que la carence a été maintenue pendant toute 
la vie fœtale puis jusqu’au sevrage, a perturbé les mécanismes intrinsèques de maturation des 
deux structures. L’interaction avec l’environnement va influencer l’homéostasie cérébrale qui 
va façonner les circuits cérébraux. Les influences des paramètres maternels assurant un bon 
développement à la progéniture, notamment sur le plan nutritionnel (Mihaila et al., 2011 ; 
Tomat et al., 2011), ont une importance toute particulière durant la période périnatale qui est 
qualifiée de « période critique ». Dans ce laps de temps, le système nerveux est 
particulièrement vulnérable à toutes ces altérations (Cioni et al., 2011). La survenue de 
perturbations lors de périodes critiques sont non seulement perceptibles à des stades précoces 
mais leurs conséquences peuvent être à l’origine de diverses pathologies (métaboliques, 
neurologiques, cardiovasculaires, cancer…) survenant à l’âge adulte ou lors du vieillissement 
(Dyer et Rosenfeld, 2011 ; Ritz et al., 2011 ; Doherty et al., 2010). Les mécanismes sous-
jacents mettent en évidence la programmation fœtale (Barker, 1992) dont les conséquences 
ont pour origine une sous-nutrition chez la femme enceinte ou allaitante. En outre, ces 
derniers résultats montrent que notre modèle animal constitue un bon modèle pour l’étude de 
la programmation fœtale. Les différents tests comportementaux que nous avons utilisés 
confirment les données structurales. D'un point de vue cognitif, les rats exposés à la carence 
présentent un niveau de performance diminué par rapport aux témoins dans un test 
d'apprentissage (navigation spatiale) réalisé entre 40 et 50 jours d'âge. Les animaux montrent 
un succès dans l'acquisition de la tâche, mais nécessitent pour cela près de 20% d'essais 
supplémentaires par rapport aux témoins. Par ailleurs, les investigations effectuées dans le 
cadre des processus de rappel mnésique (à l’issue de la période d’apprentissage) montrent un 
taux de réussite significativement réduits chez les rats carencés femelles, quels que soient le 
nombre d'essais et l'âge (animaux testés à l’âge de 80 à 450 jours). On ne retrouve pas de 
différence significative chez les mâles. La perturbation de la mémoire spatiale est un bon 
exemple des altérations que subit l’hippocampe chez les personnes sénescentes (Rosenzweig 
et Barnes, 2003 ; Burke et Barnes, 2006). En ajustant le nombre d’erreurs lors des séances de 
mémorisation avec le sexe de l’individu et son régime originel, on constate que les rats 
femelles témoins commettent moins d’erreurs que leurs homologues masculins. Or, il est 
connu que les femmes présentent un vieillissement cérébral physiologique de meilleure 
qualité que les hommes, notamment grâce aux effets neuroprotecteurs des œstrogènes 
(Sherwin et Henry, 2008). Lorsqu’on compare les profils des animaux, les données montrent 
que les mâles carencés ont tendance à rejoindre les performances des rats mâles témoins alors 
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que les femelles carencées ont toujours davantage de difficultés que les témoins. Au regard de 
tous ces résultats, nous avons montré pour la première fois qu’une  carence gestationnelle en 
donneurs de méthyles potentialisait les effets du vieillissement cérébral.  

Partie 2 : Le conditionnement hypoxique néonatal 

Des études antérieures réalisées dans notre laboratoire ont montré qu’une hypoxie brève chez 
le rat nouveau-né n’avait aucune influence apparente sur le développement cérébral ultérieur. 
Ce traitement n’induit pas de lésions cellulaires, quel que soit l’aire cérébrale considérée. En 
revanche, l’épisode hypoxique a pour conséquence de stimuler, dans les semaines qui suivent 
l’exposition, la production de nouveaux neurones fonctionnels dans des sites neurogéniques 
spécifiques, en particulier le gyrus denté de l’hippocampe et la zone subventriculaire qui 
borde le ventricule latéral. L’apport de cette neurogenèse est susceptible d’engendrer 
l’incorporation de nouvelles cellules dans les circuits de l’hippocampe. Enfin, il a été montré 
que cette neurogenèse induite par l’hypoxie est associée à une amélioration des scores 
enregistrés dans des tests cognitifs en lien avec les capacités de mémorisation (Pourié et al.., 
2006). 

1. A l’âge adulte 
 

Sous les conditions d’anoxie utilisées (atmosphère totalement dépourvu d’oxygène), les rats 
nouveau-nés développent une hypoxémie et une hypoxie tissulaire modérée mesurée dans le 
cerveau (Grojean et al., 2003). Comme il a été décrit précédemment, ce stimulus induit une 
tolérance cérébrale. Hors très peu d’études se sont intéressées aux conséquences à long terme 
de ce type de phénomène comparativement aux nombreuses études sur l’hypoxie sévère. 
Comme pour la carence, la fenêtre temporelle dans laquelle a été induite l’hypoxie correspond 
à une période critique du développement. En effet, 24 heures après la naissance, le cerveau est 
encore dans un processus de maturation notamment l’hippocampe qui à cette période ne 
possède pas sa structure définitive en terme de plasticité et de fonctionnement (Leinekuge, 
2003 ; Ambrogini et al., 2004). Le conditionnement hypoxique a donc été associé à des 
bénéfices fonctionnels chez les jeunes rats. En accord avec les précédentes études 
l’incorporation des neurones nouvellement formés dans l’hippocampe n’induit pas 
d’altérations des capacités d’apprentissage, comme illustré dans la première phase du 
labyrinthe multi T où on ne retrouvent aucune différence entre témoins et animaux 
« hypoxiques ».Lorsque nous avons initié ce travail, le devenir de ces cellules issues d’une 
neurogenèse endogène et intégrées dans la structure hippocampique n’étaient pas connues. 
Nos premiers travaux ont porté sur des rats âgés entre 40 et 100 jours, correspondant 
respectivement à une période de la vie situé entre la puberté et le jeune adulte. La littérature 
mentionne que le sexe est un facteur important  vis-à-vis d’atteinte cérébrale du type hypoxie 
ischémie dans la sévérité des lésions qui en résultent (Lang et McCullough, 2008). Suite à un 
test évaluant la mémoire spatiale, nous avons mis en évidence ce dimorphisme sexuel suite au 
conditionnement hypoxique. En effet, alors que les femelles hypoxiques sont plus 
performantes à 40 jours, les mâles hypoxiques  sont quant à eux plus performants à 100 jours 
(Martin et al., 2010). 
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En accord avec ces observations fonctionnelles, l’analyse de l’hippocampe a montré que 
l’hypoxie était associée à une augmentation significative de l’épaisseur de la zone  CA3 
uniquement chez les femelles à 40 jours. A 100 jours en corrélation avec de meilleures 
performances cognitives chez les mâles, ce sont chez les mâles que l’épaisseur des couches 
est augmentée dans la zone CA1 et le gyrus denté. L’étude de l’apoptose confirme également 
les données comportementales. En effet il a été montré une mort cellulaire plus importante à 
40 jours dans le cortex frontale des mâles hypoxiques, structure connu comme être  une des 
zones de stockage des informations, alors qu’à 100 jours on retrouve au contraire une 
diminution de l’apoptose  dans le gyrus denté. Ces données suggèrent que l’hypoxie pourrait 
agir sur deux mécanismes fondamentaux qui sont la prolifération et la mort neuronale. On a 
pu également constater une réorganisation phénotypique neuronale illustrée notamment par un 
accroissement du nombre de cellules glutamatergiques respectivement chez les femelles à 40 
jours et chez les males à 100 jours post-hypoxie. D’autres études ont montré une différence de 
sexe au niveau des systèmes neurochimiques (Siddiqui et Shah, 1997, Nishizawa et al., 1997 ; 

Rhodes et Rubin, 1999). Ces différences ont pour conséquence une modulation des 
comportements en fonction de la régulation de certains processus cognitifs (Voyer et al., 
1995 ; Ullman, 2004 ; Hartshorne et Ullman, 2006).  

2. Le vieillissement 
 

Le vieillissement est souvent associé à une dégénérescence globale au niveau cérébral lequel 
inclut de nombreux mécanismes physiologiques. Selon la sévérité de ces phénomènes, 
différents stades peuvent être observé allant du simple oublie à l’apparition de maladies 
neurodégénératives conduisant à des démences sévères. En clinique, différents critères ont été 
établis afin de qualifier le déclin cognitif lié à l’âge. Ces critères prennent notamment en 
compte le nombre de type de mémoire perturbé, la durée du trouble  et la présence ou non 
d’atteintes du système nerveux central (critères du DSM IV). Par ailleurs, il est connu que le 
déclin fonctionnel consécutif à l’âge est plus prononcé chez les mâles que chez les femelles 
(Glenn et al., 2008). Nous avons tout d’abord caractérisé les événements cellulaires et 
moléculaires susceptibles de présider aux effets bénéfiques du conditionnement hypoxique. 
Les données montrent que la voie de survie impliquant la protéine AKT ne semble pas être 
impliquée dans les mécanismes sous-jacents induits par l’hypoxie. Du ce fait, nous nous 
sommes donc intéressés à deux phénomènes : l’apoptose et la prolifération cellulaire. Il a été 
mesuré une diminution significative de l’apoptose au niveau de la couche CA1 de 
l’hippocampe. Ce résultat a été confirmé par l’étude de la Death-associated protein kinase, 
kinase (Dapk) impliquée dans l’épuration de cellules non fonctionnelles au cours du 
développement (Bialik et Kimchi, 2006) qui montre une diminution de son expression et de 
son activation dans l’hippocampe quelques heures après l’induction du conditionnement 
hypoxique. Ces données montrent que le cerveau réagit à l’hypoxie brève en limitant la mort 
cellulaire notamment celle liée à la Dapk. Ceci a été confirmé par la diminution d’autres 
protéines en lien avec la mort cellulaire comme p38. Par ailleurs, il a été observé une 
augmentation du nombre de cellules BrdU+ qui est maximale à 20 jours post-hypoxie dans la 
SVZ, signifiant la production de nouvelles cellules.  
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Afin d’identifier les effets à long terme, nous avons procédé à un suivi des animaux jusqu’au 
stade de sénescence. Par ailleurs, il est connu que le déclin fonctionnel consécutif à l’âge 
(sénescence) est plus précoce chez les mâles que chez les femelles (Glenn et al., 2008). Il 
apparaît que les mâles ayant été exposés à l’hypoxie néonatale présentent une réduction 
significative de 13 à 56% des effets de la sénescence sur les processus de rappel de la 
mémoire par rapport aux témoins.  

En fait, à l’âge de 540 à 720 jours, les mâles précédemment exposés à l’hypoxie présentent 
des scores comparables aux femelles témoins du même âge, ce qui suggère un décalage 
temporel de la survenue des conséquences de la sénescence. Les investigations 
histopathologiques cérébrales montrent que les rats mâles hypoxiques âgés conservent une 
macrostructure tissulaire significativement meilleure que leurs témoins du même âge, 
notamment dans la zone CA1 de l’hippocampe. De plus, ces rats présentent une apoptose 
réduite à l’âge de 2 ans (720 jours) par comparaison aux témoins. L’utilisation de marqueurs 
spécifiques pour déterminer les phénotypes neuronaux montre, en outre, qu’en fonction des 
zones cérébrales considérées (Corne d’Ammon de l’hippocampe, gyrus denté, cortex frontal) 
les mâles hypoxiques âgés présentent des densités neuronales glutamatergique, cholinergique, 
dopaminergiques ou GABAergique significativement supérieures aux témoins. Par ailleurs, la 
révélation de différents marqueurs du vieillissement cérébral, tels que l'homocystéine, la 
"Myelin basic protein", le marqueur d'inflammation Ox6, montrent que les rats mâles 
hypoxiques âgés de 2 ans, présentent des réseaux neuronaux mieux préservés, 
comparativement aux témoins du même âge. De plus, nous avons également montré une 
meilleure conservation de la fonctionnalité synaptique par l’intermédiaire de l’augmentation 
de l’expression et de l’activité des synapsines chez les hypoxiques.  

Ainsi, on peut considérer que la neurogenèse post-hypoxique procure à certaines zones 
cérébrales parmi les plus fragiles et les plus sensibles aux effets du vieillissement (comme 
l’hippocampe) des neurones surnuméraires fonctionnels susceptibles de maintenir ces zones 
en activité plus longtemps et de conserver cette activité au-dessus d'un certain seuil minimum, 
associé à un déclin cognitif. L’activité des réseaux nerveux tout au long de la vie les 
rendraient moins sensibles aux effets délétères du vieillissement (Schulte-Herbrüggen et al., 
2007). Ce mécanisme neuroprotecteur est à relier à ceux déjà documentés dans le cas 
d'expositions à un environnement enrichi capables de favoriser les fonctions cognitives par la 
stimulation environnementale et donc de maintenir une activité cérébrale adaptée (Leal-
Galicia et al., 2008). 
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Partie 3 : Programmation fœtale et vieillissement cérébral 

Dans notre approche scientifique, cette association se justifie  par les mécanismes 
antagonistes mis en place par ces deux facteurs. En effet, nous avons montré qu’une carence 
gestationnelle en donneurs de méthyles entraînait diverses altérations d’ordre structural et 
fonctionnel à des temps précoces dont les conséquences étaient encore perceptibles lors du 
vieillissement, intensifiant alors les effets néfastes. Au contraire, un conditionnement cérébral 
par l’hypoxie avait des conséquences bénéfiques, notamment par stimulation de la 
neurogenèse. De plus, des études antérieures menées au laboratoire ont montré qu’à court 
terme l’association hypoxie-carence réduisait les lésions structurales de la couche CA1 de 
l’hippocampe en compensant la perte cellulaire engendrée par la carence. Enfin, les tests 
comportementaux menés entre 19 et 21 jours sur la coordination motrice et entre 80 et 84 
jours pour les capacités cognitives ont montré de meilleurs scores chez les animaux 
« hypoxie-carencés » comparé aux carencés, rejoignant même les bonnes performances des 
animaux témoins au même âge (Blaise et al., 2009). A notre connaissance, aucune étude 
n’avait testé si un éventuel effet protecteur neurogenèse-dépendant au cours de cette période 
critique pouvait s’opposer à une atteinte secondaire vécue dans cette même période critique. 
De plus, une autre question reste en suspens : cette neuroprotection est-elle suffisamment 
efficace pour modifier les conséquences d’une perturbation de la programmation fœtale sur le 
vieillissement ? 

Morphologiquement, l’hypoxie semblerait atténuer les effets de la carence sur l’évolution de 
la masse corporelle. En effet, les femelles du groupe « carence-hypoxie » rattrapent le poids 
des témoins à partir de 330 jours, âge qui marque le début du vieillissement. La littérature 
mentionne une régulation du facteur de transcription HIF sur les gènes POMC 
(proopiomelanocortin) (Zhang et al., 2011) dans les neurones à POMC situé dans 
l’hypothalamus qui sont des senseurs de la glycémie hypothalamique et impliqués dans la 
prise alimentaire (Parteur et al., 2007). Les dosages de vitamines B9 et B12 ne révèlent pas 
de différences à 80, 205 et 330 jours chez les mâles, alors que la concentration de B12 est 
significativement augmentée chez les femelles du groupe « carence-hypoxie » à 205 jours. 
Ces résultats contrastent avec les données issues de l’étude des conséquences de la carence où 
il n’était retrouvé aucune différence. Des travaux précédents mentionnent sur des rats de 21 
jours qui ont subi les mêmes traitements une potentialisation par l’hypoxie des effets de la 
carence sur le métabolisme des monocarbones, illustré par une accentuation de la baisse du 
ratio SAM/SAH en relation avec une baisse d’activité de la cystathionine β-synthase qui est 
impliquée dans la voie de dégradation de l’homocystéine dans le foie (Blaise et al., 2005 ; 
2008).  
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A 450 jours, nous observons également l’expression de la cystathionine β-synthase et la 
méthionine synthase dans toutes les structures de l’hippocampe. Toutefois, à l’heure actuelle, 
nous n’avons pas été en mesure de quantifier les taux d’homocystéine plasmatique et 
tissulaire, ainsi que l’activité des enzymes clés du métabolisme des monocarbones. Au niveau 
structural, il semblerait que le conditionnement hypoxique s’opposerait aux effets délétères 
anatomomorphologiques de la carence en donneurs de méthyles à 450 jours chez les rats 
femelles chez lesquelles il avait été observé une atrophie de la zone CA1 de l’hippocampe 
dans le groupe carencé. Ces données confirment l’étude de Nakatomi et al. (2002) qui montre 
l’intégration de progéniteurs neuronaux dans des structures cérébrales lésées. En lien avec 
l’augmentation significative du taux de la vitamine B12 et une légère augmentation du taux de 
folates chez les femelles du groupe « hypoxie-carence », il est envisageable que ce surplus de 
cobalamine et d’acide folique représenterait une forme de stockage afin de permettre au 
cerveau de mettre en place des mécanismes de protection (Biasco et al., 1997 ; Craciunescu et 
al., 2004 ; Khosraviani et al., 2002 ; Kruman et al., 2005).  

En lien avec ces données structurales, la tolérance cérébrale en relation avec l’hypoxie 
néonatale atténue les conséquences comportementales de la carence en donneurs de méthyles 
sur le vieillissement hippocampique. En effet, aucune différence n’a été observée lors de tests 
cognitifs, contrairement à ce qui avait été observé dans les groupes carencés. Ce résultat 
confirme l’hypothèse qu’un conditionnement par une hypoxie néonatale brève non seulement 
procure une meilleure résistance au vieillissement cérébral, mais serait capable de compenser 
les effets délétères d’une carence en donneurs de méthyles sur le vieillissement (Martin et al., 
article soumis).   
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PERSPECTIVES 
Les travaux ont mis en évidence l’effet d’une carence en donneurs de méthyles sur la 
maturation et le vieillissement cérébral. Cependant, plusieurs questions demeurent. 
L’observation d’une « queue tordue » à la naissance réfère comme nous l’avons dit 
précédemment à une malformation du type spina bifida. En outre, dans notre modèle, la 
carence en vitamine B9 et B12 débute un mois avant l’accouplement et se poursuit lors  du 
développement embryonnaire et fœtal. Cette fenêtre temporelle est en corrélation avec les 
études épidémiologiques de supplémentation en folates dès la période péri-conceptionnelle 
afin de limiter le risque d’anomalies de fermeture du tube neural. De ce fait, il serait 
intéressant de savoir si les effets de la carence que nous avons décrits à un stade plus tardif 
sont déjà présents in utéro. L’étude des mécanismes sous-jacents en lien avec une carence en 
donneurs de méthyles sur les gènes du développement embryonnaire permettrait de 
déterminer l’influence de la carence sur la mise en place du système nerveux central. 

Il a été montré très récemment au laboratoire que la carence en donneurs de méthyles 
produisait des troubles du métabolisme oxydatif en lien avec des dysrégulations 
épigénomiques de récepteurs nucléaires (Moreno-Garcia et al., 2011). Ces dysrégulations 
inhibent l’oxydation mitochondriale des acides gras, d’où l’existence d’une stéatose hépatique 
et myocardique. Ces résultats laissent supposer qu’une surnutrition chez l’animal carencé en 
donneurs de méthyles peut induire un fort déséquilibre du métabolisme énergétique similaire 
à celui observé dans le syndrome métabolique. Le syndrome métabolique n’est pas une 
pathologie en soi mais désigne plutôt la présence d’un ensemble de signes physiologiques qui 
accroissent le risque de diabète de type 2, de maladies cardiaques et d’accident vasculaire 
cérébral. De nombreux travaux ont établi un lien entre la programmation fœtale et le 
syndrome métabolique (de Gusmão Correia et al., 2011 ; Lau et al., 2011). Parallèlement, les 
conséquences du métabolisme énergétique au niveau d’un organe consommateur de glucose, 
tel que le cerveau, méritent d’être étudiées par rapport à l’installation de mécanismes 
d’insulino-résistance, des altérations de la neuroplasticité et des effets des peptides 
neurogéniques impliqués dans la régulation du métabolisme énergétique et du comportement 
alimentaire. Il serait donc intéressant d’étudier l’influence combinée d’une carence 
gestationnelle en donneurs de méthyles suivie d’une autre période de carence et/ou de 
surnutrition à l’âge jeune adulte, dans la prédiction et les mécanismes physiopathologiques 
des troubles de la cognition et du syndrome métabolique. 

Dans le cas de lésions sévères (accident vasculaire cérébral de type ischémique ou 
hémorragique, traumatisme crânien…), le cerveau n’est pas capable de compenser la perte 
neuronale dont les conséquences fonctionnelles sont très invalidantes en fonction de la 
sévérité et de la localisation des atteintes. Or, dans le cas de lésions du système nerveux 
périphérique, l’avènement de la microchirurgie et une meilleure compréhension de la nature 
de ces préjudices ont permis de mettre en place une technique appelée « neurotisation » qui 
consiste à greffer un nerf sain en lieu du nerf lésé. Cette technique met en évidence la capacité 
du système nerveux périphérique après lésion à se réorganiser via un mécanisme de 
régénération dont les cellules de Schwann et la qualité de la lame basale sont des facteurs 
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déterminants. Cette différence de réaction cellulaire observée entre les systèmes nerveux 
central et périphérique n’est pas encore complètement comprise, mais pourrait être attribuée à 
des facteurs libérés par les nerfs périphériques lésés ; ces facteurs permettraient de réactiver 
des gènes de croissance mais aideraient également l’axone à lutter contre l’action inhibitrice 
de certaines molécules.  

Nos travaux concernant le conditionnement hypoxique ont confirmé que le cerveau avait des 
capacités intrinsèques de plasticité pour réagir à d’éventuelles atteintes modérées, notamment 
par l’activation de la voie ERK et l’inhibition de la voie p38. Or, l’utilisation de l’hypoxie en 
clinique n’est pas envisageable. Mais de nombreux travaux ont associé des neurotrophines 
telles que le BDNF et (brain-derived neurotrophic factor) et la NT-3 (neurotrophine-3) à la 
stimulation de la neurogenèse, notamment via l’activation de voies telles que MEK-ERK 
(Barnabe-Heider et Miller, 2003 ; Kobilo et al., 2011). L’intérêt serait d’étudier l’utilisation 
soit de facteurs stimulant la libération endogène de ces neurotrophines, soit l’administration 
directe de ces neurotrophines dans les zones germinatives suite à un traumatisme cérébral. 
L’objectif étant de stimuler une neurogenèse endogène suffisante qui serait capable de 
compenser les pertes cellulaires et les conséquences fonctionnelles de ce genre d’altération. 
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MODELES ANIMAUX 
 

1. Maintenance des animaux et Carence en donneurs de méthyle 
 

Les animaux ont été traités selon les recommandations décrites dans le « Guide for care and 
use of laboratory animals » (NIH, MD, 1985). Les rats adultes (Wistar Han IGS, Charles 
River, Saint germain sur l’Arbresle, France) sont maintenus en conditions standard d’élevage, 
avec un cycle d’alternance jour/nuit de 12 h, et la mise à disposition d’eau et de nourriture à 
volonté. Un mois avant la mise en accouplement, les rats femelles ont été alimentées soit avec 
de la nourriture normal (Rats souris élevage, SAFE, Augy, France) contenant des vitamines 
B12 (0,04 mg/kg),des folates (0,9 mg/kg) et de la choline (2100 mg/kg), soit avec de la 
nourriture carencée en vitamines B12 (0 μg/kg), folates (0,01mg/kg) et choline (0,06mg/kg) 
(Special Diet Service, Saint-Gratien, France). Les rats males ont uniquement été alimenté 
avec de la nourriture normal avant l’accouplement. La carence en donneurs de méthyle se 
poursuit pendant toute la gestation (21 jours). Dans les 24 heures après la délivrance, la portée 
a été réduite à dix individus pour la standardisation de l’étude. Pour les animaux concernés, la 
carence a été maintenue jusqu’au moment du sevrage (21 jours postnatals) au travers de 
l’allaitement maternel ; au-delà, une alimentation standard a été donnée aux animaux. 

 
2. Hypoxie néonatale modérée 

Dans les 24 heures après la délivrance, la portée a été réduite à dix individus pour la 
standardisation de l’étude. La moitié des nouveau-nés a été placée pendant 5 minutes dans une 
chambre en plexiglas thermostaté à 36°C et saturée en azote. La seconde moitié des nouveau-
nés, considérée comme témoin, a été maintenue en conditions de normoxie (21% d’oxygène 
et 79% d’azote) pendant le même temps. L’ensemble de la portée a ensuite été placé pendant 
20 minutes en normoxie sur couverture chauffante à 36°C puis rendue à la mère. Du BrdU 
(Sigma-Aldrich) a été solubilisé dans une solution de NaCl à 0,9% contenant 0,007 N de 
NaOH à une concentration de 10mg/ml et administré en intrapéritonéal une fois par jour 
pendant 10 jours consécutifs entre 11 jours et 20 jours postnatales à raison de 50mg/kg.   

 

3. Carencé en donneurs de méthyle et hypoxie néonatale modérée 
Les ratons issus des rats femelles carencés en donneurs de méthyle ont subi dans les 24 heures 
après leur naissance une hypoxie néonatale de 5 minutes et ont été rendu à leur mère. 

 

Au regard de ces traitements (régime et hypoxie), 4 groupes ont été définis : le groupe « 
témoin » (T) n’ayant pas subi d’hypoxie et dont la mère a reçu une nourriture standard ; le 
groupe « hypoxie » (H) correspondant aux rats exposés à une hypoxie et nourris par une mère 
recevant une nourriture standard ; le groupe « carencé » (C) qui n’ayant pas subi d’hypoxie et 
dont la mère a reçu une nourriture carencée ; le groupe « carencés avec hypoxie » (CH) 
associant la carence et l’hypoxie. 
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PRELEVEMENT ET GESTION DES ECHANTILLONS 
 

1. Groupe témoin et carencé en donneurs de méthyle 
Les portées ont été sacrifiées avec un excès d’isoflurane à l’âge de 21 ou 450 jours. Au 
préalable, un prélèvement sanguin intracardiaque a été réalisé pour l’analyse des 
concentrations plasmatiques en folates, vitamine B12 et homocystéine. Pour les animaux 
destinés à être sacrifié à 450 jours, de précédents prélèvements sanguins à la queue ont été 
réalisés en cinétique (205 et 330 jours) afin d’analyser les mêmes paramètres biochimiques. 
Le sang est recueilli dans des tubes contenant 50µl D’EDTA (acide éthylène diamine tétra 
acétique) et le plasma est récupéré en centrifugeant le sang à 4°C pendant 20 minutes à 
3000g.  Le cerveau a été rapidement collecté et sectionné dans son axe sagittal en deux 
hémisphères. Le demi-cerveau destiné au protocole d’immunofluorescence et de colorations 
histologiques ont été plongés dans une solution de méthylbutane froid (Sigma-Aldrich) à -
30°C avant d’être stockés au congélateur à –80°C. Les fragments de l’autre demi-cerveau 
après dissections régionales (hippocampe, cortex, cervelet), destinés aux analyses 
biochimiques et de biologie moléculaire ont été congelés dans de l’azote liquide avant d’être 
stockés à -80°C.  

2. Groupe témoin et hypoxie 
Les portées ont été sacrifiées avec un excès d’isoflurane  à l’âge de 24 heures (1 heure 
posthypoxie ou 6 heures posthypoxie), 40 jours, 100 jours ou 720 jours. Le cerveau a été 
rapidement collecté et sectionné dans son axe sagittal en deux hémisphères. Le demi-cerveau 
destiné au protocole d’immunofluorescence et de colorations histologiques ont été plongés 
dans une solution de méthylbutane froid (Sigma-Aldrich) à -30°C avant d’être stockés au 
congélateur à –80°C. Les fragments de l’autre demi-cerveau après dissections régionales 
(hippocampe, cortex, cervelet), destinés aux analyses biochimiques et de biologie moléculaire 
ont été congelés dans de l’azote liquide avant d’être stockés à -80°C. 

3. Groupe témoin et carencé/hypoxie 
Les portées ont été sacrifiées avec un excès d’isoflurane à l’âge de 80 ou 450 jours. Au 
préalable, un prélèvement sanguin intracardiaque a été réalisé pour l’analyse des 
concentrations plasmatiques en folates, vitamine B12 et homocystéine. Pour les animaux 
destinés à être sacrifié à 450 jours, de précédents prélèvements sanguins à la queue ont été 
réalisés en cinétique (205 et 330 jours) afin d’analyser les mêmes paramètres biochimiques. 
Le sang est recueilli dans des tubes contenant 50µl D’EDTA (acide éthylène diamine tétra 
acétique) et le plasma est récupéré en centrifugeant le sang à 4°C pendant 20 minutes à 
3000g.  Le cerveau a été rapidement collecté et sectionné dans son axe sagittal en deux 
hémisphères. Le demi-cerveau destiné au protocole d’immunofluorescence et de colorations 
histologiques ont été plongés dans une solution de méthylbutane froid (Sigma-Aldrich) à -
30°C avant d’être stockés au congélateur à –80°C. Les fragments de l’autre demi-cerveau 
après dissections régionales (hippocampe, cortex, cervelet), destinés aux analyses 
biochimiques et de biologie moléculaire ont été congelés dans de l’azote liquide avant d’être 
stockés à -80°C. 
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LIGNEE H19-7/IGF-IR-CONDITIONS DE CULTURE 

La mise en culture des cellules a été réalisée comme décrit dans la littérature par Eves et al, 
1996 
 

1. Prolifération et différenciation de la lignée H19-7/IGF-IT 
 

 Deux heures avant l’ensemencement des plaques, préparer une solution aqueuse 
extemporanée et stérile depoly-L-lysine(1)à 15μg/mL 

 Introduire 7 m L de la solution dans un flacon de culture(2) de 75 cm2 
 Incuber à 33°C en atmosphère humide (5% CO2/ 95% air) 
 Rincer deux fois au PBS(3)1X stérile 
 Décongeler une ampoule H19-7/IGF-IR 
 Incuber à 33°C en atmosphère humide (5% CO2/ 95% air) 
 Changer le milieu de prolifération tous les deux ou trois jours 

 
Lignée 
cellulaire 

Milieu de 
culture 

Complément Sérum Antibiotiques Autres 

H19-7/IGF-IR 
Prolifération 

DMEM(4) L-
glutamine(4) 

2 mM 
 

Pyruvate de 
sodium(4) 

1mM 

Sérum 
de 

veau 
fœtal(5) 
10% 

Penicilline(4) 
50U/ml 

 
Streptomycine(4) 

50mg/ml 
 

Puromycine(4) 
10µg/ml 

 
Généticine(4) 

200µg/ml 

 

H19-7/IGF-IR 
Différenciation 

DMEM(4) L-
glutamine(4) 

2 mM 
 

Pyruvate de 
sodium(4) 

1mM 

Sérum 
de 

veau 
fœtal(5) 
10% 

Penicilline(4) 
50U/ml 

 
Streptomycine(4) 

50mg/ml 
 

Puromycine(4) 
10µg/ml 

 
Généticine(4) 

200µg/ml 

Complément 
N2(6) 
1% 

 
Tableau : Composition des milieux de culture 

2. Différenciation de la lignée H19-7/IGF-IR en neurones matures 
 

 Remplacer le milieu de prolifération par le milieu de différenciation 
 Incuber  à 39°C en atmosphère humide (5% CO2/ 95% air) 
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3. Etude de la carence en folates (vitamine B9) 
 

L’étude des carences en vitamine B9 est appréhendée comme dans les conditions normales 
citées ci-dessus ; l’unique différence réside dans l’utilisation d’un DMEM(7) totalement 
dépourvu d’acide folique (vitamine B9) mais dont la composition est identique au DMEM 
classique 
 
 

Lignée H19-7/IGF-IR : ATCC (Manassas) ;CRL 2526, numéro de lot 3507480 
 

(1) Poly-L-lysine : 15µg/ml dans de l’eau stérile (filtration 0,2µm) 

(2) Plastiques stériles à usage unique : Falcon, Dutscher, Brumath, France 

(3) PBS sans Ca2+ ni Mg2+ :Gibco/Invitrogen ;Cergy-Pontoise,France 

(4) Tous les produits sont fournis par :Gibco/Invitrogen 

(5) SVF, Sérum de veau fœtal non décomplémenté :Gibco/Invitrogen 

(6) Complément N2 (Gibco) mélange de progestérone, putrescine, sélénite de sodium,  holo-
transferrine humaine et insuline « recombinant full chain » 

(7) DMEM classique (référence : 11960) : DMEM sans B9 (référence : D2429) SIGMA
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DECONGELATION, REPIQUAGE ET CONGELATION DES LIGNEES 

1. Décongélation 

 Sortir le cryotube(1) de l'azote liquide et le réchauffer rapidement dans un bain-marie à 
37°C 

 Nettoyer l’extérieur du cryotube à l’alcool. 

 Transvaser le contenu du cryotube dans un tube de 15 mL contenant 10 mL d milieu de 
prolifération 

 Centrifuger 5 min à 700 g pour l’élimination du glycérol ou du DMSO(2) 

 Eliminer le surnageant et reprendre le culot dans 5 mL de milieu de prolifération 

 Ensemencer une boite de culture de 25 cm2 

 Changer le milieu après 48h 

2. Repiquage 

Tous les produits doivent être à température ambiante 
 

 Eliminer le milieu de culture 
 Rincer le tapis cellulaire avec du PBS stérile(3) 
 Ajouter de la trypsine-EDTA(4) 0,05% à raison de 40 μL par cm2 à trypsiner 
 Incuber 5 à 10 min à 33° ou à 37°C, selon le type de lignée 
 Préparer pendant ce temps un tube de 15 mL avec du milieu de culture correspondant 

à la lignée (2 fois le volume de trypsine) 
 Décrocher les cellules à la pipette 
 Resuspendre les cellules trypsinées dans le tube de 15 mL pour stopper la réaction 
 Centrifuger à 700 g pendant 5 min 
 Eliminer le surnageant et reprendre le culot dans 2 à 5 mL de milieu de culture 

correspondant au milieu dans lequel les cellules seront ensemencées. 
 Compter les cellules sur 2 grilles d’une cellule de Thoma(5) 
 Faire la moyenne des 2 grilles, le nombre trouvé correspond à N.104 cellules/mL 
 Pour l’entretien des cellules, ensemencer à 1,5.104 cellule par cm2 

 
3. Congélation 

 
 

 Dans du DMSO (9% DMSO3, 36% SVF, 55% DMEM) 
 

 Pour une ampoule contenant 2.106 cellules : 
 Préparer le milieu de congélation dans de la glace : 70 μL de DMSO, 300 μL de SVF, 

450μL de milieu de culture correspondant aux cellules, Après avoir trypsiné, et 
compté les cellules, centrifuger de nouveau et retirer le surnageant. Déposer 
délicatement les 800 μL de milieu de congélation en agitant légèrement le tube à 4°C 

 Transférer les cellules ainsi suspendues dans un cryotube 
 Placer les tubes dans la boite de congélation(6) 
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 Placer cette boîte 24h à -80°C. Puis transférer les tubes dans un container à azote 
liquide 

 Référencer les tubes congelés et décongelés dans les registres de cultures cellulaires 
 
 
 

(1) Cryotube, Nalgène : VWR international, Fontenay-sous-Bois, France 

(2) DMSO (Dimethylsulfoxide) :Gibco/Invitrogen 

(3) PBS sans Ca2+ ni Mg2+ :Gibco/Invitrogen 

(4) Trypsine-EDTA trypsine 0,05% :Gibco Invitrogen 

(5) Cellule de Thoma :VWR international 

(6) Boite de congélation :Nalgène Cryo ;VWR international 
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TEST DE VIALABILITE CELLULAIRE ATPLITE 

 Les cellules sont préalablement ensemencées avec 105 cellules par puits sur des 
plaques blanches(1) de 96 puits préalablement traitées avec de la poly-L-lysine 15 
μg/mL 

 
 Etablir une gamme étalon de densités cellulaires décroissantes : 100000, 50000, 

25000, 12500, 6250,3125, 1562, 781, 390, 195, 97, 0 cellules par puits 
 

 Introduire dans chaque puits 200 μL de réactif ATPLite(2) 
 

 Agiter la plaque pendant 2 min, à l’abri de la lumière 
 

 Maintenir 10 min à température ambiante et à l’obscurité 
 

 Lire la plaque en mode luminescence sur le lecteur de plaques(3) 

 

(1) Plaques de 96 puits blanches, stériles: PerkinElmer; Courtaboeuf cedex, France 

(2) Kit ATPLite,CellTiter-Glo™ Luminescent Cell Viability Assay : 
Promega,Charbonnières,France 

(3) Lecteur de plaques Victor3 Wallac Multilabel : Perkin Elmer 
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DOSAGE RADIO-IMMUNOLOGIQUE DES VITAMINES 

 

Principe : La vitamine B12 et les folates non marqués entrent en compétition avec leurs 
homologues marqués (vitamine B12 [57Co] et folates [125I]) vis-à-vis d’un nombre restreint 
et constant de sites de fixation. Par conséquent, le taux de radioactivité lié est inversement 
proportionnel à la concentration de l’échantillon. Grâce à cette technique, les taux de vitamine 
B12 et de folates sont déterminés simultanément dans un seul tube. 

Les dosages ont été effectués sur des échantillons de plasma à l’aide du coffret commercial 
SimulTRAC-SNB (ICN Pharmaceuticals) 

1. Préparation des réactifs 
 Premier cas : si l’on doit utiliser un flacon de marqueur(1) dans les 30  jours→ verser le 

contenu d’un flacon de DTT(2) dans un flacon de marqueur (conserver à 4°C à l’abri 
de la lumière) 

 Deuxième cas : si l’on doit utiliser un flacon de marqueur dans plus de 30 jours→ 
ajouter la même quantité de marqueur et de DTT (100µl de chaque) 
 

2. Procédure de dosage 
 Numéroter 16 tubes pour la courbe étalon. A partir du numéro 17, numéroter 2 tubes 

supplémentaires pour chaque échantillon 
 Ajouter les étalons(3) (A à F) et les échantillons conformément aux indications données 

par le tableau suivant : 
Tubes 1,2 3,4 5,6 7,8 9,10 11,12 13,14 15,16 échantillons 

Etalons ou 
échantillons 

(µl) 

 200A 200A 200B 200C 200D 200E 200F 200 

 
 Ajouter 200µl de solution active de marquage/DTT dans chaque tube y compris les 

tubes 1 et 2.Agiter les tubes au vortex 
 Incuber à T°C ambiante (≈ 21°C) pendant 15 minutes 
 Ajouter 100µl de réactif d’extraction(4) aux tubes 3 à 16 et aux tubes contenant les 

échantillons. Agiter les tubes au vortex 
 Incuber à T°C ambiante pendant 10 minutes 
 Bien agiter le flacon de réactif neutre(5) et ajouter 1ml de ce réactif dans les tubes 3 et 

4. 
 Bien agiter le flacon de réactif de liaison(6) et ajouter 1ml de ce réactif dans les tubes 

de 5 à 16 et dans les tubes contenant les échantillons. Agiter les tubes au vortex. 
 Incuber les tubes 3 à 16 et tous les tubes échantillons à T°C pendant 1 heure à partir du 

dernier ajout de réactif de liaison. Recouvrir les portoir de papier aluminium pour 
protéger de la lumière 

 Centrifuger les tubes 3 à 16 et les échantillons à 1000g pendant 10 minutes (4°C) 
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 Décanter avec précaution et jeter le surnageant. Retirer la dernière goutte en posant les 
tubes sur du papier absorbant 

 Compter la radioactivité dans les culots des tubes et dans les tubes 1 et 2, l’un après 
l’autre à l’aide d’un compteur gamma(7) (le nombre de coups total par minutes pour les 
tubes 1 et 2 doit se situer entre 10000 et 25000 pour le Cobalt 57 et entre 15000 et 
35000 pour l’iode 125, en fonction de l’appareil et de l’âge du marqueur. 
 

3. Calcul des résultats 
 La courbe et les résultats pour la vitamine B12 sont calculés à partir des résultats 

obtenus par comptage du Cobalt 57 et pour les folates, ils sont calculés à partir des 
résultats obtenus par comptage de l’Iode 125 

 Faire la moyenne des mesures des tubes 3 et 4 (tubes « neutres ») et soustraire cette 
valeur de toutes les autres mesures pour obtenir des valeurs corrigées 

 Faire la moyenne des mesures corrigées des tubes 1 et 2 pour obtenir le nombre de 
coups total corrigé pour chaque dosage 

 Diviser la moyenne des mesures corrigées des tubes 5 et 6 par le nombre de coups 
total corrigé de façon à obtenir le coefficient de niveau de marquage B0 (ce coefficient 
ne doit pas dépasser 36%) 

 Diviser les mesures corrigées de chaque tube par la moyenne corrigée des tubes 5 et 6 
pour obtenir le pourcentage de niveau de marquage de chaque tube. 

 Tracer une courbe étalon : en abscisse la concentration des étalons de vitamine B12 en 
pg/ml et la concentration des étalons de folates en ng/ml et en ordonnée→ le 
pourcentage de niveau de marquage (B12 ou folates)/B0 

 

 
 La concentration de la vitamine B12 ou en folates dans la plasma est déterminée 

par extrapolation à partir de la courbe étalon donnant le pourcentage de niveau 
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de marquage par rapport à la valeur en pg/ml de vitamine B12 ou la valeur en 
ng/ml de folates. 

 
 

(1) Marqueur Vitamine B12/Folates SimulTRAC-SNB : contient moins de 1,5µCi 
(55,5kBq) de complexe Cobalt 57/vitamine B12 et moins de 3µCi (111kBq) de 
complexe Iode 125/folates (conserver à 4°C a l’abri de la lumière) 

(2) Solution de Dithiothreitol SimulTRAC-SNB (conserver à 4 °C) 
(3) Etalons A-F de vitamine B12/folates SimulTRAC-SNB : la vitamine B12 et les folates 

sont dilués dans de la serumalbumine humaine, du chlorure de sodium et des agents 
stabilisateur et de conservation 

Etalon Concentration Vitamine B12 Concentration folates 
pg/ml pmol/l ng/ml Nmol/l 

A 0 0 0 0 
B 100 74 1 2.3 
C 200 148 2 4.5 
D 400 296 4 9.1 
E 1000 740 10 23 
F 2000 1480 20 45 
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DOSAGE DE L’HOMOCYSTEINE, ACIDE METHYLMALONIQUE ET ACIDE 
SUCCINIQUE PAR LC-MS/MS (COLONNE UPLC HSST3) 

 

Principe : La concentration plasmatique en homocystéine est mesurée par une technique de 
chromatographie liquide ultra haute performance couplée à une détection par spectrométrie de 
masse en mode MRM positif. 
L’homocystéine liée aux protéines est libérée par ajout d’un réducteur. Les protéines sont 
précipitées au méthanol. Les standards internes deutérés sont ajoutés et quelques µL sont 
injectés dans l’UPLC. La quantification est faite grâce à une gamme d’étalonnage en plasma 
et à ajustement inter-échantillon grâce aux standards deutérés ajoutés en concentration connue 
et constante.  
Ce dosage a été réalisé en collaboration avec le laboratoire de biochimie et de biologie 
moléculaire du CHU de Nancy-Brabois 
 

1. Préparation des réactifs  
 

Préparation d’aliquots de solutions mères de standards non deutérés et deutérés à 1 mmol/L 
 

Homocystine  
(MM 268,4) 

Homocystine 
d8                

98% 

MMA 
(118.09 ; 
 >99%) 

MMA 
d3 

(98%) 

Acide 
succinique 
(118.09 ; 
>99%) 

Acide 
succinique 

d6 
(MM 124.13 

; 98%) 
Poudre (mg) *  13,27 13,8 11,809 12,356 11,806 12,666 

HCl 0.1 N 
(T° amb, 

hormones) 
50 ml 50 ml 

    

 Vortexer, soniquer     
NaOH 10 M 

(+ 4°C, 
hormones) 

1 ml 1 ml 
    

DTT 132,7 mg 132,7 mg     
HCl 0,1 N Qsp 100 ml     

H2O Milli Q  100 ml 100 ml 100 ml 100 ml 
 Vortexer, soniquer Vortexer, soniquer 

Concentration 
sol. mère 

1 mM 
(d’homocystéine) 

1 mM 
(d’homocystéine 

d4) 
1mM 1mM 1mM 1mM 

 Aliquoter par fraction de 0,7 mL Congeler à – 20°C. 
 
* NB : Vérifier les quantités à peser pour chaque nouveau flacon en fonction de la masse et de la 
pureté du produit 
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2. Préparation de la gamme d’étalonnage 
 

 diluer S8 au ½ jusque S1 dans le pool de plasma : 
Concentration finale (µM) S8 S7 S6 S5 S4 S3 S2 S1 

HCY 100 50 25 12.5 6.25 3.125 1.5625 0.781 
Acide Succinique 100 50 25 12.5 6.25 3.125 1.5625 0.781 

MMA 10 5 2.5 1.25 0.625 0.3125 0.156 0.078 
 

 Préparer le mélange de standards internes : 150 μL de HCYd4 à 1 mmol/L 
                                                                             150 μL d’ac succinique d6 à 1 mmol/L 
                                                                             10 μL de MMA d3 à 2 mmol/L 
                                                                             4,5 ml de DTT2200 mmol/L  
 
 Préparation des contrôles d’homocystéine : Plasma Control Level I (n°0072) + II 

(n°0073) lyophilizé 
 

 Reconstituer chaque flacon avec 2 mL d’eau distillée HPLC grade, laisser reposer 10 à 15 
minutes et agiter jusque dissolution totale. Faire des aliquots de 200 μL à conserver à -
20°C 

 
 Préparation de la solution d’extraction MeOH 0,1% (v/v) d’acide formique 

 

3. Préparation des échantillons 
 Préparation des extraits protéiques selon la procédure décrite précédemment (fiche 29) 
 Ultra soniquer pour dilution complète, conserver à -80°C 
 Décongeler les plasmas, les vortexer et les centrifuger (10 min, 3500 tours par minutes) 
 Allumer la thermosoudeuse Waters (30 min de préchauffe) 
 Dans un tube de 1,5 mL en polypropylène : 

 
 Double 

blanc 
Standards  

S0 
Standards  

S1 à S8 
Contrôles (pool,  levels 1 

& 2) 
Patients 

Echantillon 50 µL 
pool 

50 µL 
pool 

50 µL 50 µL 50 µL 

Solution de SI 0 50 µL 50 µL 50 µL 50 µL 
DTT 200 mM 50 µL 0 0 0 0 

Vortexer  ATTENDRE  15’ à température ambiante 
 (remettre les tubes patients au congélateur) 

MeOH + 0,1% Ac 
formique 

100 µL 100 µL 100 µL 100 µL 100 µL 

NB : Travail possible à partir de 25 μL de plasma. Dans ce cas, diviser tous les volumes par 2 

 Vortexer et incuber 30 min à + 4°C 
 Vortexer et centrifuger à 16000 tours par minutes, 10 min 
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 Reprendre 100 μL de surnageant dans un godet de 1,5 ml (congeler éventuellement si 
nécessaire de faire ultérieurement l’étape LCMSMS) par 400 μL d’H2O 0,1% (v/v) ac 
formique (= dilution au 1/5ème) 

 Vortexer et centrifuger à 16000 rpm pendant 10 min 
 Transférer sur microplaque Waters 350 μL ou 1 mL (ne pas remplir les puits à plus 

d’1/3) 
 Sceller les plaques avec un film plastique à l’aide de la thermosoudeuse Waters (30 

min de préchauffe) 
 Passer sur LC/MSMS selon la technique ci-après : 
 Méthodes : 
- Lancement de la méthode LCMSMS via Analyst : 
- Méthode UPLC Acquity: &ISO_2.80 MIN_95-5_ FL.method 
- Méthode d’acquisition : \&T3_HCY_MMA_AC SUCC_ISO_FL_H6.dam 

2 périodes : MRM + pour HCY puis MRM – pour MMA & acide succinique et présence 
d’une valve pour permettre un switch vers la poubelle) 

- Méthode de quantification : HCY –AC SUCC-MMA.qm
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ANALYSE DE MOLECULES ADENYLEES (SAM/SAH) PAR DERIVATION 
FLUORESCENTE A L’AIDE DU CHLOROACETALDEHYDE 

Principe : 

1. Préparation des solutions stocks (SAM ;SAH) 

 Préparer de solutions stock de standard (SAM ; SAH) à 50mM dans de l’acide 
chlorhydrique 1N 

 Ajouter 0.5v de NaOH 2N ,0.2v de citrate de sodium 1M (pH=5) et 0.3v d’eau 
ultra pure pour atteindre une concentration finale de 25mM 

 Aliquoter et stocker à -20°C 

 Préparer des solutions de travail stock de standard à 5µM final dans de l’eau 
ultra pure 

 

2. Déprotéinisation des échantillons 

 Mélanger 100µl d’échantillon (ou de standard) à 5µl d’HClO4 à 60%, 
vortexer et incuber 5 minutes dans la glace 

 Centrifuger à 20000g pendant 10 minutes (4°C) 

 Eliminer le culot 

 Ajouter un volume de KOH (0.5N) pour neutraliser et précipiter les sels de 
perchlorate et vortexer 

 Ajouter 20 µl de KH2PO4 (1M) pour tamponner la solution, vortexer, 
centrifuger à 20000g pendant 10 minutes (4°C) et éliminer le culot 

3. Dérivation des adényls 

 Dans des microtubes noirs de 0.5ml, ajouter successivement : 

 200µl d’échantillon ou de standard 

 200µl d’acétate de sodium à 1M 

 10µl de chloroacétaldéhyde  à 50% 

 Vortexer et incuber à 80°C pendant 20 minutes puis refroidir à 4°C 
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4. Procédure de séparation et d’analyse par HPLC 

 Le matériel utilisé au laboratoire est une pompe à haute pression P1000XR, 
0.8ml/minute (95 bar), une fourà colonne à 30°C, une colonne Resolve n°85711 C18 
(150x3.9mm,5µ), un détecteur à fluorescence Shimadu RF10AXL 
(278nm :Ex/418nm :Em) et un intégrateur (logiciel Borwin 3.1) 

 Déposer 50µl de quoi dans les inserts pour flacons d’échantillonneur automatisé 
AS100 

 Injecter 10µl dans la colonne 

 Solution pour la phase mobile 
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MESURE DE L’ACTIVITE METHIONINE SYNTHASE, MTR 
 
 
La préparation des réactifs se fait avec de l'eau milli-Q désoxygénée (sous flux d'azote gazeux 
durant 30 minutes) et le mélange réactionnel est maintenu sous un flux d’azote durant toute la 
préparation. Le méthyltétrahydrofolate (MeTHF) et l’hydroxocobalamine (OH-B12) étant 
photolabiles, ils sont conservés dans des tubes noirs. 
 

 La réaction est réalisée dans un volume final de 100 μL contenant 
 
Volume réac : 100µl C réaction C stock Volume (µl) 

Protéines 500µg 20µg/µl 25 
K2H/KH2(PO4) pH 

7,2 
100 mM 1 M 10 

DTT(1) (H2O) 25 mM 580 mM 4,3 
Na/Ascorbate(1) 

(H2O) 
25 mM 720 mM 3,5 

SAM(1) (H2O) 20 µM 2 mM 1 
Methyl-B12(2) (H2O) 50 µM 5 mM 1 

Homocystéine(1) 
(HCl 1N) 

5 mM 500 mM 1 

MeTHF(1) (DTT 
10mM) 

0,225 mM 22,5 mM 1 

[14C] MeTHF(3) 
(DTT 10mM) 

25 µM 2,5 mM 1 

H2O qsp 100µl   52,2 
 
 

 Incuber le mélange réactionnel pendant 20, 40 60 et 80 min à 37°C dans un bloc 
chauffant thermostaté ; dans ces conditions, la réaction est linéaire, proportionnelle au 
temps d’incubation et à la concentration en enzyme 

 Arrêt de la réaction en chauffant les échantillons à 95°C, 5 min puis refroidir dans la 
glace 

 Centrifuger à 12.000 g pendant 10 min à 4°C 
 Equilibrer les colonnes(4) par des lavages successifs (4x5 mL d'HCl 0,5 N), puis un 

autre lavage de 5x2 mL d'eau milli-Q 
 Charger les colonnes avec l’échantillon (100 μL) puis rincer le gel avec 3x1 mL d’eau 

milli-Q 
 La radioactivité est comptée dans des tubes en Polyéthylène(5) en mélangeant 1 

volume d’éluat à 4 volumes de Pico-Fluor™(6) 
 La [14CH3] méthionine produite a été mesurée sur un analyseur(7) TRI-CARB, 

1900CA 
 Eluer le [14C] méthyl-tétrahydrofolate en régénérant les colonnes avec 4x5mL d’acide 

chlorhydrique 
 
 

(1) DTT(H2O), Na/Ascorbate(H2O), SAM(H2O), MeTHF : Sigma-Aldrich (St Louis, 
USA) 

(2) Methyl-B12(H2O) : Sigma-Aldrich (St Louis, USA) 
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(3)  [14C]MeTHF : GE Healthcare 
(4) Colonne AG1x8, résine cationique échangeuse d'anions Cl- : Bio-Rad Laboratories, 

(Marnes-la-Coquette, France) 
(5) Fioles de comptage en polyéthylène de capacité 20mL : Packard Biosciences, Etats-

Unis 
(6) PicoFluor : agent de scintillation (Packard Biosciences, (Etats-Unis). Colonnes AG 1-

X8 BioRad Laboratories 
(7) Analyseur TRI-CARB, 1990CA : Packard Biosciences, Etats-Unis 
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MESURE DE L’ACTIVITE DE LA METHYLENETETRAHYDROFOLATE 
REDUCTASE (MTHFR) 

 La réaction est réalisée dans un volume final de 200 μL contenant 

 Concentration 
réaction 

Concentration 
stock 

Volume (µl) Volume 
réactionnel par 
échantillon : 

200µl 

Protéines   40 40 

Tampon 
phosphate 

potassium pH 
6,3 

180 mM 1,8 M 20 

Mix 160µl 

Ménadione  
(K3)(1) 3,6 mM 90 mM 8 

EDTA(1) 1,4 mM 0,5 M 0,56 

Ascorbate(1) 7,2 mM 720 mM 2 

FAD(1) 178 µM 17,8 mM 2 

MeTHF(1) 50 µM 22,5 mM 0,44 

[14C] MeTHF(2) 50 µM 2,5 mM 2 

H2O qsp 160µl   125 

 

 Incuber le mélange réactionnel pendant 20, 40 60 et 80 min à 37°C dans un bloc 
chauffant thermostaté ; dans ces conditions, la réaction est linéaire, proportionnelle au 
temps d’incubation et à la concentration en enzyme. 

 Chauffer les échantillons à 95°C, 5 min puis refroidir dans la glace. 

 Un mélange contenant du formaldéhyde, du dimédone et de l’acétate de sodium est 
ajouté dans les proportions suivantes : 

 Concentration 
réaction 

Concentration stock Volume réactionnel 
par échantillon (µl) 

Formaldéhyde(1) 20,6 mM 1 M 10 

Dimédone(1) 103,1 mM 0,25 M 200 
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Acétate de sodium(1) 463,9 mM 3 M 75 

 

 Vortexer le mélange pendant 10s 

 Chauffer à 95°C durant 15min (les tubes sont percés et maintenus sous une hotte 
aspirante durant la réaction) 

 Les tubes sont refroidis dans la glace 10 min 

 Ajouter dans chaque tube 1mL de toluène(3) (sous une hotte aspirante) 

 Vortex pendant 30 s 

 Centrifuger à 1000 g pendant 5 min à température ambiante 

 La hase organique (supérieure) contient le [14C] provenant du produit final de la 
réaction : le méthylènetétrahydrofolate 

 Ajouter chaque phase à 4 mL de Pico-FluorTM(4) dans des tubes en polyéthylène(5) 
avant de compter la radioactivité du [14C] contenu dans chaque phase sur un compteur 
béta(6) 

 

(1) Ménadione bisulfite, EDTA, ascorbate, FAD, MeTHF : Sigma-Aldrich (St Louis, 
USA) 

(2) [14C]MeTHF : GE Healthcare, (91898 Orsay Cedex, France) 
(3) Toluène : VWR International, 94126 Fontenay sous-bois, France 
(4) Picofluor : Pico-FluorTM peut être remplacé par de l’Ultima Gold non toxique pour 

l’environnement 
(5) Fioles de comptage en polyéthylène de capacité 20 mL ; Packard Biosciences, (Etats-

Unis) 
(6) Analyseur TRI-CARB, 1990CA ; Packard Biosciences, (Etats-Unis) 
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MESURE DE L’ACTIVITE ENZYMATIQUE DE LA CYSTATHIONINE-β-
SYNTHASE (CBS) 

 La réaction est réalisée dans un volume final de 100 μL contenant 

 C réaction C stock Volume (µl) 

Protéines 400 µg 20  g/L 20 

Tris-HCl pH 
8,6 

50 mM 2 M 2,5 

PLP(1) (HCl 
1N) 

1 mM 100 mM 1 

Sérine(2) (H2O) 5 mM 100 mM 5 

[14C] Sérine(3) 0,05µCi 50 µCi/ml 1 

D,L 
Homocystéine(4) 

(HCl 1N) 

15 mM 500 mM 3 

H2O qsp 100µl   67,5 

 

 Incuber à 37°C pendant 20, 40,60 ou 80 min dans un bloc chauffant thermostaté (dans 
ces conditions, la réaction est linéaire, proportionnelle au temps d'incubation et à la 
concentration en enzyme 

 Arrêt de la réaction en chauffant à 95°C pendant 5min 

 Refroidir à 4°C dans de la glace 

 Le pH est diminué en ajoutant 50 μL d’acide formique (98%) et 350 μL de tampons 
A(5) 

 Centrifuger les tubes à 12.000 g pendant 10 min à 4°C 

 Eliminer le culot 

 Déposer le surnageant sur une colonne(6) PolyPrep Chromatography Columns 
préalablement équilibrée en ions Li+ en lavant avec 4 x 5 mL de tampon A 

 La [14C] Sérine en excès dans l’échantillon est éliminée en lavant le gel avec 1 mL, 3 
mL et 3 x 5 mL de tampon A. 

 La [14C] cystathionine produite lors de la réaction est éluée en lavant le gel avec 2 x 3 
mL de tampon B(7) 
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 La radioactivité est mesurée dans des flacons en polyéthylène (20 mL) contenant 3 mL 
d’éluat et 15 mL de liquide de scintillation(8) 

 Compter la radioactivité à l’aide d’un compteur à scintillation TriCarb 1900CA(9) 

 

(1) PLP : (Sigma-Aldrich, St Louis, France), pyridoxal 5’-phosphate, (vitamine B6) 
dissout à 100 mM dans HCl 1N. La solution est stockée à –20°C dans des tubes noirs 
car le PLP est photosensible 

(2) D, L Sérine : (Sigma, S4375, (±)-2-Amino-3-hydroxypropionic acid) dissout à 100mM 
dans H2O 

(3) L-[U-14C] Sérine : (Amersham Pharmacia Biotech, CFB.72, (S)-2-Amino-3-
hydroxypropionic acid) à 50μCi/mL et 155mCi/mmol, soit 322μM. 

(4) D, L Homocystéine (Hcy) : (Sigma, H4628, 2-Amino-4-mercaptobutyric acid) dissout 
à 500mM dans HCl 1N. La solution est désoxygénée en passant un flux d’azote 
gazeux durant 30min, et stockée par aliquotes à –20°C 

(5) Tampons A: Ac. Maléique 25 mM, pH 1,8 et LiCl 200 mM 
(6) Colonne PolyPrep Chromatography Columns, 731-1550 de 0,8 x 4 cm (Bio-Rad 

Laboratories) contenant 1 mL de résine Dowex 50WX2-200 (Sigma) préalablement 
équilibrée en ions Li+ en lavant avec 4 x 5 mL de tampon A 

(7) Tampon B : Acétate de sodium 50 mM, pH 5,2, LiCl 800 mM 
(8) Liquide de scintillation : Hionic-Fluor, Packard Bioscience 
(9) Compteur à scintillation TriCarb 1900CA ; Packard Bioscience, Etats-Unis 
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INCLUSION DES LAMES ET COUPE DES DEMI-CERVEAUX AU CRYOSTAT 

 

1. Inclusion des lames en verre 
Préparer une solution de gélatine porcine (Sigma) à 0,8%(1) 
 Pour dissoudre la gélatine, mettre au bain marie et chauffer entre 40 et 45°C(ne pas 

dépasser 45°C.) 

 Laisser refroidir jusqu’à environ 35°C 
 Mettre les lames à bords rodés (Menzel-Glaser) sur un portoir et faire 2 allers-retours 

dans la gélatine diluée 
 Laisser sécher les lames pendant 24 heures à T°C ambiante ou dans une étuve à 37°C 

 
2. Coupe des cerveaux au cryostat 
 Régler la température à l’intérieur du cryostat à environ -24°C et du porte-objet à -

26°C 
 Inclure le demi-cerveau dans une solution de carboxyméthylcellulose à 4%(2)  
 Attendre que la carboxyméthylcellulose se soit solidifié avant de commencer à couper 
 Faire des coupes dans l’axe sagittal du cerveau de 16µm d’épaisseur (20µm 

d’épaisseur pour les coupes utilisées pour le marquage de l’acétylcholinestérase) 
 Stocker les coupes sur lame à -80°C 

 

 

(1) Solution de gélatine porcine 0,8% : 8g de gélatine porcine dans 1L d’eau distillée 

(2) Solution de carboxyméthylcellulose à 4% : 4g de carboxyméthylcellulose dans 100ml 
d’eau distillé 
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MARQUAGE DE L’ACETYLCHOLINESTERASE (PROTOCOLE DE PAXINOS ET 
WATSON (1998)) 

Principe : Le principe de la méthode histochimique est de mesurer le niveau de la thiocholine 
produite par hydrolyse de l’acétylthiocholine utilisée comme un analogue du substrat naturel. 
La révélation de la thiocholine est effectuée par le sodium sulfide. 

1. Préparation des solutions 
 

a) Préparation du tampon acétate 
 Préparer un tampon acétate 0,1M de pH=5,0 : 
 Solution A : (pour 100ml) :0.57ml acide acétique glacial 1N (pour faire une solution à 

0.1N) et 99,43ml d’eau distillée 
 Solution B : (pour 200ml) :1.64g sodium acétate pour une solution à 0.1N et qsp 

200ml d’eau distillée 
 Solution finale = 59ml de solution A + 141ml de solution B (soit 200ml à 0.1M) 
 Il faut utiliser le tampon acétate à 50mM, pH=5,0, ajouter 200ml d’eau distillée 

(dilution de la solution finale par 2) 
 

b) Préparation de la solution stock 
 Ajouter au tampon acétate (pour 400ml) :4mM de sulfate de cuivre (soit 0,2554 g) 

et16mM de glycine (soit 0,4804 g). 
 Cette solution stock peut se conserver pendant des mois au réfrigérateur et des années 

au congélateur. 
 

c) Préparation de la solution d'incubation :  
 Ajouter à la solution stock (pour 100ml) :116 mg de S-acétylthiocholine iodide et 3 

mg d’éthopropazine (bien mélanger la solution car l’éthopropazine se dissout 
difficilement) 
 

2. Incubation, rinçage et révélation 
 Incuber les lames à température ambiante, sans agitation pendant 24 heures 
 Rincer rapidement les lames à l’eau distillée (3 fois) pour arrêter la réaction 
 Révéler les coupes dans une solution de 1% de sodium sulfide Na2S9H2O à pH=7,5 

(ajout d’acide acétique jusqu'à obtention du pH souhaité) pendant 10min 
 Rincer rapidement les lames à l’eau distillée (3 fois) pour arrêter la réaction 
 Fixer dans un bain de formaline (formaldehyde 4% tamponné) pendant 30 minutes 
 Rincer à l'eau distillée (5 min et 2 x 2 min) 
 Déshydrater les coupes dans des bains successifs d'alcool (3 minutes chacun) de 50°, 

70°,96°, puis de 100° (2 fois 5 minutes) et enfin de l’Histo-Clear™ (2 fois 5 minutes). 
 Monter les lames à l’Eukitt 
 Parallèlement, un contrôle négatif est immergé dans la même solution sans S-

acétylthiocholine iodide, pendant le même temps d'incubation. Aucun marquage 
d'AChE n’est présent sur ces lames 
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 L’analyse du marquage se fait à l’aide d’un microscope à transmission classique 
(l'intensité du marquage est proportionnelle à la quantité de tissus analysée et au temps 

d'incubation, l'analyse de la densité de marquage se fait par mesure de l'absorbance) 
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MARQUAGE DE LA CYTOCHROME OXYDASE (TECHNIQUE 
HISTOCHIMIQUE DE WONG-RILEY(1979)) 

 
Principe : La révélation de l'activité de la cytochrome oxydase se fait par une réaction 
histochimique d'oxydoréduction. Lors de l'incubation, le cytochrome c, de couleur saumon, 
est réduit et devient rose; le produit de réaction est alors révélé au DAB 
(3,3’diaminobenzidine).Cette réaction est générée tant que le substrat peut-être réduit. Ainsi, 
l'intensité du marquage est directement proportionnelle à la quantité de la cytochrome 
oxydase présente dans les tissus. 

1. Technique sans fixation par perfusion intracardiaque 
 Sécher les lames à température ambiante 
 Incuber à 37°C, à l'obscurité, sur agitateur pendant environ 1 heure (45 à 75 minutes - 

temps à déterminer suivant l'intensité de la coloration) dans la solution suivant : 
 pour 180 ml de tampon phosphate 0.1 M (pH 7.4) :40 mg de cytochrome c 

(SIGMA, type III, de cheval) ; 100 mg de DAB-4HCl ; 8 g de sucrose er 36 mg de 
catalase 

  Rincer au tampon phosphate 0.1M sucrosé à 10% à 4°C pendant 5 min pour arrêter la 
réaction 

 Fixer les coupes dans un bain de formaline (formaldehyde 4% tamponné) pendant 30 
minutes 

 Rincer 3 fois au tampon phosphate 0.1M (5 min et 2 x 2 min) 
 Déshydrater les coupes dans des bains successifs d'alcool (3 min chacun) de 50°, 70°, 

96°, puis de 100° (2 fois 5 min) et enfin de l’Histo-Clear™ (2 fois 5 min). 
 Montage à l'Eukitt™ 
 L’analyse du marquage se fait à l’aide d’un microscope à transmission classique 

(l'intensité du marquage est proportionnelle à la quantité de tissus analysée et au temps 
d'incubation, l'analyse de la densité de marquage se fait par mesure de l'absorbance) 

2. Préparation de 2 contrôles négatifs 
 Pour le premier contrôle, suivre le même protocole mais sans ajouter de DAB 
 Pour le deuxième contrôle, suivre le même protocole en rajoutant dans la solution 

6,5mg de potassium cyanide à 0,01M 
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MARQUAGE A LA THIOFLAVINE S 

Principe : Mise en évidence par marquage fluorescent des dépôts d’amyloïde dans les coupes 
de cerveau congelé non perfusé 

 Réhydrater les coupes dans des bains successifs d'alcool (5 min chacun) de 95° et 70° 
 Rincer dans de l’eau distillée pendant 5 minutes 
 Colorer les coupes à l’hématoxyline de Harris pendant 5 minutes 
 Rincer sous eau courante pendant 5 minutes puis rincer à l’eau distillée brièvement 
 Incuber les coupes dans une solution de thioflavine S(1) entre 5 et 10 minutes 
  Rincer dans de l’eau distillée 2-3 minutes 
 Différencier dans un bain d’éthanol à 70° pendant 5 minutes 
 Rincer à l’eau distillée brièvement 
 Monter une lamelle avec un milieu de montage pour fluorescence 
 Laisser sécher quelques heures et observer au microscope muni d’un filtre pour 

fluorescence ou FITC (les plaques amyloïdes apparaissent vertes sur fond noir)  
 

(1) Solution de thioflavine S : 10mg/ml de thioflavine S dilué dans une solution d’éthanol 
absolue et d’eau distillée (1 :1) extemporanément 
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COLORATION HISTOLOGIQUE A LA THIONINE 

Principe : la thionine, également connu sous le nom d’acétate de thionine ou violet de Lauth, 
est  un colorant fortement métachromatique, utilisé pour la coloration des 
mucopolysaccharides acides. Il est également utilisé comme un colorant nucléaire commun et 
peut être utilisé pour la révélation de la substance de Nissl dans les cellules nerveuses du 
système nerveux central.  

 Plonger les lames dans une solution d’Histo-Clear™ pendant 10 minutes 
 Réhydrater les coupes dans des bains successifs d'alcool (5 min chacun) de 100° et 70° 
 Rincer dans de l’eau distillée pendant 3 minutes 
 Colorer les coupes dans une solution de thionine(1) entre 7 et 10 minutes 
 Faire deux rinçages de quelques secondes dans de l’eau distillée 
 Déshydrater les coupes dans des bains successifs d'alcool (5 min chacun) de 70° et 

100° 
 Plonger les lames dans une solution d’Histo-Clear™ pendant au moins 3 minutes 
 Montage d’une lamelle à l’Eukitt™ 
 Observer les coupes au microscope en lumière blanche 

 

(1) Solution de thionine (1,5mol/L) : Pour 100ml→ 150mg de sel d’acétate de thionine 
(Sigma) 
                                                                               992mg d’acétate de potassium.3H2O 
                                                                               575µl d’acide acétique glaciale 
                                                                               Qsp 100ml avec de l’eau distillée 
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MARQUAGE IMMUNOCYTOCHIMIQUE : TECHNIQUE MitoCapture™ (Perte du 
potentiel membranaire mitochondrial 

Principe : La modification du potentiel membranaire mitochondrial est l’un des premiers 
événements intracellulaires qui survient après l’induction de l’apoptose. Le kit de détection de 
l’apoptose MitoCapture™ permet de distinguer les cellules saines et apoptotiques en détectant 
les changements du potentiel membranaire mitochondrial. Le kit utilise MitoCapture ™, un 
colorant fluorescent cationique qui agit différemment  dans les cellules saines et les cellules 
apoptotiques. Dans les cellules saines, MitoCapture s'accumule dans la mitochondrie et les 
agrégats émettent une fluorescence rouge vif. Dans les cellules apoptotiques, MitoCapture ne 
peut pas s’agréger dans les mitochondries en raison du potentiel membranaire mitochondrial 
altéré, stagnant ainsi dans le cytoplasme dans sa forme monomère qui fluoresce en vert. Les 
signaux fluorescents peuvent être facilement détectés par microscopie à fluorescence ou 
analysées par cytométrie de flux. 

 Ensemencer sur des lamelles en verre(1) traitées à la poly-L-lysine, 3.105 cellules 
 Chauffer le tampon d’incubation présent dans le kit à 37°C 
 Rincer les lamelles 2 fois avec le tampon 
 Mélanger le tampon avec le réactif couplé au fluorochrome : 1/1000ème 
 Bien homogénéiser la solution et maintenir à l’abri de la lumière 
 Introduire 200 μL dans chaque puits 
 Incuber 20 min à 37°C 
 Rincer 2 fois avec le tampon d’incubation 
 Monter les lamelles sur des lames à l’aide d’une goutte de solution de montage 
 Maintenir les lames à l’abri de la lumière 
 Analyser immédiatement les lames au microscope à fluorescence(2) 

 

MitoCapture Apoptosis detection Kit » : Calbiochem, VWR International, France 
 

(1) Lamelles en verre diamètre 14 mm, stérilisées : CML, Nemours, France : Sigma 
Aldrich (St Louis, USA) 

(2) Microscope : microscope à fluorescence : BX51WI ; Olympus, Rungis, France 
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DUOLINK 

Principe : Cette technique permet de détecter, visualiser et quantifier des protéines 
individuelles, des modifications post-traductionnelle ou des interactions protéiques dans des 
échantillons cellulaires et tissulaires. Les réactifs Duolink sont basés sur le PLA® (Proximity 
Ligation Assay). Lorsque les sondes PLA sont à proximité (28Å), les brins d'ADN peuvent 
interagir et se lier grâce à un ajout ultérieur d’oligonucléotides et d’une ligase. Ils sont ensuite 
amplifiés plusieurs centaines de fois à l'aide d'une polymérase et l’ajout de sondes 
oligonucléotidiques complémentaires fluorescentes mettent en évidence le produit final. Le 
signal de chaque paire de sondes PLA détectées est visualisé comme un spot fluorescent 
individuel 

1. Protocole 
 Sortir les lames du congélateur et les laisser décongeler environ 2-3min à température 

ambiante (ne pas les laisser sécher) 
 Entourer les coupes à l’aide d’un stylo hydrophobe DakoPen™ 
 Fixer les coupes en ajoutant 200µl de paraformaldéhyde(1) à 4% pendant 15min à 

température ambiante 
 Rincer les lames dans un bain de PBS(2) 1X, 3 fois pendant 5min à température 

ambiante sous agitation douce (facultatif) 
 Incuber les coupes dans un bain de Triton(3) à 0,1% afin de perméabiliser les 

membranes, 2 fois pendant 10min à température ambiante 
 Laver dans un bain de PBS 1X, 3 fois pendant 5min à température ambiante sous 

agitation douce. 
 Réentourer les coupes à l’aide d’un stylo hydrophobe DakoPen™ 
 Déposer 200µl d’une solution de BSA(4) à 10% diluée dans du PBS 1X (attention à ce 

que la coupe soit bien recouverte de la solution) afin de bloquer les sites non 
spécifiques  et laisser incuber entre 1h à température ambiante 

 Déposer environ 100µl d’anticorps primaire (diluer l’anticorps dans une solution de 
PBS 1X-BSA 10%) si il y a deux anticorps sinon 200µl et laisser incuber de 24 à 72h 
selon anticorps dans une chambre humide à 4°C 

 Laver dans un bain de PBS 1X, 3 fois pendant 5min à température ambiante sous 
agitation douce 

 Déposer environ 80µl de chaque PLA probes(5) (diluer les anticorps au 1/5° dans une 
solution PBS 1X-BSA 10%) NB : les deux PLA probes utilisés doivent avoir une 
dénomination différente → un « espèce » minus et un « espèce » plus et incuber 
pendant 1h dans une chambre humide à 37°C 

 Laver dans un bain de TBST(6), 2 fois pendant 5min à température ambiante sous 
agitation douce 

 Déposer environ 80µl de la solution de ligation (Diluer la solution stock de ligation au 
1/5° dans de l’eau MilliQ puis diluer dans cette solution la ligase au 1/40°) et laisser 
incuber 30min dans une chambre humide à 37°C 

 Laver dans un bain de TBST, 2 fois pendant 2min à température ambiante sous 
agitation douce 
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 NB : ce réactif est sensible à la lumière donc à partir de cette étape procéder à 
l’obscurité. Déposer environ 80µl de la solution de ligation (Diluer la solution stock 
d’amplification au 1/5° dans de l’eau MilliQ puis diluer dans cette solution la 
polymérase au 1/80°) et laisser incuber 100min dans une chambre humide à 37°C 

 Laver dans un bain de tampon de lavage B(7), 2 fois pendant 10min à température 
ambiante sous agitation douce 

 Déposer environ 200µl de DAPI(8) (dilution 1/200° dans du PBS 1X soit une 
concentration finale de 5µg/ml) et laisser incuber de 30s à 1min à température 
ambiante 

 Laver dans un bain d’eau distillé, 3 fois pendant 5min à température ambiante sous 
agitation douce 

 Monter les lames au montage fluo (Fluoromount, Sigma) (verser sur le milieu de la 
coupe une goutte, poser une lamelle et laisser sécher à 4°C 

 Conserver bien les lames à l’obscurité dans du papier aluminium à 4°C 
 L’observation se fait au microscope à fluorescence à 555nm 
 Pour le comptage, utiliser le logiciel  

 

(1) Paraformaldéhyde (PAF) à 4%→ 20g de paraformaldéhyde dans 45O ml d’eau 

distillée. Ajouter 50 ml de PBS 10X 

(2) PBS 10X → 12,1g de Na2HPO4, 2g de KH2PO4, 80g de NaCl, 2g de KClQsp 1 litre 

d’eau distillée et ajuster à pH=7,4. Pour du PBS 1X mélanger 100ml de PBS 10X dans 900ml 

d’eau distillée 

(3) Triton 0,1%→ Ajouter avec un cône coupé à l’extrémité 1ml de Triton dans 1l de PBS 

1X 

(4) BSA 10%→ 10g de BSA dans 100ml de PBS 1X 

(5) PLA probes : Mouse, Rabbit, Goat MINUS ou PLUS, Kit Duolink Detection reagent 

Orange (Olink Bioscience, Suède) 

(6) Solution de TBST (Tris-Buffered Saline Tween-20) : diluer 100ml de la solution TBS 

10X + qsp H2O MQ 1 litre + 1ml de Tween 20 à 0,1%.TBS 10X (pour 1 litre) → Tris 200 

mM, NaCl 1,5 M,pH 7,4,qsp H2O MQ 1 litre (à ajuster avec HCl ;conserver à 4°C 

(7) Tampon de lavage B : Dans 500 ml d’eau MilliQ dissoudre 5,84g de NaCl ; 4,24g de 

Tris base et 26g de Tris HCl. Ajuster le pH à 7,5 par ajout d’HCl et compléter à 1 litre avec de 

l’eau MilliQ. Filtrer la solution avec un filtre de 0,22µm et stocker à 4°C 

(8) DAPI→ Diamidino-4’,6 phénylindol-2 dichlorhydrate 
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TECHNIQUE D’IMMUNOCYTOCHIMIE PAR FLUORESCENCE INDIRECTE 

Principe : L’anticorps primaire est dirigé contre l’antigène recherché. Ensuite on utilise un 
deuxième anticorps, marqué par un fluorochrome, et possédant une haute affinité pour 
l’anticorps primaire (dirigé contre l’isotype de l’anticorps primaire.) 

 Ensemencer sur des lamelles(1) en verre, 3.105 cellules traitées avec une solution de 
poly-L-lysine de 15 μg/mL 

 Rincer 2 fois 5 min avec du PBS(2) 
 Fixer les cellules 10 min avec une solution de para-formaldéhyde(3) à 4% 
 Rincer 2 fois 5 min avec du PBS 
 Perméabilisation membranaire : 2 fois 10 min avec une solution de Triton 0,1% 

(Triton X-100(4)/PBS) 
 Rincer 3 fois 5 min avec du PBS 
 Incuber 1h à température ambiante avec une solution de BSA(5) à 1% 
 Incuber avec l’anticorps primaire, à 4°C, toute une nuit et sous agitation lente 
 Rincer 3 fois avec une solution de Triton 0,05% 
 Incuber 1h à température ambiante avec l’anticorps secondaire, à l’abri de la lumière 

et sous agitation lente 
 Rincer 2 fois avec une solution de Triton 0,05% 
 Incuber 20 secondes avec une solution de DAPI(6) 
 Rincer 2 fois 5 min avec du PBS 
 Rincer 1 fois avec de l’eau 
 Monter les lamelles sur des lames à l’aide d’une goutte de solution de montage7 
 Maintenir les lames à l’abri de la lumière 
 Analyser les lames en microscopie à fluorescence 

 

(1) Lamelles en verre diamètre 14 mm, stérilisées : CML, Nemours, France : Sigma Aldriche 
(2) PBS sans Ca2+ ni Mg2+ : Gibco Invitrogen, Cergy-Pontoise, France sans CaCl2, ni MgCl2 
(3) Para-formaldéhyde (4%) à dissoudre dans du PBS 1X : Sigma-Aldrich (St Louis, USA) 
(4) Triton X-100 : BDH, VWR international, France 
(5) BSA, Bovin Serum Albumin : Sigma-Aldrich (St Louis, USA) 
(6) DAPI : Calbiochem ; VWR International, S.A.S, Fontenay sous-bois, France 
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TECHNIQUE D’IMMUNOHISTOCHIMIE PAR FLUORESCENCE INDIRECTE 

Principe : L’anticorps primaire est dirigé contre l’antigène recherché. Ensuite on utilise un 
deuxième anticorps, marqué par un fluorochrome, et possédant une haute affinité pour 
l’anticorps primaire (dirigé contre l’isotype de l’anticorps primaire.) 

2. Protocole 
 Sortir les lames du congélateur et les laisser décongeler environ 2-3min à température 

ambiante (ne pas les laisser sécher) 
 Entourer les coupes à l’aide d’un stylo hydrophobe DakoPen™ 
 Fixer les coupes en ajoutant 200µl de paraformaldéhyde(1) à 4% pendant 15min à 

température ambiante 
 Rincer les lames dans un bain de PBS(2) 1X, 3 fois pendant 5min à température 

ambiante sous agitation douce (facultatif) 
 Incuber les coupes dans un bain de Triton(3) à 0,1% afin de perméabiliser les 

membranes, 2 fois pendant 10min à température ambiante 
 Laver dans un bain de PBS 1X, 3 fois pendant 5min à température ambiante sous 

agitation douce. 
 Réentourer les coupes à l’aide d’un stylo hydrophobe DakoPen™ 
 Déposer 200µl d’une solution de BSA(4) à 10% diluée dans du PBS 1X (attention à ce 

que la coupe soit bien recouverte de la solution) afin de bloquer les sites non 
spécifiques  et laisser incuber entre 1h à température ambiante 

 Déposer environ 100µl d’anticorps primaire (diluer l’anticorps dans une solution de 
PBS 1X-BSA 10%) si il y a deux anticorps sinon 200µl et laisser incuber de 24 à 72h 
selon anticorps dans une chambre humide à 4°C 

 Laver dans un bain de PBS 1X, 3 fois pendant 5min à température ambiante sous 
agitation douce 

 Déposer environ 100µl d’anticorps secondaire (dilution 1/2000° dans une solution de  
PBS 1X-BSA 10%) si un seul anticorps primaire si deux 200µl et laisser incuber 
pendant 1h à l’obscurité dans une chambre humide à température ambiante 

 Après cette étape mettre les lames dans du papier d’aluminium afin de les protéger de 
la lumière 

 Laver les lames dans un bain de PBS 1X, 3 fois pendant 5min sous agitation douce 
 Déposer environ 200µl de DAPI(5) (dilution 1/200° dans du PBS 1X soit une 

concentration finale de 5µg/ml) et laisser incuber de 30s à 1min à température 
ambiante 

 Laver dans un bain de PBS 1X, 3 fois pendant 5min sous agitation douce 
 Monter les lames au montage fluo (Fluoromount, Sigma) (verser sur le milieu de la 

coupe une goutte, poser une lamelle et laisser sécher à 4°C 
 Conserver bien les lames à l’obscurité dans du papier aluminium à 4°C 

 

 

(1) Paraformaldéhyde (PAF) à 4%→ 20g de paraformaldéhyde dans 45O ml d’eau 
distillée+50 ml de PBS 10X 
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(2) PBS 10X → 12,1g de Na2HPO4 ; 7H20, 2g de KH2PO4, 80g de NaCl, 2g de KCl 
                          Qsp 1 litre d’eau distillée et ajuster à pH=7,4 
Pour du PBS 1X mélanger 100ml de PBS 10X dans 900ml d’eau distillée 

(3) Triton 0,1%→ Ajouter avec un cône coupé à l’extrémité 1ml de Triton dans 1l de PBS 
1X 

(4) BSA 10%→ 10g de BSA dans 100ml de PBS 1X 
(5) DAPI : Calbiochem ; VWR International, S.A.S, Fontenay sous-bois, France 
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LISTE DES ANTICORPS PRIMAIRES UTILISES EN 
IMMUNOFLUORESCENCE 

 

Nom Fonction Espèce 
reconnue 

Fournisseur Dilution 

Actine Proteine des 
microfilaments 

Chèvre          Santa Cruz 1/200 

Bromodeoxyuridine 
(BrdU) 

prolifération Souris Oncogen/Calbiochem 1/200 

Calbindine (CalD) Transporteur 
calcium, 

marqueur cellule 
de Purkinje 

Chèvre Santa Cruz 1/200 

Calretinine (CalR) Transporteur 
calcium, 

marqueur cellule 
Purkinje et 

cellule granulaire 

Chèvre Santa Cruz 1/200 

Caspase 3 clivée Molécule 
intervenant dans 

l’apoptose 

Lapin Cell Signaling 1/200 

Cystathionine β 
synthase (CBS) 

Enzyme 
transulfuration 

Souris Abnova 1/300 

Estrogen receptor 
alpha (ERα) 

Récepteur 
nucléaire 

Lapin Santa Cruz 1/200 

Glial fibrillary 
acidic protein 

(GFAP) 

Cellules gliales Souris Chemicon 1/500 

Glutamic acid 
decarboxylase 
(GAD65/67) 

Neurone GABA Lapin Chemicon 1/100 

Growth Associated 
Protein (GAP 43) 

 Lapin Chemicon 1/200 

HDAC 4 (Histone 
déacétylase 4) 

Histone 
déacétylase 

Souris Abcam 1/200 

Homocystéine Acide aminé 
soufré  

Lapin Millipore 1/200 

Kinésine MAPs Souris Millipore 1/200 
Map2 

(Microtubule-
associated 2) 

Stabilise les 
microtubules 

Chèvre Santa Cruz 1/200 

Methionine 
synthase (MS) 

Methionine 
synthase 

Lapin Abcam 1/200 

Myelin basic 
protein (MBP) 

Marqueur de la 
demyélinisation 

Lapin Chemicon 1/200 

Neurofilament 68 
(NF68) 

neurones Lapin USBiological 1/200 

Neurofilament D 
(NeuroD) 

Neurones 
immatures 

Chèvre Santa Cruz 1/200 
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Neuronal Nuclei 
(NeuN) 

Neurones matures Souris Chemicon 1/200 

Ox-6 anti CMH 
classe II  

Molécule du 
CMH de classe II 
(inflammation) 

Souris AbDserotec 1/100 

Phospho sérine Acide aminé Souris Cell signaling 1/200 
Phospho Synapsine Fixateur de 

vésicule 
Lapin Cell signaling 1/200 

Phospho Tau Protéine 
constitutif des 

centrioles 

  1/200 

Phospho Tyrosine Acide aminé Souris Cell signaling 1/200 
Poly-Sialated 
Neural Cell 

Adhesion Molecule 
(PSA-NCAM) 

 

molécules 
d’adhésion 

neurales 

Souris AbCys 1/100 

Postsynaptic 
density protein 

(PSD95) 

Molécule 
réflétant l’activité 

postsynaptique 
d’une synapse 

Lapin Cell Signaling 1/200 

Synapsine 1 Fixateur de 
vésicule (stroma) 

Lapin Calbiochem 1/200 

Synapsine 2 Fixateur de 
vésicule 

(synapse) 

Lapin Abcam 1/200 

Synaptotagmine Molécule jouant 
un rôle dans 

l’exocytose des 
vésicules 

présynaptiques 

Souris Synaptic System 1/200 

Tau Protéine 
constitutif des 

centrioles 

Souris Millipore 1/200 

TNF receptor-
associated factor 4 

(Traf 4) 

Protéine 
impliquée dans le 
développement 

Souris IGBMC 1/200 

Tyrosine 
Hydroxylase 

Neurone 
dopamine 

Lapin Chemicon 1/100 

Vesicular glutamate 
transporter 2 

(Vglut2) 

Neurone 
glutamate 

Souris Chemicon 1/100 

Vimentine Cellule gliale 
(astrocyte) 

Chèvre Santa Cruz 1/200 

Vinculine Protéine 
membranaire et 
cytosquelettique 

Souris Abcam 1/200 

α-tubuline Protéine des 
microtubules 

Lapin Millipore 1/200 
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α-tubuline acétylée Protéine acétylée 
des microtubules 

Souris Abcam 1/200 

β-tubuline Protéine des 
microtubules 

Souris Abcam 1/200 

Peroxisome 
proliferator-

activated receptor 
gamma coactivator 

1-alpha (PGCα) 

Co-activateur des 
PPAR 

Lapin Cell signaling 1/200 

 

 

LISTE DES ANTICORPS SECONDAIRES UTILISES 
 

Anticorps secondaires Espèce 

hôte 

Espèce 

reconnue 

Fournisseur Dilution 

Alexa Fluor 488 âne anti IgG 

de chèvre 

âne chèvre Molecular Probs 

(Invitrogen) 

1/2000 

Alexa Fluor 488 âne anti IgG 

de lapin 

âne lapin Molecular Probs 

(Invitrogen) 

1/2000 

Alexa Fluor 488 âne anti IgG 

de souris 

âne souris Molecular Probs 

(Invitrogen) 

1/2000 

Alexa Fluor 488 chèvre anti 

IgM de souris 

Chèvre Souris Molecular Probs 

(Invitrogen) 

1/2000 

Alexa Fluor 555 âne anti IgG 

de lapin 

âne lapin Molecular Probs 

(Invitrogen) 

1/2000 

Alexa Fluor 555 âne anti IgG 

de souris 

âne souris Molecular Probs 

(Invitrogen) 

1/2000 
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MARQUAGE DES CELLULES APOPTOTIQUES (APOSTAIN™) 

Principe : Ce test est basé sur la sensibilité accrue de l’ADN à la dénaturation thermique des 
cellules apoptotiques. Cette méthode permet la dénaturation de l’ADN par chauffage à 56°C 
en présence de formamide, et son marquage par l’anticorps monoclonal (Mab F7-26) 
spécifique de l’ADN simple brin 

 Les cerveaux conservés dans du méthylbutane à -80°C ont été coupés au cryostat avec 
une épaisseur de 12µm. Les coupes sont déposées sur lames à bords rodés (Menzel-
Glaser), non fixées, conservées à -80°C 

 Fixer les coupes en plongeant  les lames dans un bain de paraformaldéhyde(2) 5%  
pendant 10min à température ambiante (à faire sous la hotte) 

 Rincer dans du PBS(3) 1X 3 fois pendant 5min à température ambiante sous agitation 
douce 

 Déshydrater les coupes en plongeant les lames dans une solution de méthanol(4) à 80% 
pendant 30min à température ambiante. (sous une hotte) 

 Mettre les lames dans une solution de saponine(5) à 0,2mg/ml pour perméabiliser les 
membranes pendant 20 min à température ambiante. 

 Laver une fois avec du PBS 1X rapidement (environ 30s) à température ambiante. 
 Plonger les lames dans une solution de formamide(6) à 50% pendant 20 min au bain- 

marie à 56°C. (sous une hotte) 
 Rincer avec du PBS 1X froid 3 fois pendant 5min à température ambiante sous 

agitation douce 
 Sécher le pourtour des coupes avec du papier absorbant  
 Entourer les coupes avec un stylo hydrophobe DakoPen™ et laisser sécher 
 Déposer 100µl de solution de BSA à 10% (diluer dans du PBS 1X) contenant 

0,2mg/ml de saponine afin de bloquer les sites non spécifiques  sur les coupes pendant 
1h à température ambiante et dans une chambre humide. 

 Diluer au 1/10° l’anticorps primaire Apostain (anti-ADNsb/Apostain, AbCys SA)  
dans une solution de BSA à 10% contenant 0,2mg/ml de saponine 

 Déposer 100µl d’anticorps primaire dilué sur chaque coupe et laisser incuber une nuit 
à 4°C (dans une chambre humide) 

 Rincer les lames dans des bains de PBS 1X 3 fois pendant 5min à température 
ambiante sous agitation douce 

 Sécher le pourtour des coupes avec du papier absorbant 
 Diluer au 1/2000° l’anticorps secondaire (Alexa Fluor 555 de chèvre anti IgM de 

souris(7)) dans une solution de BSA à 10% diluée dans du PBS 1X. 
 Déposer 100µl d’anticorps secondaire dilué sur chaque coupe et laisser incuber 1h à 

température ambiante et à l’obscurité. (dans une chambre humide) 
 Laver avec du PBS 1X 3 fois pendant 5 min à température ambiante sous agitation 

douce 
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 Déposer sur les coupes 100µl de DAPI(8) (dilué au 1/200° dans de l’eau distillée soit 
une concentration finale de 5µg/ml) pendant 30s à température ambiante et à 
l’obscurité dans une chambre humide. 

 Rincer les lames 3 fois pendant 5min dans de l’eau distillée sous agitation douce 
 Monter les lamelles avec une solution Gel/Mount™ (sécher le pourtour des coupes et 

ajouter une goutte au milieu de la coupe) et laisser sécher à 4°C à l’obscurité. 
 Conserver bien les lames à l’obscurité dans du papier aluminium à 4°C 

 

(9) AbCys SA 
(10) Paraformaldéhyde (PAF) à 5%→ 25g de paraformaldéhyde dans 45O ml 

d’eau distillée+50 ml de PBS 10X+quelques pastilles de soude jusqu’à dissolution 
complète du paraformaldéhyde  

(11) PBS 10X → 12,1g de Na2HPO4, 2g de KH2PO4, 80g de NaCl, 2g de KCl 
                          Qsp 1 litre d’eau distillée et ajuster à pH=7,4 
Pour du PBS 1X mélanger 1OOml de PBS 10X dans 900ml d’eau distillée 
(12) Méthanol à 80%→ Pour 1 litre : 800ml de méthanol et 200ml de PBS 1X 
(13) Solution de saponine→ Pour 1 litre : 200mg de saponine dans 1 litre de PBS 

1X 
(14) Solution de formamide→ Pour 1 litre : 500ml formamide et 500ml d’eau 

distillée 
(15) Alexa Fluor 555 de chèvre anti IgM de souris ;Invitrogen 
(16) DAPI→ Diamidino-4’,6 phénylindol-2 dichlorhydrate 
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EXTRACTION DES PROTEINES A PARTIR DE TISSU CEREBRAL 

NB : L’extraction des protéines se fait en condition dénaturante à partir des microdissections 
de cerveau. 

1. Extraction des protéines (travailler toujours sur de la glace) 
 Préparer du tampon de lyse RIPA(1) (Radioimmunoprecipitation Assay)  
 Mettre le volume correspondant de tampon RIPA froid selon la microstructure  

Microstructures Cervelet Cortex Hippocampe Zone 
subventriculaire 

« Reste du 
cerveau » 

Volume de tampon 
RIPA à ajouter (µl) 

500 200 250 75 500 

 Incuber 10 minutes dans la glace 
 Homogénéiser par 10 à 20 allers-retours avec une seringue 
 Faire 3 cycles congélation-décongélation (azote-bain marie à 37°C) 
 Centrifuger 30 minutes à 4°C, 12000rpm 
 Récupérer le surnageant et stocker à -80°C si le dosage n’est pas fait de suite. 

 
Solutions stock 

Tampon RIPA NaCl 8 g/l 

 Na2HPO4 1,44 g/l  

 KH2PO4 0,24 g/l   

 NP40 1 % 

 DOC 0,5 % 

 SDS 0,1 % 

PMSF 10 mg/ml d’éthanol 

Na3VO4 à 100mM 18,39 mg/ml d’H2O 

(1) Tampon de lyse RIPA  

Tampon RIPA 

PMSF                          10µl/ml RIPA 

Na3VO4                           10µl/ml RIPA 

Cocktail antiprotéase  14µl/10ml RIPA 

 

Dilué dans du PBS 1x 

A ajouter dans le tampon RIPA juste avant 
de commercer l’extraction 
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EXTRACTION DE PROTEINES A PARTIR D’UNE CULTURE CELLULAIRE 

Le dosage se fait en maintenant les échantillons à 4°C. 
 

 Entretien des cellules dans des boites de Pétri(1) (ø 100mm) 
 Lorsque les cellules sont à « confluence » rincer 3 fois les boîtes avec 5 mL de PBS(2) 

froid 
 Aspirer soigneusement le dernier rinçage pour bien assécher les flasques (possibilité 

de congeler les boites à -80°C jusqu’au jour de l’extraction) 
 Introduire 500 μL de tampon RIPA(3) par boîte et maintenir sur de la glace pendant 10 

min 
 Gratter les cellules au policeman et transférer dans des microtubes. 
 Effectuer 3 cycles de congélation et décongélation (Azote liquide-bain marie à 37°C) 
 Centrifuger 30 min à 20 000 tours par min à 4°C 
 Récupérer le surnageant et doser les protéines par la méthode de l’acide 

bicinchoninique (BCA) 
 

 

(1) Plastiques stériles à usage unique : Falcon, Dutscher, Brumath, France 
(2) PBS sans Ca2+ ni Mg2+ : Gibco Invitrogen, Cergy-Pontoise, France 
(3) Tampon de lyse RIPA : NaCl 140 mM, sodium deoxycholate 0,5% (w/v), Nonidet P-

40 1% (v/v), 0,1% (w/v), SDS, cocktail d’inhibiteurs de protéases (Roche Applied 
Science, Meylan, France) 
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DOSAGE DES PROTEINES PAR KIT BCA(1) 

Principe : Les concentrations protéiques ont été mesurées par la méthode BCA(2), ou BC 
Assay qui est un dosage colorimétrique basé sur l'acide bicinchoninique. Les protéines 
réduisent l'ion cuivrique Cu(II) en Cu(I) en milieu alcalin. L'acide bicinchoninique est un 
réactif colorigène hautement spécifique pour le Cu(I), qui forme un complexe pourpre ayant 
une absorption optique entre 540 et 590nm). L'absorbance est proportionnelle à la 
concentration de protéines  

1. Préparation d’une gamme étalon de BSA (Bovin Serum Albumin) 
 Préparer une gamme étalon (2 ; 1,6 ; 1,2 ; 0,8 ; 0,4 ; 0,2 ; 0,1 et 0 mg/ml, en doubles) à 

partir d’une solution stock de BSA(3) de concentration 2mg/ml diluée dans la même 
solution que les échantillons à doser (tampon de lyse RIPA) 

 Sol. BSA 2mg/ml Tp lyse RIPA [Protéines] µg/mL 

A 50 µl BSA 0 µl 2000 

B 40 µl BSA 10 µl 1800 

C 30 µl BSA 20 µl 1200 

D 20 µl  BSA 30 µl 800 

E 10 µl BSA 40 µl 400 

F 5 µl BSA 45 µl 200 

G 2,5 µl de BSA 47,5 µl 100 

H 0 50µl 0 

 

2. Dosage en microplaque 
 Dans une plaque 96 puits à fond plat, mettre 25µl de chaque standard, du blanc 

(tampon de lyse RIPA) et de chaque échantillon dans les puits (2 prises d’essai).  
 Ajouter 200 µL de réactif (kit BCA : 50 sol. A :1 sol. B) dans chaque puits. 
 S’il faut diluer l’échantillon, utiliser le tampon de lyse RIPA pour la dilution 
 Couvrir la plaque et l’incuber 30 min à 37°C. 
 Lire l’absorbance à 570 nm sur le lecteur de microplaque Microplate Reader™ (Bio-

rad) en tenant compte des facteurs de dilution 
 
(1) BC Assay kit (Uptima-Interchim) 
(2) D’après Paul Smith et al., Measurment of protein using bicinchoninic acid, 

Anal.Biochem. 
(3) 2mg /ml d’une solution  à 0,9% NaCl et 0,05% sodium azide 
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WESTERN BLOTTING 

 

1. Electrophorèse analytique sur gel de polyacrylamide en condition denaturante 
(sds-page) 
 

a. Préparation des gels 
 Passer les plaques de verre à l’alcool 
 Monter l’appareil d’électrophorèse(1): plaques de verre et spaceurs (en général 1,5mm) 
 Préparer le gel de séparation à la concentration souhaitée(2). Pour 2 gels prévoir 20ml 

de solution 
 Couler les gels entre les deux plaques de verre 
 Déposer environ 500µl d’isopropanol et laisser polymériser le gel environ 15 minutes 

(le temps de polymérisation est en fonction de la température ambiante) 
 Rincer abondamment à l’eau distillée et éliminer toutes traces d’eau 
 Préparer le gel de concentration à 5%(3) (pour 2 gels prévoir 8ml) et couler le au-

dessus du gel de séparation (couler en excès) 
 Positionner le peigne en Téflon en évitant la formation de bulles et laisser polymériser. 
 Retirer le peigne et rincer les puits avec du tampon de migration(4) 
 Monter l’appareil en assemblant les deux supports de gel sur le système central 
 Remplir le réservoir central (cathode) jusqu’en haut  ainsi que la cuve (à moitié) avec 

le tampon de migration 
 

b. Préparation des échantillons 
 Pour un premier essai, prévoir un dépôt de 20 à 30µg de protéines par puit.  

 Dans un tube, ajouter 1 volume de tampon de dépot Laemmli 2X(5) à 1 volume 
d’échantillon 

 Chauffer 5 mn les échantillons à 100°C 
 Charger les puits avec les échantillons et les marqueurs de poids moléculaire(6) 

 
c. Migration sur un générateur à voltage constant 
 Laisser migrer à 80V les échantillons dans le gel de concentration environ 15mn 
 Une fois dans le gel de séparation, laisser migrer à 110V les échantillons environ 2 

heures 
 Arrêter la migration quand le front de migration arrive en bas des plaques 

 
2. Electro-transfert liquide 

 
1. Préparation de la membrane 
 Découper une membrane PVDF(7) ou en nitrocellulose(8) (le cas échéant) à la 

dimension du gel : 7x8,5 cm minimum 



  MATERIELS/METHODES 

387 
 

 Mettre la membrane (uniquement) PVDF dans du méthanol pendant 1 minute afin de 
la perméabiliser 

 Equilibrer la membrane dans le tampon de transfert(9) froid (5mn max) ainsi que les 
éponges et les filtres environ une demi-heure avant la fin de la migration. 

 Démonter l’appareil de migration, éliminer le gel de concentration et équilibrer les 
gels dans le tampon de transfert froid (5mn max) 
 

2. Transfert 
 Préparer une cassette de transfert dans laquelle il faut superposer sur la face blanche 

dans l’ordre : 
 une éponge 
 un papier filtre(10) 
 la membrane PVDF ou nitrocellulose 
 le gel de polyacrylamide 
 un papier filtre (expulser les bulles d’air à l’aide d’une pipette plastique) 
 une éponge 

 Et fermer la casette 
 Placer les cassettes dans le module de transfert(11), face noire vers face noire 
 Mettre le glaçon et remplir la cuve avec du tampon froid 
 Le transfert se fait à ampérage constant 350mA pendant 45mn. 

 
3. Electro-transfert semi-sec 

 
a. Préparation de la membrane 
 Même procédure que pour le transfert liquide 

 
b. Transfert 
 Superposer les différents éléments du sandwich sur la plate-forme anodique du 

système de transfert dans l’ordre suivant : 
 un papier filtre Whatman® 3MM3 
 la membrane de PVDF ou nitrocellulose 
 le gel de polyacrylamide 
 un papier filtre Whatman® 3MM 

 Expulser les bulles d’air à l’aide d’un rouleau 
 Eponger l’excédent de tampon autour du sandwich 
  Placer la plaque cathodique au sommet du montage et refermer l’appareil avec son 

capot 
 Brancher l’appareil(12) sur un générateur de courant continu et transférer à une tension 

constante de 10V pendant 45 min 
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4. Vérification du transfert ( non obligatoire) 
 

 Colorer la membrane avec une solution de Rouge Ponceau S(13) pendant 5mn puis 
décoloration à l’eau distillée. 
NB : A ce stade on peut laisser sécher la membrane et la conserver au frigo pour une 
révélation ultérieure. Avant de réutiliser une membrane sèche, la repasser dans un bain 
de méthanol. 
 

5. Blocage  
 

 Mettre les membranes dans une solution de TBST(14) /lait écrémé 5% sous agitation 
pendant 1 heure à température ambiante afin de bloquer les sites aspécifiques. 

Nota : suivant les anticorps, la solution de blocage peut être faite soit avec de la BSA soit 
avec du lait écrémé (idem pour la dilution des anticorps) 

6. Anticorps primaire(15) 
 

 Découper une pochette plastique légèrement supérieure à la surface de la membrane 
 Préparer la solution avec le premier anticorps dilué à la concentration souhaitée dans 

TBST/lait 5% (4 à 5ml au total) 
 Placer la membrane dans la pochette plastique, mettre la solution d’anticorps, souder 

la pochette et incuber pendant 1 nuit à 4°C sous agitation lente 
 

7. Lavage 
 

 Sortir la membrane de sa pochette plastique 
 Rincer la membrane avec du TBST 4X10mn sous agitation rapide à température 

ambiante 
 

8. Anticorps secondaire(16) 
 

 Procéder de la même façon qu’avec le 1er anticorps 
 Incuber 1 heure sous agitation lente à température ambiante 

 
9. Lavage 

Idem lavage ci-dessus 

10. Révélation ECL 
 

 Préparer la solution ECL™(17) (pour une membrane prévoir 1ml au total) 
 Sur un film Saran™ déposer l’ECL™ 
 Sortir la membrane du tampon de lavage, la secouer pour éliminer l’excès de tampon, 

la poser sur l’ECL™, protéines vers le bas en évitant la formation de bulles 
 Incuber 1mn 
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 Bien sécher la membrane entre deux papiers absorbants et la mettre dans une cassette 
entre deux films Saran™, protéines vers le haut 

 Préparer les bacs de révélateur(18) et fixateur(19) pour la révélation des films 
photographiques. Pour un résultat optimum, le révélateur, fixateur et film doivent être 
à température ambiante. 

 Poser un morceau de film autoradiographique(20) sur la membrane, exposer dans un 
premier temps 1mn et révéler le film 

 Réajuster le temps d’exposition si nécessaire.  
 

(1) Mini-Protean II (Biorad) 
(2) Solution pour préparation des gels de séparation (pour une solution d’acrylamide a 

30%) 
 5 ml 10 ml 15 ml 20 ml 25 ml 30 ml 40 ml 50 ml 

6% 

H2O MQ 2.7 5.3 8 10.6 13.3 15.9 21.1 26.5 

Acrylamide 
Mix 29:1 

1 2 3 4 5 6 8 10 

Tris 1.5M 
pH 8.8(21) 1.3 2.5 3.8 5 6.3 7.5 10 12.5 

SDS 
10%(22) 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5 

APS 
10%(23) 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5 

TEMED 0.004 0.008 0.012 0.016 0.02 0.024 0.032 0.04 

8% 

H2O MQ 2.3 4.6 7 9.3 11.6 13.9 18.6 23.2 

Acrylamide 
Mix 29:1 

1.3 2.7 4 5.3 6.7 8 10.7 13.4 

Tris 1.5M 
pH 8.8 

1.3 2.5 3.8 5 6.3 7.5 10 12.5 

SDS 10% 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5 

APS 10% 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5 

TEMED 0.003 0.006 0.009 0.012 0.015 0.018 0.024 0.03 

10% H2O MQ 2 4 5.9 7.9 9.9 11.9 15.8 20 
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Acrylamide 
Mix 29:1 

1.7 3.3 5 6.7 8.3 10 13.3 16.6 

Tris 1.5M 
pH 8.8 

1.3 2.5 3.8 5 6.3 7.5 10 12.5 

SDS 10% 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5 

APS 10% 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5 

TEMED 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012 0.016 0.02 

12% 

H2O MQ 1.7 3.3 5 6.6 8.3 9.9 13.2 16.4 

Acrylamide 
Mix 29:1 

2 4 6 8 10 12 14 20 

Tris 1.5M 
pH 8.8 

1.3 2.5 3.8 5 6.3 7.5 10 12.5 

SDS 10% 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5 

APS 10% 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5 

TEMED 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012 0.016 0.02 

15% 

H2O MQ 1.2 2.3 3.5 4.6 5.7 6.9 9.2 11.4 

Acrylamide 
Mix 29:1 

2.5 5 7.5 10 12.5 15 20 25 

Tris 1.5M 
pH 8.8 

1.3 2.5 3.8 5 6.3 7.5 10 12.5 

SDS 10% 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5 

APS 10% 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5 

TEMED 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012 0.016 0.02 

 
 

(3) Solution pour gel de concentration (acrylamide à 30%) 
 1 ml 2 ml 3 ml 4 ml 5 ml 6 ml 8 ml 10 ml 

Stacking 

H2O MQ 0.68 1.4 2.1 2.7 3.4 4.1 5.5 6.8 

Acrylamide 
Mix 29:1 

0.17 0.33 0.5 0.67 0.83 1 1.3 1.7 
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Tris 0.5M 
pH 6.8(24) 0.13 0.25 0.38 0.5 0.63 0.75 1 1.25 

SDS 10% 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.08 0.1 

APS 10% 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.08 0.1 

TEMED 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005 0.006 0.008 0.01 

 

(4) Tampon de migration 10x concentré (pour 1 litre) : Tris 25 mM contenant glycine 
1,92 M et SDS 1% (p/v) pH~8,3 (ne pas ajuster avec HCl ; conserver à 4°C).A utiliser 
1X concentré : diluer 100ml de la solution 10X et compléter à 1litre (Utiliser à 
température ambiante). 

(5) Sigma-Aldrich 
(6) Low Molecular Weight ; LMW - Amersham Pharmacia 
(7) Membrane de polyvinylidene difluoride, porosité 0,45µm (Biorad) 
(8) Biorad 
(9) Tampon de transfert 10X (pour 1 litre) : Tris 480 mM, glycine 390 mM et SDS 

0,375%(p/v) pH~9,2 (ne pas ajuster avec HCl ; conserver à 4°C). ).A utiliser 1X 
concentré : diluer 100ml de la solution 10X+200ml d’éthanol 100% et compléter 
à 1litre (Utiliser froid) 

(10) Papier buvard d’épaisseur 1 mm (blotting paper, Sigma-Aldrich) 
(11) Appareil de transfert électrophorétique Mini-Trans-Blot Cell (BioRad) 
(12) Appareil de transfert électrophorétique semi-sec Trans-Blot® SD (Biorad) 
(13) Solution aqueuse de Rouge Ponceau S à 0.2% (p/v), acide acétique 0.1% (v /v), filtrée 

0.2µm, 4°C) 
(14) Solution de TBST (Tris-Buffered Saline Tween-20) : diluer 100ml de la solution 

TBS 10X + qsp H2O MQ 1 litre + 1ml de Tween 20 à 0,1%.TBS 10X (pour 1 litre) 
→ Tris 200 mM, NaCl 1,5 M,pH 7,4,qsp H2O MQ 1 litre (à ajuster avec 
HCl ;conserver à 4°C) 

(15) Voir fiche « liste des anticorps primaires utilisés en western blot » 
(16) Voir fiche « liste des anticorps secondaires utilisés en western blot » 
(17) Amersham Pharmacia Biotech 
(18) Révélateur radio (LX24 – Kodak, France) 
(19) Fixateur radio (AL4 – Kodak) 
(20) BIOMAX MR (Kodak Scientific Imaging Film) 
(21) Tris-HCl 1,5M pH 8,8 : 18,165 g de Tris/100ml H2O MQ (ajuster à pH 8,8 avec HCl, 

filtrer sur 0,22µm et conserver à 4°C) 
(22) SDS 10% (sodium dodécylsulfate) : 10 g de SDS/100ml H2O MQ, sous agitation 

douce (conserver à température ambiante) 
(23) APS 10% (ammonium persulfate) : 1g/10ml H2O MQ, aliquoter par 400µl(conserver à 

-20°C) 
(24)   Tris-HCl 0,5M pH 6,8 : 6,055 g de Tris/100ml H2O MQ (ajuster à pH 6,8 avec HCl, 

filtrer sur 0,22µm et conserver à 4°C)  
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LISTE DES ANTICORPS PRIMAIRES UTILISES EN WESTERN BLOT 

 
Nom Espèce 

reconnue 
Fournisseur Dilution 

anticorps 
primaire 

Actine Chèvre Santa Cruz 1/1000 
AKT Lapin Cell Signaling 1/1000 

Caspase 3 clivée Lapin Cell signaling 1/2000 
Caspase 9 clivée Lapin Cell signaling 1/1000 

Cdk 2 Chèvre Santa Cruz 1/3000 
Cycline E Lapin Cell signaling 1/1000 

Cystathionine β synthase (CBS) Souris Abnova 1/3000 
Death associated protein kinase (DAPK) Souris Sigma 1/1000 

Dynéine Souris Millipore 1/1000 
Early Growth Response Protein 1 (EGR1) Lapin Cell Signaling 1/500 

Estrogen receptor alpha (ERα) Souris Santa Cruz 1/200 
Glyceraldehyde 3-phosphate 

dehydrogenase (GAPDH) 
Souris Chemicon 1/1000 

Homocystéine Lapin Millipore 1/750 
Kinésine Souris Millipore 1/1000 
Map 2 Lapin Millipore 1/1000 
Mash 1 Lapin Abcam 1/500 

Methionine synthase Chèvre Abcam 1/500 
Méthylènetétrahydrofolate réductase 

(MTHFR) 
Souris Interchim 1/3000 

p38 Mitogen-activated protein kinases 
(p38 MAPK) 

Lapin Cell Signaling 1/1000 

p44/42 MAP kinase (ERK1/2) Lapin Cell Signaling 1/5000 
Phospho Akt Kinase Transgenic (P-AKT) Lapin Cell Signaling 1/1000 
Phospho p38 Mitogen-activated protein 

kinases (P-p38 MAPK) 
Souris Cell Signaling 1/1000 

Phospho-Death associated protein kinase 
pSer308 (P-DAPK) 

Souris Sigma 1/500 

Phospho-p44/42 MAP kinase 
(Thr202/Tyr204) (pERK1/2) 

Lapin Cell Signaling 1/500 

Phospho-synapsine Lapin Cell Signaling 1/500 
Postsynaptic density protein (PSD95) Lapin Cell Signaling 1/500 
Protein arginine N-methyltransferase 

(PRMT1) 
Lapin Cell Signaling 1/700 

Protein phosphatase 2 (PP2A) Souris Cell signaling 1/1000 
Src Lapin Cell signaling 1/1000 

Synapsine 1 Lapin Calbiochem 1/2000 
Synapsine 2 Lapin Abcam 1/2000 

Synaptotagmine Souris Synaptic 
System 

1/500 

Ubiquitylation Souris Millipore 1/1000 
α-tubuline Lapin Millipore 1/1000 
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α-tubuline acétylée Lapin Abcam 1/1000 
β-tubuline Souris Abcam 1/1000 

Peroxisome proliferator-activated receptor 
gamma coactivator 1-alpha (PGCα) 

Lapin Cell signaling 1/1000 

 
 
 
 
 
 
 

LISTE DES ANTICORPS SECONDAIRES UTILISES EN WESTERN BLOT 
 

Anticorps 

secondaires 

Espèce hôte Espèce reconnue Fournisseur 

Anticorps HRP âne 
anti IgG de souris 

âne souris Santa Cruz 

Anticorps HRP âne 
anti IgG de lapin 

âne lapin Santa Cruz 

Anticorps HRP âne 
anti IgG de chèvre 

âne chèbre Santa Cruz 
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DESHYBRIDATION DE MEMBRANE WESTERN BLOTTING (STRIPPING) 

Principe: Les membranes ayant déjà été incubées avec des anticorps primaire et secondaire 
peuvent être ré-incubées avec un autre anticorps après avoir été déshybridées 

 Chauffer le tampon à 50°C 
 Sous hotte, remplir un bac en verre de tampon de déshybridation(1) chaud  
 Immerger les membranes  pendant 30 mn à 50°C en agitant de temps en temps 
 Rincer rapidement les membranes à l’eau distillée  
 Rincer ensuite avec du TBST(2) 2x10 mn sous agitation   
 Reprendre le protocole de western à partir du tampon bloquant 

 

(1) Tampon de déshybridation : Pour 1 litre 
100 mM 2-mercaptoethanol 7 ml 

2 % SDS 20g 
62,5mM Tris HCL pH 6,7 7,57g 

 
(2) TBST 10x : Pour 1 litre 

Tris 200 mM  24,2g 
  NaCl 1,5 M  87,5g 

  

 

pH 7,4 à ajuster avec HCl  

qsp H2O MilliQ 

Conserver à 4°C 
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CO-IMMUNOPRECIPITATION (kit Pierce Co-immunoprecipitation) 

Principe :  

NB : 106 cellules nécessaires min 

1. Immobilisation de l’anticorps 
 

NB : le protocole est fait pour coupler de 10 à 75µg d’anticorps affinity-purified dans une 
solution d’amines libre et de protéines couplées. Echelonner ce protocole à vos besoins (cf 
Tableau 1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Equilibrer l’AminoLink Coupling Resin et les réactifs à température ambiante 
 Préparer 2mL de Coupling buffer 1X pour chaque réaction de Co-IP 

100µL Coupling Buffer 20X et 1900µL eau ultra pure 

 Agiter doucement la bouteille d’AminoLink Plus Coupling Resin pour obtenir une 
suspension homogène. Utiliser un cône coupé et ajouter 50µL de « resine slurry » dans 
la colonne. Placer la colonne dans un microtube à centrifuger et centrifuger à 1000g 
pendant 1min. Jeter le surnageant.  

 Lavage : -200µL de Coupling buffer 1X 
   -.centrifuger à 1000 g pendant 1min 

   - jeter le surnageant  

 Taper doucement le fond de la colonne sur du papier absorbant pour éliminer l’exces 
de liquide. Inserer le bouchon inferieur. 

 Préparer 10-75µg d’anticorps. Ajuster le volume a 200µL avec de l’eau ultra pure et 
du coupling buffer 20x dilué au final 1x. ( 10µL de coupling buffer 20x + V Ac + H20 
UP qsp 200µL). Deposer la solution directement sur la colonne. 

Table 1. Amounts of antibody, coupling resin, wash buffer and elution 
buffer to use. 

Antibody 
Amount (μg) 

Coupling Resin  

Volume (μl) 

 (volume of 50% 
slurry) 

Wash Volume 
(μl) 

Elution 
Buffer 

Volume 
(μl) 

250-1,000 100 (200) 400 100-150 

75-250 50 (100) 300 75-100 

10-75 25 (50) 200 50-75 

≤ 10 10 (20) 200 50 

X2 
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 SOUS LA HOTTE ajouter 3µL de sodium cyanoborahydre / 200µL de volume de 
réaction.  

 Fermer le tube avec le bouchon à vis. Incuber avec agitation à température ambiante 
pendant 90 à 120 min! veillez à ce que la résine reste bien en suspension pendant 
l’incubation !!! 

 Enlever et conserver le bouchon inferieur. Desserrer le bouchon à vis. Placer la 
colonne dans un tube collecteur et centrifuger. Conserver le surnageant pour vérifier le 
couplage de l’Ac. 

 Ajouter 200µL de Tp de couplage 1x 
Centrifuger 

Jeter le surnageant 

 Ajouter 200µL de quenching buffer sur la colonne. 
Centrifuger et jeter le surnageant 

 Taper doucement le fond de la colonne sur du papier absorbant. 
Mettre le bouchon inferieur et ajouter 200µL de quenching buffer sur la résine. 

 SOUS LA HOTTE  ajouter 3µL de sodium cyanoborahydre. Fermer avec le bouchon 
à vis et laisser incuber 15 min sous agitation douce ou en remuant de temps en temps. 

 Enlever le bouchon inferieur, et desserrer le bouchon à vis. Placer la colonne sur un 
tube collecteur et centrifuger 
Jeter le surnageant 

 Enlever le bouchon à vis. Laver la résine :  
Ajouter 200µL  de coupling buffer 

            Centrifuger après chaque lavage 

 Laver la résine avec 150µL de solution de lavage 
Centrifuger après chaque lavage. 

 Soit faire la lyse des cellules pour l’immunoprécipitation 
Soit faire les étapes suivantes pour la conservation des colonnes 

 Laver avec 200µL de coupling buffer 1X 
Centrifuger après chaque lavage 

 Taper doucement le bas de la colonne sur du papier absorbant et placer le bouchon 
inferieur. 
Ajouter 200µL de coupling buffer 1x. Fermer le bouchon à vis. 

Stocker à 4°C 

* Pour du stockage à long terme ajouter du sodium azide de concentration final 0,02% 

 
 
 
 

X 2 

X 2 

X 6 

X 2 
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2. Lyse des cellules 
 

a. Lyse de  cellules adhérentes. 
 

 Retirer le milieu de culture 
 Laver les cellules avec du dublecco’s PBS modifié 1x 
 Ajouter  le tampon de lyse et lavage (cf tableau 2) sur les cellules. 

            Incuber  5 min sur glace en mixant de temps en temps. 

Table 2. Suggested volume of IP Lysis/Wash Buffer to use 
for different standard culture plates. 

Plate Size/Surface Area  Volume of IP Lysis/Wash 
Buffer  

100 × 100 mm 500-1,000 μl 

100 × 60 mm 250-500 μl 

6-well plate 200-400 μl per well 

24-well plate 100-200 μl per well 

 

 Transférer le lysat dans un microtube. 
            Centrifuger 10min a 13 000g 

 Transférer le surnageant dans un nouveau tube pour déterminer la concentration en 
protéine faire des analyses complémentaires. 

 

b. Lyses de cellules en suspension 
 

 Centrifuger la suspension de cellules 5 min  à 1 000g pour culoter les cellules  
Jeter le surnageant 

 Laver une fois les cellules en  re-suspendant le culot cellulaire dans du PBS 
Centrifuger 5 min à 1000g  pour culoter les cellules 

 Ajouter du tampon Ip lysis/wash froid sur le culot cellulaire. Utiliser 500µL de tampon 
pour 50mg de culot cellulaire mouillé (à savoir 10:1 v/w).  
Si vous utiliser une grosse quantité de culot cellulaire, ajouter déjà 10% du volume 
final de tampon re-suspendre le culot par refoulement avec la pipette puis ajouter le 
reste du volume aux cellules en suspension. 

 Incuber 5 min sur la glace en remuant périodiquement.  
Centrifuger 10 min à 13 000g 
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 Transférer le surnageant dans un nouveau tube pour déterminer la concentration en 
protéine et faire les prochaines analyses. 

3. Co Immunoprécipitation 
 

TOUTE LA MANIPULATION SE FAIT A 4°C (sauf indication contraire) 

NOTE : * Les temps d’incubations dépendent des protéines de l’anticorps utilisé et de 
l’affinité de l’anticorps 

* Les lysats peuvent êtres pré nettoyés avec une résine de contrôle pour diminuer les liaisons 
non spécifiques. 

* Le protocole utilise du tampon IP lyse/wash pour coupler et nettoyer l’immuno-complexe. 
Le Dulbecco PBS 20x modifié qui est fourni dans le kit comme un tampon binding/wash 
alternatif. Utiliser se tampon pour des complexe qui pourraient être altérés par des détergents. 

* Pour chaque Co-IP préparer 2mL de Dulbelcco PBS modifié 1x dilué dans de l’eau ultra 
pure. 

 Mélanger les protéines cibles et « proies » (si elles sont séparées) et préparer un 
contrôle. 

 Diluer les protéines et le contrôle dans du tampon Ip lysis/wash  ou un autre tampon 
qui convienne. Le volume final recommandé est de 100-500µL par colonne. 

 Laver la résine en ajoutant 200µL de tampon IP lysis /wash directement sur la colonne 
contenant l’anticorps couplé à la résine. 
Centrifuger 

Jeter le surnageant. 

 Taper doucement le bas de la colonne sur du papier absorbant pour éliminer l’excès de 
liquide. Insérer le bouchon inférieur. 

 Ajouter l’échantillon avec les protéines et les contrôles sur les résines 
correspondantes. Mettre le bouchon (classique) et incuber sous agitation douce 1-2h 
ou la nuit à 4°C 

 

Note : il est nécessaire d’optimiser le temps de couplage pour chaque application. Pour un 
grand volume 

 Enlever le bouchon inférieur, desserrer le bouchon à vis et placer la colonne sur un 
tube collecteur. Centrifuger la colonne. Garder le surnageant pour des analyses 
postérieures. 

 Enlever le bouchon à vis, placer la colonne dans un  nouveau tube,                        
ajouter 200µL d4IP Lysis/ Wash buffer et centrifuger. 

 

Note : Evaluer le nombre de lavage (A280, SDS PAGE, kit BCA) pour chaque Co-IP. Il ne 
doit plus y avoir de protéine dans le dernier lavage. Faire autant de lavage que nécessaire. 

X3 
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Lavage optionnel : Pour améliorer l’élution, effectuer un lavage supplémentaire avec 100μL 
de conditioning buffer 1X. Ce tampon contient peu de sels et du tampon minimum ; donc 
tester le « flow-through » pour confirmer que le complexe protéine cible et proie est intacte. 

 

4. Elution de la Co-IP 
 

Note : Si la protéine et/ou l’anticorps est sensible à un pH bas, utiliser un système pour 
neutralise le pH.  

Pour des dosages enzymatiques ou fonctionnels par la suite, ajouter 5μL de Tris1M pH 9,5, 
dans le tube de collecteur, pour neutraliser le pH du tampon d'élution pendant la  
centrifugation 

 Placer la colonne dans un nouveau tube collecteur. Ajouter 10µL de tampon d’élution 
et centrifuger. 

 Laisser la colonne dans le tube et ajouter 50µL de tampon d’élution. Incuber 5 min à 
température ambiante. La colonne ne doit pas être fermée ou agitée. 

Note : Pour concentre plus l’éluât, utiliser moins de tampon d’élution, cependant le rendement 
global peut être réduit. 

 Centrifuger le tube et collecter l’éluât. Doser les protéines. Refaire des élution (étapes 
D1-D3) si nécessaire. Doser chaque éluât séparément pour être sûr que la protéine est 
complètement éluée. 

 Pour préserver l’activité de l’anticorps couplé à la résine, procéder à l’étape E : 
régénération et stockage de la résine. 

 
5. Re-géneration et stockage de la résine 

 

 Ajouter 100µL de coupling buffer 1X sur la colonne. 
Centrifuger 

      Jeter le surnageant 

 Replacer le bouchon inférieur sur la colonne. Ajouter 200µL de coupling buffer 1X 
sur la colonne. Replacer le bouchon à vis. Emballer le bas de la colonne avec du film 
cellophane pour éviter que la colonne sèche. 
Pour un stockage supérieur à 2 semaines ajouter de sodium azide a une concentration 
finale de 0,02%. 

 

6. Préparation de l’échantillon pour l’analyse sur gel SDS-PAGE 
 

 Equilibrer  le « lane marker sample buffer 5X » à température ambiante. Agiter 
doucement le sample buffer par 5-10 retournements.  Pour un gel en condition 

X2 
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  réductrice, ajouter du DTT 1M (diothiothréitol) au sample buffer 5X pour obtenir une 
concentration finale de 100mM. 

 Ajouter du sample buffer 5X a l’echantillon pour obtenir une concentration final 1X 
(par exemple 5µL de sample buffer pour 20µL d’échantillon) 

 Chauffer l’échantillon à 95-100°C pendant environ 5min. Laisser refroidir 
l’échantillon à température ambiante avant de déposer dans le gel. 
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EXTRACTION DES ARN TOTAUX (RNeasy® Lipid Tissue Mini kit,Qiagen) 

NB : Ce kit est conçu et optimisé pour extraire les ARN totaux de 100mg de tissu riche en 
lipide comme le cerveau ou le tissu adipeux. 

 Broyer les tissus  dans un mortier en présence d'azote liquide 
 Placer les tissus broyés dans un tube de 2ml et ajouter 1 ml de Qiazol(1) (sous la hotte) 
 Homogénéiser à la seringue en faisant 10 allers-retours et laisser à T°C ambiante 

pendant 5 minutes 
 Ajouter 200µl de chloroforme, secouer vigoureusement  et laisser à T°C ambiante 

pendant 2-3 minutes 
 Centrifuger les tubes à 12000g pendant 15 minutes à 4°C 
 Transférer le surnageant dans un tube propre (on retrouve 3 phases dans le tube et la 

première correspond aux ARN) 
 Ajouter 600µl d’éthanol à 70% (mélanger par aspiration-refoulement avec une pipette) 
 Transférer 700µl de la solution sur une colonne munie d’un filtre(2) et adaptée sur un 

tube  
 Centrifuger les tubes à 8000g pendant 15 secondes à T°C ambiante (±21°C) puis vider 

le contenu du fond du tube. 
 Transférer le reste de la solution contenant l’éthanol (capacité maximal de la colonne : 

700µl) 
 Centrifuger les tubes à 8000g pendant 15 secondes à T°C ambiante (±21°C) puis vider 

le filtrat. 
 Ajouter 350µL de tampon RW1 (fourni avec le kit) dans la colonne et centrifuger à 

8000g pendant 15 secondes à T°C ambiante puis vider le filtrat. 
 Ajouter 80µL de DNAse(3) dans la colonne et incuber 15 minutes à T°C ambiante 
 Ajouter 350µl de tampon RW1  et centrifuger à 8000g pendant 15 secondes à T°C 

ambiante puis vider le filtrat. 
 Ajouter 500µl de tampon RPE (Ajouter de l’éthanol au tampon RPE avant utilisation 

soit 44 ml d’éthanol 70% Rnase-free dans les 11 ml de tampon RPE) et centrifuger à 
8000g pendant 15 secondes à T°C ambiante puis vider le filtrat 

 Ajouter une nouvelle fois 500µl de tampon RPE et centrifuger à 8000g pendant 2 
minutes à T°C ambiante puis éliminer le filtrat 

 Centrifuger les tubes  à 12000g pendant 1 minute à T°C ambiante 
 Transférer la colonne sur un tube de 1,5 ml (hors kit), ajouter 40µl de tampon 

d’élution(4) et centrifuger à 8000g pendant 1 minute à T°C ambiante 
 Retirer la colonne du tube, l’ARN est au fond du tube 
 Quantifier au spectrophotomètre à 260 nm et 280 nm et analyser les ARN sur gel 

d’agarose 
 Stocker l’ARN à -80°C 

 

(1) Qiazol lepsis reagent™ (Qiagen, Courtaboeuf,France) 
(2) RNeasy Mini Spin Colunm™ (Qiagen) 
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(3) DNase set (Qiagen) 
(4) RNAse free water (Qiagen) 
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DOSAGE DES ARN PAR SPECTROPHOTOMETRE 

 Diluer les échantillons d’ARN au 1/30° soit 2µl d’ARN dans 58µl d’eau Milli-Q 
 Les mesures des densités optiques (DO) se font sur un spectrophotomètre UVIKON 

923 (Kontron instruments) 
 Prendre les deux cuves en quartz propre  dans laquelle on dépose 60µl (volume 

minimum pour lire une DO) d’eau Milli-Q afin de faire le blanc 
 Déposer les échantillons d’ARN (soit 60µl) dans une autre cuve en quartz et prendre 

les mesures à 260nm (acide nucléique) et 280nm (protéine).Pour avoir une bonne 
estimation de la concentration, la DO doit être comprise entre 0,1 et 1 unité de DO (si 
on se situe en dehors de cet intervalle, il faut diluer ou concentrer les échantillons) 

 Le rapport de DO 260/280 doit être compris entre 1,8 et 2 pour considérer 
l’échantillon de qualité pur (Un ratio inférieur signifie une contamination par des 
protéines. Un ratio supérieur indique une dégradation des ARN) 

 Pour calculer la concentration d’ARN : 1 mesure de DO=40µg/ml d’ARN et ne pas 
oublier de multiplier le résultat trouvé par la dilution choisie 

 Faire des aliquots de 1 µg d’ARN pour faire les RT-PCR 
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TRANSCRIPTION INVERSE DES ARN (RT-PCR) 

Principe : La RT-PCR (Reverse Transcriptase PCR) est une technique qui associe une 
transcription inverse (RT) suivie d’une PCR. Elle permet de synthétiser le brin 
complémentaire d’un ARN avec des désoxyribonucléotides en utilisant une ADN polymérase 
ARN dépendante (transcriptase inverse).   

NB : Utilisation du kit QuantiTect Reverve Transcription de Qiagen 

1. Préparation des échantillons 
 A partir des dosages fait précédemment, préparer un volume d’ARN équivalent à 1µg 

par échantillons et compléter avec de l’eau (RNase free water) jusqu’à 12µl 
 Ajouter dans chaque tube 2µl de tampon gDNA Wipeout® 
 Homogénéiser à la pipette et centrifuger brièvement à la centrifugeuse de paillasse 
 Incuber 9 minutes à 42°C au thermocycleur 
 Mettre les tubes rapidement dans la glace 

 
2. Préparation des réactifs de la RT-PCR 
 Dans un microtube stérile, mélanger dans l’ordre : 

 Pour 1 tube (échantillons) Témoin négatif 
Quantiscript RT Buffer 4µl 4µl 

RT Primer Mix 1µl 1µl 
Quantiscript Reverse 

Transcriptase (enzyme) 
1µl 0µl 

ARN+gDNA Wipeout 14µl 14µl 
 

 Homogénéiser à la pipette et centrifuger brièvement 
 Placer dans le thermocycleur  préchauffé 
 Sélectionner le programme RT suivant : 15 minutes à 42°C, 3 minutes à 95°C pendant 1 cycle 
 Conserver les ADNc produit à -20°C. 
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PCR SEMI-QUANTITATIVE EN TEMPS REEL 

Principe : cette technique consiste à mesurer la quantité d’ADN polymérisé à chaque cycle 
(temps réel) grâce à un marqueur fluorescent. 

NB : Utilisation du Kit Quantitect™ SYBR® Green PCR de Qiagen 

1. Préparation du mix de PCR en temps réel 
 Préparer le mélange réactionnel suivant à l’abri de la lumière et transférer 19 μL par 

capillaire(1) 
Réactifs Concentration finale Volume pour 1 capillaire 

Rnase free water - De 2 à 7µl selon la 
concentration de MgCl2 

Amorce S (10μM) 0 ,5µM 1µl 
Amorce AS (10μM) 0,5µM 1µl 

MgCl2 (10mM) De 2,5mM à 5mM selon les 
amorces 

De 0 à 5µl selon la 
concentration de MgCl2 

QuantiTect SYBR Green 
PCR (2x) 

1x 10µl 

 
 Ajouter 1 μL d’ADNc dilué ou non selon pour faire une gamme étalon ou pour 

quantifier un échantillon 
 Insérer les capillaires dans le LightCycler(1) et vérifier qu’il y a le même volume dans 

chaque capillaire 
 

2. Conditions d’amplification et amorces choisies sur le LightCycler 
 
Gène Nombre de 

cycle 
Etapes Température Durée 

RSP29 

1 Activation de la 
Taq polymérase 

95°C 15 minutes 

43 Dénaturation 
Hybridation 
Elongation 

95°C 
57°C 
72°C 

10 secondes 
15 secondes 
10 secondes 

Synapsine 1 

1 Activation de la 
Taq polymérase 

95°C 15 minutes 

43 Dénaturation 
Hybridation 
Elongation 

95°C 
57°C 
72°C 

10 secondes 
15 secondes 
10 secondes 

Synapsine 2 

1 Activation de la 
Taq polymérase 

95°C 15 minutes 

43 Dénaturation 
Hybridation 
Elongation 

95°C 
57°C 
70°C 

10 secondes 
15 secondes 
10 secondes 

DAP kinase 

1 Activation de la 
Taq polymérase 

95°C 15 minutes 

50 Dénaturation 
Hybridation 
Elongation 

95°C 
58°C 
72°C 

10 secondes 
15 secondes 
10 secondes 
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Gène Amorce Sens (5’→3’)(3) Amorce Anti-sens (5’→3’)(3) Taille de 

l’amplicon 
(pb) 

RSP 29 ATGGGTCACCAGCAGCTCTA GCCCGTATTTACGGATCAGA 106 

Synapsine 1 GAGGCCCTCCACAACCAG CTGCTGTGGGACTTGGTAGG 147 

Synapsine 2 CATGGGTGTTTGCTCAGATG TCTCTCGGTGATTGGGGTAG 96 

DAP kinase AGCTCCAGGATAAGGGAGGA TGCCACGTGAAGAGCTGTC 140 

 

3. Calcul et Interprétation des résultats 

 Utiliser le logiciel  RelQuant software(2) après avoir vérifié que le pic de la courbe de 
fusion correspond bien à la taille de l’amplicon sur gel.  

 Les résultats seront exprimés en unité arbitraire. 
 

(1) Light cycler : appareil thermocycler à fluorescence Roche Diagnostic (Meylan, 
France) 

(2) Roche diagnostics, Manheim, Allemagne 

(3) Les oligonucléotides sont commandés chez Eurogentec. Les oligonucléotides ont été 
choisis à l’aide du programme Primer 3 (Whitehead Institute, Massachusetts Institute 
of Technology, USA) accessible par l’adresse internet, 
http://www.genome.wi.mit.edu.  
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PREPARATION D’UN GEL D’AGAROSE POUR ANALYSE QUALITATIVE D’ARN 
OU ADN PAR ELECTROPHORESE 

 Pour préparer un grand gel 1x (pour 15/20 échantillons) → ajouter 0,8g d’agarose 
dans 80ml de tampon TBE(1) (Tris-Borate-EDTA) 1X  

 Pour préparer un grand gel 1,5x (pour 15/20 échantillons) → ajouter 1,2g d’agarose 
dans 80ml de tampon TBE(1) (Tris-Borate-EDTA) 1X  

 Pour préparer un petit gel 1x (pour 8 échantillons) → ajouter 0,5g d’agarose dans 
50ml de tampon TBE 1X 

 Pour préparer un petit gel 1,5x (pour 8 échantillons) → ajouter 0,75g d’agarose dans 
50ml de tampon TBE 1X 

 Prendre une cuve d’électrophorèse(2) et positionner le peigne en Téflon  
 Chauffer le mélange au micro-onde afin de dissoudre l’agarose jusqu'à ce qu’il soit 

transparent (Attention à ne pas faire bouillir le mélange car il y a un risque de 
projection) 

  Ajouter 1 goutte de BET (bromure d’éthidium) dans la solution (attendre que la 
solution refroidisse (environ 50°C) avant de l’ajouter) afin d’obtenir une concentration 
de 0,5 µg/ml et homogénéiser 

 Couler le gel dans la cuve et laisser polymériser 
 Déposer dans les puits du gel, 10µl d’échantillon mélangés à 2µl de solution de 

dépôt(3) ainsi que les marqueurs de taille(4). 
 Refermer la cuve avec son couvercle et relier les électrodes à un générateur de courant 

continu (pôle négatif en haut de la cuve et pôle positif en bas de la cuve) 
 Faire migrer les échantillons et les marqueurs de taille sous une tension constante 

selon la taille du gel : 80 volts pour un petit gel pendant 50min 
                                      110 volts pour un grand gel pendant 50 min                                                                      

 Les échantillons contenus dans le gel sont visualisés sur plaque UV (312nm) par 
 

 

(1) Tampon TBE 10X→Tris 890mM, acide borique 890mM et EDTA 20nM à 
pH=8,2-8,3 (ajuster le pH si nécessaire avec de l’acide acétique glaciale).Pour du 
tampon TBE 1X, diluer 100ml de TBE 10X dans 900ml d’eau distillée pour 1 litre. 

(2) Wide Mini-Sub™ Cell (Bio-Rad) 
(3) Solution de dépôt 5X→Bleu de bromophénol 0,05% (p/v), saccharose 40% (p/v) 

EDTA à 0,1mM (pH=8,0) et SDS 0,5% (p/v) (Sigma) 
(4) Pour faire aliquots de marqueur de taille → 10µl de marqueur+90µl d’eau 

miliQ+20µl de bleu (1 aliquot=12µl) 
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PROTOCOLE DE BISULFITATION ET PCR  
 
Principe: Cette technique consiste à traiter l'ADN méthylée avec du bisulfite, qui convertit 
les cytosines non méthylées en uracile. Les cytosines méthylées restent inchangées pendant le 
traitement. Une fois converti, le profil de méthylation de l'ADN peut être déterminé par 
amplification par PCR suivie de séquençage de l'ADN 
 
La bisulfitation a été réalisé avec le kit EZ DNA Methylation-gold;Zymo research 

 
1. Preparation des réactifs :  

 
 CT conversion reagent  (à préparer 1 fois au début du kit) 

Dans le tube CT conversion reagent ajouter : 
- 900µL H2O 
- 300µL M-dilution buffer 
- 50µL M-dissolving buffer 

Mélanger à température ambiante en vortexant régulièrement pendant 10min  
(Conserver la solution à -20°C et passer à 37°C avant utilisation) 
 

 M-wash buffer : (à préparer 1 fois au début du kit) 
Ajouter 24mL d’éthanol 100% aux 6mL de M-wash buffer concentré  
 

2. Etape de bisulfitation 
 
 Dans un tube pour PCR : 

 130µL CT conversion reagent 
 20µL ADN  
Homogénéiser par refoulement a la pipette 
 

 Mettre le tube dans le thermocycler  
Programme : 1 - 98°C - 10min 
           2 - 64°C - 2h30min 
           3 - 4°C  pour stockage (10°C si nuit) 
 

 Dans une  colonne Zymo-spin IC (placée dans un tube 
collecteur): 

 600µL M-binding buffer 
 Le produit du thermocycler. Fermer et remuer pas retournement  
 

 Centrifuger a vitesse maxi (> 10 000 x g) pour 30s. Jeter le 
produit élué. 

 
 Ajouter 100µL de M-wash buffer dans la colonne  

 Centrifuger  a vitesse maxi pendant 30s. 
 

 Ajouter 200µL de M-wash buffer dans la colonne. 
Laisser 15-20min  à température ambiante. 
Centrifuger a vitesse maxi pendant 30s 

 
 ajouter 200µL de M-wash buffer dans la colonne X2 
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 Centrifuger a vitesse maxi pendant 30s 
 

 Placer la colonne dans un tube de 1.5mL  
 Ajouter 10µL de M-elution buffer directement sur la colonne et centrifuger à vitesse 
maxi pendant 30s pour éluer l’ADN 
 

3. Etape d’amplification par PCR 

 Pour 1 tube (échantillons) 
Tampon 2,5µl 

dntp 0,5µl 
MgCl2 0,75µl 

Amorces sens et antisens 0,5µl de chaque 
Enzyme 0,15µl 

Eau MilliQ 16,1µl 
ADN 4µl 

Volume final 25µl 
 

 Programme d’amplification 

Nombre de 
cycle 

Etapes Température Durée 

1 Activation de la 
Taq polymérase 

94°C 2 minutes 

40 

Dénaturation 
Hybridation 
Elongation 

94°C 
54°C 
72°C 

30 secondes 
30 secondes 
30 secondes 

Stockage 10°C Toute la nuit 
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PURIFICATION DE PRODUITS DE REACTION DE SEQUENÇAGE EN PLAQUE 
96 PUITS-SEPHADEX G50 

 
 
Principe : Cette étape a pour but de purifier par gel-filtration les produits de la réaction de 
séquençage. La résine Sephadex® G50 utilisée permet de dessaler les échantillons, d’éliminer 
les nucléotides non incorporés (les ddNTP marqués par un fluorochrome) et l’amorce utilisée 
pour la PCR de séquence présente en excès. La limite d’exclusion de la résine G50 correspond 
à un oligonucléotide d’environ 20 bases.  
 

1. Précautions 
 

 Les produits de la réaction de séquençage sont stockés à 4°C 
 Manipulation des produits de séquençage en pièce post-PCR 
 Prévoir de l’eau mQ du jour 
 Utilisation d’une centrifugeuse pour plaque 96 puits 
 Prévoir une plaque de récupération transparente à fond conique. 

 
 

2. Préparation de la plaque de G50 
 

 Retourner la plaque MultiScreen HV. Coller un film alu autocollant en dessous de la 
plaque Multiscreen de façon à bien protéger la membrane de chaque puits. 

 Déposer de la résine Sephadex® G 50 dans chaque puits du chargeur de colonne,  
 Retirer l’excès de résine  sur le chargeur de colonne avec la raclette et récupérer 

l’excès de résine dans le pot stock, 
 Placer la plaque MultiScreen HV à l’envers sur le chargeur jusqu’au butoir et 

retourner l’ensemble, 
 Taper légèrement sur le chargeur pour évacuer la résine vers la plaque.  
 Ajouter 300 μl d’eau mQ dans chaque puits contenant de la résine, fermer la plaque 

MultiScreen HV avec son couvercle et laisser incuber 3 heures à 4°C.  
 
Les plaques MultiScreen HV contenant de la résine Sephadex® G 50 imbibée d’eau peuvent 
être stockées à 4 °C pendant 2 semaines. 
 

3. Tassement de la colonne avant la première utilisation de la plaque de G50 
 

 Masquer avec un film aluminium les puits qui ne vont pas être utilisés. 
 Sans retourner la plaque Multiscreen, enlever le film aluminium sous les puits qui vont 

être utilisés. 
 Placer la plaque de filtration Multiscreen HV sur la plaque de récupération de 350 µL. 
 Equilibrer avec une plaque usagée et une plaque de récupération 
 Centrifuger le montage à 910 g pendant 5 min. 
 Vider la plaque de récupération et la conserver pour les prochaines plaques. 

 
4. Tassement de la colonne pour les utilisations suivantes de la plaque de G50 

 
 Enlever le film aluminium au-dessus des puits qui vont être utilisés. 
 Sans retourner la plaque Multiscreen, enlever le film aluminium sous les puits qui vont 

être utilisés. 
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  Réhydrater les puits en ajoutant de l’eau milliQ jusqu’à la surface du puits. 
 Placer la plaque de filtration Multiscreen HV sur la plaque de récupération de 350 µL. 
 Equilibrer avec une plaque usagée et une plaque de récupération 
 Centrifuger le montage à 910 g pendant 5 min. 
 Vider la plaque de récupération et la conserver pour les prochaines plaques. 

 
5. Purification 

 
 Ajuster le volume de la réaction de séquençage à 20 µl à l’aide d’eau milliQ. 
 Déposer la plaque de filtration Multiscreen HV sur une plaque neuve 96 puits 

transparente à fond conique de 250 µL. 
 Déposer les 20 µl de produits de séquençage au centre de chaque puits de la plaque de 

filtration, sans toucher les bords et la résine. 
 Equilibrer avec une plaque usagée et une plaque de récupération. 
 Centrifuger à 910 g pendant 4 min. 
 Couvrir la plaque neuve 96 puits transparente à fond conique de 250 µL par un film 

adhésif transparent, l’emballer dans du papier aluminium et la conserver à 4°C. 
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NEGATIVE GEOTAXIS 

Principe : Ce test psychomoteur est un test de retournement des animaux de laboratoire 
(mammifères, souvent rongeurs) depuis la position « tête en bas » vers la position « tête en 
haut ». Il met en jeu la fonction motrice sur la commande des muscles des membres 
nécessaires à l’opération de retournement ainsi que la coordination des mouvements entre les 
quatre membres des individus. Ce test ce base sur le malaise de position des individus 
positionnés la tête en bas sur un plan incliné, ce qui engendre un reflex de retournement de 
ceux-ci afin de retrouver une position naturelle et préférée (position « tête en haut ») 
(Schroeder et al., 1995). De façon physiologique, ce reflex de retournement s’acquière avant 
le sevrage (au cours de la deuxième semaine après la naissance chez les rongeurs), mais le test 
peut être effectué à tous moment de la vie. 

 

1. Procédure 

Le jour du test, la mère allaitante est séparée dans sa portée pendant le temps de réalisation du 
test. Les jeunes individus sont testés un à un. Les individus sont placés délicatement sur leur 
quatre pattes en position « tête en bas » et maintenus par l’expérimentateur sur une surface 
plane inclinée à 20%; idéalement recouverte de feutrine. Sans latence, les individus sont 
lâchés et laissés libre de leur mouvements et un chronomètre est déclenché. Le temps 
nécessaire pour reprendre une position « tête en haut » sur le plan incliné (alignement du 
museau jusqu’au bas du dos) est mesuré. En général, quelques dizaines de secondes suffisent, 
avec en plus une diminution de ce temps en fonction de l’avancée en âge des individus. Ainsi, 
un temps maximum pour réaliser le test est fixé à 120 secondes. A la fin du test (échec total 
avec un temps de 120 secondes ou réussite en quelques secondes), chaque individu rejoint la 
cage maternelle, et la mère y est repositionnée lorsque tous les individus sont passés. 

 

2. Analyse 

Les données sont exprimées en moyenne ± écart type en fonction des groupes expérimentaux. 
Plus le temps nécessaire pour retrouver la position « tête en haut » est élevé, plus l’acquisition 
du reflex de retournement est mauvaise suggérant un trouble des fonctions motrices et de 
coordination au moment du test (jour post-natal). 

Si ce test est réalisé en cinétique sur plusieurs jours, il est possible de mesurer l’amélioration 
de l’acquisition de ce reflex par une diminution du temps nécessaire. Ainsi, entre plusieurs 
groupes expérimentaux, il peut apparaître un retard d’acquisition des uns par rapport aux 
autres en fonction du niveau de maturation des circuits nerveux mis en jeu. 
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RIGHTING REFLEX 

Principe : Ce test psychomoteur est un test de retournement des animaux de laboratoire 
(mammifères, souvent rongeurs) depuis la position « couché sur le dos » vers la position 
quadrupède. Il met en jeu la fonction motrice sur la commande des muscles nécessaires à 
l’opération de retournement ainsi que la coordination des mouvements entre « l’avant-main » 
et « l’arrière main » des individus. Ce test ce base sur le malaise de position des individus 
retournés et reposés dorsalement, ce qui engendre un reflex de retournement de ceux-ci afin 
de retrouver une position naturelle et préférée (position quadrupède) (Schroeder et al., 1995). 
De façon physiologique, ce reflex de retournement s’acquière au cours des premiers jours 
après la naissance et le test ne s’effectue donc plus après la première semaine. 

1. Procédure 

Le jour du test, la mère allaitante est séparée dans sa portée pendant le temps de réalisation du 
test. Les jeunes individus sont testés un à un. Les individus sont placés délicatement sur le dos 
en position allongée et maintenus par l’expérimentateur sur une surface plane; idéalement 
recouverte de feutrine. Sans latence, les individus sont lâchés et laissés libre de leur 
mouvements et un chronomètre est déclenché. Le temps nécessaire pour reprendre une 
position quadrupède (les quatre plantes des pattes en contact avec le support) est mesuré. En 
général, quelques secondes suffisent, avec en plus une diminution de ce temps en fonction de 
l’avancée en âge des individus. Ainsi, un temps maximum pour réaliser le test est fixé à 120 
secondes. A la fin du test (échec total avec un temps de 120 secondes ou réussite en quelques 
secondes), chaque individu rejoint la cage maternelle, et la mère y est repositionnée lorsque 
tous les individus sont passés. 

2. Analyse 

Les données sont exprimées en moyenne ± écart type en fonction des groupes expérimentaux. 
Plus le temps nécessaire pour retrouver la position quadrupède est élevé, plus l’acquisition du 
reflex de retournement est mauvaise suggérant un trouble des fonctions motrices et de 
coordination au moment du test (jour post-natal). 

Si ce test est réalisé en cinétique sur plusieurs jours, il est possible de mesurer l’amélioration 
de l’acquisition de ce reflex par une diminution du temps nécessaire. Ainsi, entre plusieurs 
groupes expérimentaux, il peut apparaître un retard d’acquisition des uns par rapport aux 
autres en fonction du niveau de maturation des circuits nerveux mis en jeu. 

Les circuits nerveux mis en jeu sont les zones motrices primaires, les noyaux gris centraux et 
le cervelet. Ce test peut être complété par un test moteur strict (exemple le test de suspension) 
afin de préciser l’analyse entre les fonctions motrices et de coordination. 
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TEST DE SUSPENSION 

Principe : Ce test évalue les performances motrices chez les rongeurs. Il met en jeu la 
fonction motrice sur la commande des muscles des membres antérieurs. Ce test évalue la 
capacité musculaire maximale des individus pour maintenir le poids de leur propre corps en 
suspension « au-dessus du vide ». De façon physiologique, ce test est plus pertinent après la 
première semaine chez les jeunes individus pour des raisons de maturation post-natale 
(Schroeder et al., 1995). Il peut être effectué chez l’adulte avec une adaptation du dispositif 
(hauteur et diamètre de la barre) mais il devient de moins en moins pertinent avec l’âge du fait 
de l’augmentation du poids des animaux et de l’existence de test plus adapté aux âges adultes 
(exemple le Rota-rod).  

1. Procédure 

Le jour du test, la mère allaitante est séparée dans sa portée pendant le temps de réalisation du 
test. Les jeunes individus sont testés un à un. Les individus sont placés délicatement en 
suspension par leurs pattes avant sur une tige métallique (1 mm de diamètre) tendue entre les 
deux cotés d’un cadre à environ 20 cm au-dessus d’une table. Une plaque de plexiglas est 
positionnée à un centimètre au-dessus de la tige pour empêcher les ratons de tourner autour 
d’elle et une aire d’accueil en coton est placée sous le dispositif en cas de chute. Le temps 
pendant lequel l’animal demeure en suspension est enregistré. Un temps maximum n’est pas 
essentiel dans ce test, mais peut être appliqué (exemple 120 seconde chez les individus avant 
le sevrage ; augmenter ce temps chez les individus plus âgés). A la fin du test (généralement 
déterminé par la chute de l’individu chez les jeunes sujets), chaque individu rejoint la cage 
maternelle, et la mère y est repositionnée lorsque tous les individus sont passés. 

2. Analyse 

Les données sont exprimées en moyenne ± écart type en fonction des groupes expérimentaux. 
Plus le temps de suspension est élevé, plus la capacité musculaire est importante. 

Si ce test est réalisé en cinétique sur plusieurs jours, il est possible de mesurer l’augmentation 
des capacités musculaires par une augmentation du temps de suspension. Ainsi, entre 
plusieurs groupes expérimentaux, il peut apparaître un retard de maturation des uns par 
rapport aux autres en fonction du niveau de maturation des circuits nerveux ou des groupes 
musculaires mis en jeu. Les circuits nerveux mis en jeu sont essentiellement les zones 
motrices primaires. 
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HOMING 

 

Principe : Ce test correspond à une étude des capacités d’apprentissage et de mémoire 
olfactivo-hippocampo-dépendantes chez les jeunes individus avant le sevrage. Il est basé sur 
les aptitudes des individus (essentiellement les rongeurs de laboratoire) à reconnaître et suivre 
les informations environnementales afin de retrouver leur environnement maternel habituel. 
Le parcours est caractérisé par un couloir de progression composé par un labyrinthe en T. A 
l’une des extrémités (base du T), la zone de départ est déterminée alors qu’aux autres 
extrémités du T (droite et gauche), deux zones d’arrivée ou de « sortie » du labyrinthe sont 
définies. Dans chacune de ces zones d’arrivée est déposé une quantité équivalente de litière 
soit fraîche, soit provenant de la cage maternelle d’élevage des jeunes individus testés. La 
répartition des deux type de litière est aléatoire (droite ou gauche en fonction des passages). 
Ce test est généralement effectué pendant la phase d’allaitement à partir du moment où 
l’activité exploratoire des individus commence à se développer développée (à partir de 5 jours 
post-natal). 

 

1. Procédure 

Le dispositif est un labyrinthe en T présentant un couloir de 9 cm de large et 30 cm de hauteur 
et dont la longueur de la barre « verticale du T » est de 46 cm et de la « barre horizontale du 
T » est de 60 cm. Les individus sont testés un à un aux jours 5, 7 9, 11 et 14 après la 
naissance. Au moment du test, chaque zone d’arrivée reçoit la même quantité de litière soit 
fraiche, soit appartenant à la boite d’élevage de l’individu testé. Chaque individu est déposé 
dans le bras de départ et il est laissé libre de ces mouvements pendant un temps maximum de 
5 minutes. Le labyrinthe est débarrassé de la litière et nettoyé à l’alcool 50-70% entre chaque 
rat. Les paramètres enregistrés sont la latence d’entrée dans le compartiment contenant la 
litière connue (entrée avec les quatre pattes dans le compartiment) et le nombre d’erreurs 
(entrée avec les quatre pattes dans le bras contenant la litière fraîche ou dans un bras déjà 
emprunté qualifié de « retour en arrière »). Si l’animal n’a pas rejoint le compartiment 
contenant litière connue dans le temps imparti, le maximum de temps lui est attribué (5 min). 

2. Analyse 

Les données sont exprimées en moyenne ± écart type pour le temps de latence et les erreurs 
en fonction des groupes expérimentaux. Un pourcentage d’échec peut être calculé avec les 
individus qui n’ont pas rejoint la litière connue dans le temps imparti. Plus le nombre total 
d’erreurs et la latence de sortie sont importants, moins les performances mnésiques sont 
importantes. Si une différence n’apparait que pour la latence de sortie, il convient d’effectuer 
un test d’activité locomotrice pour vérifier que les individus ne présentent pas de trouble 
locomoteur qui serait perturbateur pour l’analyse mnésique de ce test. Les structures 
cérébrales impliquées sont essentiellement le tractus olfactif, le cortex olfactif et 
l’hippocampe.  
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LABYRINTHE EN MULTI-T 

Principe : Ce test correspond à une étude des capacités d’apprentissage et mémorisation 
hippocampo-dépendantes. Il est basé sur les aptitudes des individus (essentiellement les 
rongeurs de laboratoire) à mémoriser un parcours dans lequel ils naviguent en fonction de 
repèrent environnementaux (non contrôlés par l’expérimentateur). Le parcours est caractérisé 
par un couloir de progression composé par l’enchainement linéaire de plusieurs labyrinthes en 
T « empilés » successivement et décalés les uns par rapport aux autres. A l’une des 
extrémités, la zone de départ est déterminée alors qu’à l’autre extrémité, la zone d’arrivée ou 
de « sortie » du labyrinthe est définie. En général, de 3 à 5 labyrinthes en T sont associés pour 
construire le parcours global. Ce parcours défini donc un tracé « idéal » dans lequel les 
individus ont une utilisation optimale de leurs ressources et des accès en « cul-de-sac » dans 
lesquels les individus perdent de l’efficacité comportementale. Afin de conserver une 
motivation optimale homogène chez tous les individus d’une étude, il est nécessaire de 
délivrer une récompense alimentaire aux animaux dès leur arrivée dans la zone de sortie du 
labyrinthe. Pour cela trois méthodes ; (i) soit les animaux sont préalablement (plusieurs 
semaines avant le test) habitués à recevoir une petite quantité (< une noisette par jour) de lait 
concentré sucré ou chocolat ou céréale sucré en flocon, (ii) soit les animaux sont maintenus à 
90% de leur poids habituel deux semaines avant le test, (iii) soit les animaux sont mis à jeun 
24 à 48 heures (en fonction de l’âge) avant chaque test. Dans ces deux derniers cas, les 
animaux reçoivent une croquette de leur aliment habituel lors de leur arrivée en zone de sortie 
et la termine dans leur cage d’élevage. Ce test peut être effectué à tous les âges à partir du 
moment où l’activité exploratoire des individus est bien développée (en général légèrement 
avant le sevrage chez les rongeurs). 

1. Procédure 

Le dispositif est un labyrinthe constitué par l’assemblage successif de 5 modules en T 
identiques présentant chacun un couloir de 9 cm de large et 30 cm de hauteur et dont la 
longueur de la barre « verticale du T » est de 46 cm et de la « barre horizontale du T » est de 
60 cm. Pour cette phase du test, les animaux sont mis à jeun 24 heures avant le début du test 
et passent dans le labyrinthe 1 fois par jour et cela pendant 5 jours consécutifs entre le 14 ème 
et le 18 ème jour post-natal. Les individus sont testés un à un. Au moment du test, chaque 
individu est déposé dans le bras de départ et il est laissé libre de ces mouvements. Leur 
motivation est renforcée à chaque essai, en leur permettant de manger un bouchon de 
nourriture dans la zone d’arrivée du labyrinthe. Les couloirs du labyrinthe sont nettoyés à 
l’alcool 70% entre chaque rat. Les paramètres enregistrés sont le nombre d’erreurs (entrée 
avec les quatre pattes dans un bras impasse ou dans un bras déjà emprunté qualifié de « retour 
en arrière ») et la latence de sortie du labyrinthe (entrée avec les quatre pattes dans le bras 
d’arrivée). Cette phase constitue la phase d’acquisition du parcours dite « d’apprentissage ». 

Par la suite, un test de réutilisation de l’acquisition dit « test de mémoire » peut être réalisé, 
par un seul passage dans le même dispositif, chaque mois (30 jours entre chaque essai – durée 
qui peut varier selon l’expérimentateur). Les mêmes paramètres que précédemment sont 
mesurés.  
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2. Analyse 

Les données sont exprimées en moyenne ± écart type en fonction des groupes expérimentaux. 
Plus le nombre total d’erreurs et la latence de sortie sont importants, moins les performances 
mnésiques sont importantes. Si une différence n’apparait que pour la latence de sortie, il 
convient d’effectuer un test d’activité locomotrice pour vérifier que les individus ne 
présentent pas de trouble locomoteur qui serait perturbateur pour l’analyse mnésique de ce 
test. 
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EVITEMENT PASSIF 

Principe : Ce test correspond à une étude des capacités d’apprentissage et mémorisation 
hippocampo-indépendantes. Il est basé sur les aptitudes des individus (essentiellement les 
rongeurs de laboratoire) à utiliser leur mémoire associative en mettant en relation une position 
ou une situation environnementale avec un stimulus généralement aversif. Ce test utilise la 
préférence de positionnement des rongeurs auxquels le choix est laissé entre un compartiment 
lumineux et un compartiment sombre d’une enceinte expérimentale. Dans ce type de 
dispositif de choix binaire, les rongeurs se positionnent préférentiellement dans le 
compartiment sombre, même si une exploration globale est généralement observée. Le 
stimulus aversif le plus couramment utilisé est le choc électrique modéré. Ce stimulus est 
appliqué au travers de barreaux ou d’une grille métallique qui composent le sol et il est 
délivré par l’expérimentateur lorsque les individus pénètrent dans le compartiment sombre. Le 
but est ici de recruter la mémoire associative des animaux pour qu’ils apprennent à éviter leur 
positionnement préféré (sombre) en associant celui-ci à une aversion stimulée. Ce test peut 
être effectué à tous les âges à partir du moment où l’activité exploratoire des individus est 
bien développée (en général au moment du sevrage chez les rongeurs). 

1. Procédure 

Le dispositif est constitué d’une enceinte composée de deux compartiments de taille 
équivalente (25 x 40 cm) séparé par une paroi au centre de laquelle est délimitée une 
ouverture (10 x 10 cm) laissant un passage libre entre les deux compartiments. Les murs de 
chaque compartiment ont une hauteur de 35 cm, empêchant les animaux de s’échapper vers le 
haut (les murs sont de couleur noire). Le sol des deux compartiments est composé d’une grille 
métallique à barreaux fins (< 1mm) permettant de délivrer indépendamment dans les deux 
compartiments des chocs électriques ponctuels ou répété (0.13 mA ; fréquence 1/sec). L’un 
des compartiments est éclairé par une lampe (à lumière froide) de 25W et l’autre 
compartiment est non éclairé. Les individus sont testés un à un. Au moment du test, chaque 
individu est déposé dans le compartiment éclairé et il est laissé libre de ces mouvements 
pendant un temps maximum de 2 minutes. Le dispositif est nettoyé à l’alcool 50-70% entre 
chaque passage. .Le test se déroule en trois phases. La première phase dite de 
conditionnement consiste à laisser l’animal explorer librement le dispositif sans délivrer de 
choc électrique. Un seul passage est réalisé et le temps de latence de première entrée dans le 
compartiment sombre et le temps de présence dans ce même compartiment est relevé. Lors de 
la deuxième phase (qui peut être réalisée dès le lendemain), l’animal subit le même type de 
passage que précédemment mais des chocs électriques sont délivrés lorsque l’animal entre 
dans le compartiment sombre. Cette deuxième phase est réalisée selon deux passages 
minimum et le temps de sortie du compartiment sombre sous stimulation électrique est relevé. 

Par la suite, un test de réutilisation de l’acquisition dit « test de mémoire » est réalisé 
(troisième phase), par un seul passage dans le même dispositif, chaque mois (30 jours entre 
chaque essai – durée qui peut varier selon l’expérimentateur). Ce sont le temps passé dans la 
compartiment éclairé et le nombre d’erreurs c’est à dire le nombre de retour dans le 
compartiment sombre qui sont mesurés.  
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2. Analyse 

Les données sont exprimées en moyenne ± écart type en fonction des groupes expérimentaux. 
Lors de la première phase, un temps de présence plus important dans le compartiment sombre 
montre une préférence de positionnement des animaux (validation du test). 

Lors de la deuxième phase, une diminution du temps de présence dans le compartiment 
sombre indique une bonne association entre les paramètres (compartiment sombre et choc 
électrique). 

Lors de la troisième phase, plus le temps de latence d’entrée dans le compartiment sombre est 
important, meilleure est la mémoire associative des individus. 
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OPEN FIELD 

Principe : Ce test est celui de l’observation libre des comportements animaux dans une 
enceinte close homogène sans autre dispositifs particuliers. Ce test est issu de l’éthologie dont 
l’essor se situe dans les années 1970 et qui met en avant l’observation et la quantification des 
items comportementaux qui composent les grandes fonctions comportementales, selon le 
principe « l’animal montre lui-même son niveau d’activité en fonction du milieu dans lequel il 
se trouve, mais sans contrainte expérimentale particulière ; il revient au scientifique de capter 
et mesurer les différents items ». C’est une des méthodes les plus traditionnelles et largement 
utilisé pour l’évaluation des comportements locomoteur, exploratoire, ainsi que l’état 
émotionnel chez le rongeur (Tobach, 1969). Ce test peut être effectué à tous les âges à partir 
du moment où l’activité exploratoire des individus est bien développée (en général au moment 
du sevrage, vers une vingtaine de jour chez les rongeurs). 

1. Procédure 

Les individus sont testés un à un. Le dispositif se compose d’une arène circulaire de 1 m de 
diamètre et dont la hauteur des murs est de 35 cm. Le sol est constitué d’une plaque en verre 
sur laquelle a été dessiné au milieu un cercle dit central de 50 cm laissant apparaitre entre ce 
cercle et les murs du dispositif un deuxième cercle dit périphérique de 100 cm. Plusieurs 
lignes radiales traversent les deux zones divisant la surface de l’arène en 8 quartiers centraux 
et 8 quartiers périphériques. Les animaux testés sont délicatement placés au milieu du 
dispositif et l’explorent librement pendant un temps fixé (généralement entre 2 et 10 minutes 
en fonction de l’âge). Le dispositif est nettoyé à l’alcool 50 à 70% entre chaque rat. Les 
paramètres mesurés sont le nombre d’entrée dans les quartiers périphériques et centraux 
(quatre pattes dans le quartier) ainsi que le nombre de redressement (les deux pattes 
antérieures décollées du sol et les deux pattes postérieures au sol). A la fin du test, chaque 
individu rejoint sa cage d’élevage. 

2. Analyse 

Les données sont exprimées en moyenne ± écart type en fonction des groupes expérimentaux. 
Plus le nombre total de quartiers visités est important, plus l’activité locomotrice est 
importante. Une dichotomie entre les visites des quartiers périphériques et centraux peut être 
réalisée. Plus les individus visitent les quartiers périphériques au détriment des quartiers 
centraux, plus ils donnent d’indices d’anxiété. Il est toutefois nécessaire de confirmer ces 
indices par un test spécifique du niveau d’anxiété (exemple le labyrinthe en croix surélevé – 
elevated plus maze). 

Enfin, plus les individus montrent de redressement, plus leur niveau d’exploration et 
d’intéressement à leur environnement est important. Les circuits nerveux mis en jeu sont 
multiples dans ce type d’approche éthologique mais on peut citer le système limbique avec 
notamment les amygdales, le thalamus et les aires sensitives et décisionnelles du cortex 
pariétal et temporal.
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Ré sumé  

De nombreuses études ont montré qu’une altération du métabolisme de l’homocystéine, à l’origine de son 
accumulation dans les cellules, constituait un facteur de risque pour la survenue de différentes pathologies, en 
particulier les maladies neurodégénératives. Par ailleurs, alors que les effets délétères d’une hypoxie néonatale 
sévère sont bien documentés, il a été plus récemment montré qu’un épisode hypoxique suffisamment modéré 
pour ne pas induire de lésions cérébrales exerçait des effets neuroprotecteurs, avec une stimulation de la 
neurogenèse. Notre objectif principal était d’étudier les conséquences cérébrales d’une carence précoce en 
donneurs de groupements méthyles (folates, vitamine B12) combinée ou non à une stimulation hypoxie-
dépendante de la neurogenèse. Les effets de la carence ont été explorés chez des rats nés de mères carencées en 
donneurs de méthyles au cours de la gestation et de la période d’allaitement. L’utilisation d’un modèle de 
progéniteurs neuronaux carencés a permis d’approfondir l’étude des mécanismes impliqués. Les résultats ont 
montré des atteintes de l’intégrité tissulaire de certaines aires cérébrales comme l’hippocampe et le cervelet ainsi 
que des déficits comportementaux associés, à différents stades de la vie chez les animaux carencés, en dépit d’un 
retour à une alimentation standard au sevrage. Ces perturbations ont été caractérisées comme essentiellement 
relatives à des processus épigénétiques et à l’homocystéinylation de protéines neuronales spécifiques. De plus, 
un dimorphisme sexuel est apparu, avec la participation de voies cellulaires dépendantes du récepteur ERα. La 
neurogenèse induite dans les zones germinatives par un épisode hypoxique néonatal bref a engendré des 
conséquences bénéfiques à long terme sur le vieillissement cérébral des rats mâles, avec un maintien de 
l’intégrité de l’hippocampe, en termes de densité cellulaire, phénotypes des circuits nerveux, plasticité 
synaptique et performances cognitives associées. Enfin, la combinaison des deux facteurs, carence et hypoxie, a 
montré que le conditionnement cérébral par l’hypoxie néonatale était capable d’améliorer le devenir tissulaire et 
fonctionnel du cerveau des animaux carencés. Les mécanismes clés interviendraient au cours de périodes 
critiques de maturation des différentes structures cérébrales, soulignant l’importance des processus de 
« programmation fœtale ». 
Mot clés : Acide folique, vitamine B12, homocystéine, neurogenèse, hypoxie cérébrale, neuroplasticité, 
programmation fœtale  

Summary 

Numerous studies have shown that an alteration of homocysteine metabolism, leading to cell accumulation of 
homocysteine, constitutes a risk factor for various pathologies, including neurodegenerative diseases. 
Furthermore, whereas deleterious effects of severe neonatal hypoxia have been well documented, it was shown 
more recently that a moderate episode of hypoxia which does not induce apparent brain injury can exert 
neuroprotective effects, with a stimulation of neurogenesis. Our main goal was to study the consequences on the 
brain of an early deficiency of methyl donors (folate, vitamin B12) with or without a hypoxia-related stimulation 
of neurogenesis. The effects of deficiency were investigated in rats born from dams fed a deficient diet during 
gestation and the lactating period. In vitro neuroprogenitors were additionally used for the study of cell 
mechanisms involved. Data showed alterations of tissue integrity in some brain areas such as the hippocampus 
and the cerebellum, with associated behavioral deficits at various ages, in spite of a return to normal diet at 
weaning. Brain alterations were shown to be mainly related to epigenetic mechanisms and to homocysteinylation 
of specific neuronal proteins. Moreover, a prominent sexual dimorphism was depicted, with the participation of 
cellular pathways involving ERα receptor. Neurogenesis induced in germinative zones by a brief neonatal 
hypoxia led to long term beneficial effects on brain aging in male rats, with preserved integrity of the 
hippocampus, in terms of cell density, brain circuit phenotypes, synaptic plasticity, and related cognitive 
functions. Finally, the combination of deficiency and hypoxia revealed that brain conditioning by brief neonatal 
hypoxia was able to improve tissular and functional brain outcome in deficient rats. The key mechanisms 
involved would occur at critical periods during the maturation of the various brain structures, thus highlighting 
the role of fetal programming. 
 Key words: Folic acid, B12 vitamin, homocysteine, neurogenesis, brain hypoxia, neuroplasticity, fetal 
programming  
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