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Résumé

De plus en plus d’études montrent un lien entre la teneur en vitamine K (VK) dans
I’organisme et la cognition. Certaines études effectuées in vitro on montré 1’effet de la VK au
niveau moléculaire, mais trés peu in vivo. Une étude récente de Tamadon-Nejad a montré
qu’un traitement de 14mg/kg/jr de warfarine, un antagoniste de la VK, administré
simultanément a des injections sous-cutanées de 85mg/kg/jr de phylloquinone entrainait une
diminution significative de la concentration de MK-4 du cerveau, résultant en une diminution
significative du statut vitaminique K au cerveau, une altération de la cognition, du
comportement exploratoire et de la locomotion [1]. Dans la présente étude, le traitement de
Tamadon-Nejad a été modifi¢ et les doses de phylloquinone ont été¢ augmentées a 120mg/kg/jr
(WVK) ce qui a maintenu une diminution significative de la concentration de la concentration
de MK-4 dans le cerveau, mais a entrainé une surcompensation par la phylloquinone, résultant
en une augmentation significative du statut vitaminique K au cerveau. Ce statut a été associé a
une mémoire de reconnaissance intacte et corrélé a une amélioration de la mémoire spatiale
des rats WVK. Le traitement a aussi ét¢ associé¢ a une augmentation significative de I’anxiété
et au rétablissement du comportement exploratoire et de la locomotion des rats WVK
comparativement a 1’étude de Tamadon-Nejad [1]. Dans I’hippocampe des rats WVK,
I’amélioration de la cognition et le rehaussement du statut vitaminique K du cerveau n'ont pas
induit de variation significative de I’activation des protéines dépendantes de la VK Gas6 et
Protéine S, mais ont été associés a une augmentation significative de ’activation de la voie
MAPK, a une inhibition de 1’apoptose et a une présence accrue de la microglie. En somme,
cette étude confirme le role modulateur de la VK dans le cerveau sur la cognition et la survie

cellulaire.

Mots-clés : vitamine K, phylloquinone, MK-4, warfarine, cognition, cerveau, hippocampe, rat,

Gas6, protéine S, MAPK, caspase, microglie



Abstract

There is growing evidence that vitamin K (VK) plays a role in cognition. Some in vitro
studies have shown how VK affects different molecular pathways in brain cells, but few in
vivo studies have been conducted. Recently, a study from Tamadon- Nejad showed that a
treatment of 14mg/kg/d of warfarine, a VK antagonist, given simultaneously with
subcutaneous injections of 85mg/kg/d lead to a significant decrease in MK-4 concentration in
brain, resulting in a significant decrease of VK status in brain, and perturbation in cognition,
exploratory behaviour and locomotion [1]. In the present study, we modified the treatment
used in Tamadon-Nejad and increased the phylloquinone doses to 120mg/kg/d which
maintained the significant decrease in MK-4 concentration in brain, but lead to an
overcompensation of phylloquinone that resulted in an increase of VK status in brain. This
status was associated with an intact recognition memory and correlated with an improvement
in spatial memory of WVK rats. The treatment was also associated with a significant increase
in anxiety and recovery of exploratory behavior and locomotion compared to rats in the
Tamadon-Nejad study [1]. In WVK rat hippocampi, cognition improvement and increased VK
status were not associated with significant variation in VK dependant proteins (VKDP) Gas6
and Protein S activation, but were associated with an increase in the MAPK activation
pathway, an inhibition of apoptosis and, an increased presence of microglia. In summary, this

study confirms the modulatory role of VK in brain in cognition and cell survival.

Keywords : vitamin K, phylloquinone, MK-4, warfarin, cognition, brain, hippocampus, rat,

Gas6, protein S, MAPK, caspase, microglia
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Introduction :

Prenant en compte le vieillissement de la population [2], la perte de capacités cognitives qui
peut y €tre associé [3] et le role de la nutrition dans I’activité synaptique et le métabolisme
cérébral [4], il y a intérét a approfondir nos connaissances sur le réle de la vitamine K dans le
cerveau. La vitamine K est un nutriment reconnu pour son rdle dans la coagulation. Les études
des dernieres années lui ont attribué un role important dans les fonctions cérébrales, dont un
effet bénéfique sur la cognition. En effet, une étude de Carrié et al. sur I’animal a montré
qu’une dicte pauvre en vitamine K entrainait de moins bonnes capacités cognitives avec 1’age
[5]. Une étude plus récente chez des rats traités a la warfarine, un antagoniste de la vitamine K
(AVK), a montré qu’une diminution importante de la vitamine K du cerveau était associé a des
perturbations cognitives et comportementales et des altérations dans le métabolisme des

sphingolipides dans le cerveau [1].

Chez I’humain, une étude longitudinale de Presse et al. a montré une association entre un plus
haut taux de vitamine K sérique et une meilleure mémoire épisodique verbale chez des sujets
agés sains [6]. Une autre étude du méme auteur a montré qu’un apport plus faible en vitamine
K par la dicte était associé¢ au déclin cognitif de sujets atteints des premiers stades de la

maladie d’ Alzheimer [7].

La prise d’AVK comme la warfarine, par les personnes agées pour diminuer leur risque de
thrombose ou d’embolie, a aussi été associée a des perturbations cognitives [8], un volume
cérébral plus petit [9], une moins bonne mémoire de travail et une moins bonne aisance
verbale, sans toutefois étre associée avec le fonctionnement cognitif global [10]. Une autre
¢tude a aussi montré qu’une diete riche en vitamine K était associée a moins de plaintes de
pertes de mémoire chez des personnes agées [11]. Ainsi, la vitamine K pourrait avoir un role

sur les fonctions cognitives cérébrales, mais son mécanisme d’action reste a élucider.



Dans le cerveau, la vitamine K est déja connue pour son rdle dans 1’activation de plusieurs
voies de signalisation cellulaire par 1’activation de la protéine Gas6 et de la protéine S [12]. De
plus, elle affecte le métabolisme des sphingolipides qui pourrait aussi moduler la signalisation
cellulaire cérébrale [1, 13] Enfin, des études ont montré un role spécifique de la vitamine K
dans la diminution de I’inflammation et I’augmentation de la survie de cellules cérébrales [14].
Or, jusqu’a maintenant, les effets moléculaires de la vitamine K sur le cerveau ont surtout été

démontrés in vitro, mais peu encore in vivo.

Cette étude a donc pour objectif d’approfondir les aspects mécanistiques de 1’effet de la
vitamine K sur les fonctions cognitives et comportementales in vivo. Comme le rat est un
modele souvent utilisé pour étudier la vitamine K et le systéme nerveux, c’est la population
cible qui sera retenue pour cette nouvelle étude in vivo. Plus précisément, les aspects
moléculaires analysés seront [’activation des protéines dépendantes de la vitamine K,
I’activation de certaines protéines de signalisation cellulaire, ainsi que la présence de
marqueurs d’intégrité des cellules neuronales. Les aspects comportementaux analysés seront la

cognition, I’anxiété, le comportement exploratoire et la motricité.



Revue de la littérature :

1. Vitamine K

La vitamine K a d’abord été découverte pour son role dans la coagulation sanguine. En 1929,
le biochimiste Henrik Dam de 1’université de Copenhague constata des hémorragies chez des
poulets nourris avec une di¢te sans gras ni cholestérol. Son équipe découvrit par la suite que
cela était causé par ’absence de cette vitamine liposoluble dans la diete. Nommée vitamine K
pour la premicre lettre du mot coagulation en langue scandinave, ses caractéristiques furent
d’abord étudiées sous sa forme phylloquinone (vitamine K;) en 1939, puis sous sa forme

ménaquinone (vitamine K,) en 1940 [15].

1.1 Structure et origine

La vitamine K se trouve dans la nature sous plusieurs formes. Toutes ces formes se
caractérisent par un noyau central commun de 2-methyl 1,4 naphtoquinone ou ménadione
(vitamine K3) (figure 1). Elles se différencient par la chaine de carbones en position 3 du
noyau naphtoquinone. Les deux principales formes de la vitamine K sont la vitamine Kj,
nommeée aussi phylloquinone, et la vitamine K, représentant la famille des ménaquinones
(MKs). La phylloquinone, que I’on retrouve principalement dans les plantes vertes [16-18]
posséde une chaine phytyle en position 3 tandis que les MKs, lesquelles sont principalement
produites par les bactéries intestinales [16], possedent différentes longueurs de chaine
d’isoprénoides. Elles sont d’ailleurs nommées MK-n ou n correspond au nombre

d’isoprénoides présents dans leur chaine.
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Figure 1. Structure moléculaire des différentes formes de vitamine K [15].

La MK-4 différe des autres MKs, car elle n’est pas synthétisée par les bactéries intestinales
[19], mais dans les tissus a partir de la phylloquinone [20, 21]. L’enzyme endoplasmique
transmembranaire UBiA prenyltransferase domain-containing protein [ (UBIADI1) est
responsable de la synthése de la MK-4 [15]. Plus spécifiquement, I’enzyme, localisée au
réticulum endoplasmique et a I’appareil de Golgi [22], clive la chaine prénylée en position 3
de la phylloquinone qui redevient ménadione. La ménadione est de nouveau prénylée avec une
chaine geranylgeranyl pyrophosphate (GGPP), un dérivé de la voie des mévalonates, pour

enfin devenir MK-4 (Fig. 2) [23].

0
5ok
Ho-P-0-B-0
UBIAD1 OH O Ma GGPP
O 0

Prenylation

|
Side-chain cleavage O

Figure 2. Réaction de synthése de la MK-4 via I’enzyme UBIAD1 [23].



1.2 Sources alimentaires de vitamine K

Les sources alimentaires de vitamine K varient selon les vitaméres. Pour la quantifier dans les
aliments, la méthode la plus appropriée est la chromatographie liquide a haute performance
(HPLC) [24]. Santé Canada a proposé une consommation quotidienne de vitamine K qui varie

de 2 a 120 pg selon 1’age, le poids, et le genre [25].

La phylloquinone constitue la principale source alimentaire de vitamine K. Elle se retrouve en
grande quantité dans les légumes verts comme les épinards, le brocoli et le chou frisé. La
phylloquinone se trouve également dans les huiles végétales utilisées pour la cuisson, telles
que I’huile de soja, de canola et la margarine. Bien que leur teneur en phylloquinone soit tres
faible, les tomates, les pommes de terre et les carottes peuvent aussi contribuer a ’apport

quotidien de phylloquinone, car elles sont souvent consommeées en grande quantité [26, 27].

Les MKs provenant de source alimentaire, quant a elles, participent moindrement a ’apport
quotidien de vitamine K (12-25%), car elles sont présentes en petite quantité dans les aliments
[25, 28]. On en trouve en faible quantité dans la viande et dans les produits dérivés des
animaux, comme le beurre, les ceufs et le fromage. Par exemple, le fromage est 1’aliment qui

contribue le plus a I’apport en MKs et il contient surtout de la MK-8 et de la MK-9 [20, 29].

1.3 Métabolisme de la vitamine K

Les principales composantes métaboliques de la vitamine K i.e. absorption, transport,

distribution tissulaire, catabolisme et excrétion, sont décrites ci-apres.



1.3.1 Absorption et biodisponibilité

La vitamine K est absorbée par une voie similaire a celle des autres lipides. Dans les intestins,
elle est incorporée a des micelles avec les sels biliaires et les produits de lipolyse des enzymes
pancréatiques. Puis, les micelles sont internalisées par les entérocytes du petit intestin et
appariées aux chylomicrons. Ces derniers sont exportés dans les capillaires lymphatiques puis
dans les vaisseaux lymphatiques plus larges avant d'étre déversés dans le conduit thoracique et

la circulation sanguine [30].

Lorsqu’elle provient de la consommation de légumes verts, la phylloquinone est trés peu
absorbée [31-33]. Ceci s’explique par le fait que la phylloquinone est fortement attachée a la
membrane thylacoidale des chloroplastes dans les cellules végétales [16]. Par contre, I’ajout
d’huile végétale ou de beurre lors de la consommation de légumes verts, augmente son
absorption [32, 34]. De plus, la phylloquinone est mieux absorbée lorsqu’elle provient de la
consommation exclusive d’huile que lorsqu’elle provient de la consommation exclusive de
légumes verts [33, 35]. Enfin, ’absorption de la phylloquinone est la plus efficace (jusqu’a
80% d’absorption) [27] lorsqu’elle est ingérée sous forme de comprimé [30-32, 34]. Une étude
récente a aussi montré un impact globalement négatif de la présence d’autres vitamines

liposolubles dans la dicte sur I’absorption de la vitamine K [36].

Trés peu d’études se sont penchées sur le métabolisme des MKs. Il est possible qu’elles
empruntent une voie similaire a celle de la phylloquinone [30, 37]. Toutefois, leur
biodisponibilité peut varier. Selon certaines études, la MK-4 en présence de beurre [32] et la
MK-7 contenue dans le natto [38] seraient mieux absorbées que la phylloquinone provenant de
légumes verts comme 1’épinard [16]. Cependant, une étude menée auprés de 7 hommes a
plutot montré que ’absorption de la MK-4 et de la MK-9 était plus faible que 1’absorption de
la phylloquinone [39].



1.3.2 Transport et assimilation

Lorsqu’elle est transportée dans la lymphe puis dans le sang, la vitamine K circule dans les
lipoprotéines riches en triglycérides (LRTs) [40] composées de chylomicrons. La vitamine K
liée aux LRTs atteint sa concentration plasmatique maximale entre 4 et 10h apres ingestion
selon le vitamere et la source vitaminique [20]. La phylloquinone est normalement présente en
faible quantité dans le sang en comparaison aux autres vitamines liposolubles et Sadowski et
al. ont proposé¢ une plage de concentration dans le sang allant de 0,25-2,7nmol/L [41], les
concentrations normales des ménaquinones restant a &tre déterminées [16]. La durée ou la
vitamine K est détectable dans le sang varie selon la quantité de vitamine K ingérée, la source

alimentaire et les variations métaboliques interindividuelles [16, 20, 29, 30].

Lors de I’assimilation cellulaire dans les tissus, la présence de 1’apolipoprotéine E (apoE)
facilite la liaison des LRTs aux récepteurs des LDL et des VLDL. Puis, la vitamine K est
internalisée dans les cellules par sa dissociation des chylomicrons a la surface de la cellule

[30].

1.3.3 Distribution tissulaire

Suite a plusieurs études réalisées chez le rat, nous savons maintenant que la concentration de
la vitamine K varie d’un organe a ’autre [42-44], et que les concentrations tissulaires différent
selon la souche [21, 42, 45, 46], la dicte [5, 45, 47], le sexe [21, 48, 49] et I’age [5, 45, 48] des
animaux. Lorsque la phylloquinone est 1’'unique source de vitamine K dans la dicte, la
phylloquinone est stockée en plus grande quantité dans le foie, le cceur et les os, tandis que le
cerveau, les glandes salivaires et le pancréas stockent davantage de MK-4. Les deux vitameres
sont présents dans les tissus mentionnés, mais les proportions varient [42]. Un traitement a la
warfarine diminue la concentration de MK-4 dans les organes et augmente celle de sa forme

époxyde (décrite dans la section suivante) [1, 50].



Dans le cerveau, la vitamine K se trouve essentiellement sous forme de MK-4, laquelle
représente >95% de la vitamine K totale. Les régions myélinisées sont celles qui contiennent
les plus grandes concentrations de vitamine K avec, en ordre décroissant, le mésencéphale, le

cortex frontal, I’hippocampe, le striatum et dans une moindre mesure, le cervelet [1, 5, 13, 45].

1.3.4 Catabolisme et excrétion

La vitamine K est dégradée dans le foie et est excrétée principalement dans les féces (40-
50%), mais aussi dans 1’urine (20%) [16, 51]. En présence de warfarine, la vitamine K est

excrétée davantage dans 1’urine que dans les féces [29, 52].

La dégradation de la phylloquinone et de la ménaquinone entraine la formation de deux
principaux métabolites : le 7-C-aglycone (métabolite I) et 5-C-aglycone (métabolite II) [53].
La vitamine K serait d’abord hydroxylée sur son carbone ® par I’enzyme cytochrome P450
CYP4F2, puis, la chaine isoprényle ou phytyle serait rétrécie par la voie de la B-oxydation
[54]. Le métabolite II est le métabolite le plus abondant puisqu'il représente 75% de

I’excrétion totale de la vitamine K [55].

La durée de la présence postprandiale de la vitamine K dans le sang varie selon le vitameére.
Par exemple, Erkkila et al. ont montré que la phylloquinone peut demeurer dans le sang pour
une durée de 24h [56], tandis que Shurgers et Vermeer ont montré que la MK-7 provenant du

natto peut rester dans la circulation sanguine jusqu’a 72h apres ingestion [57].

1.4 Carboxylation dépendante de la vitamine K

Au plan moléculaire, la vitamine K participe a une réaction de carboxylation post-
traductionnelle qui a pour but de transformer les résidus d’acide glutamique (Glu) contenus
dans certaines protéines, en acide glutamique y-carboxylé (Gla); on référe a ces protéines

comme aux protéines dépendantes de la vitamine K (PDVKs). Cette modification confére aux



PDVK une plus grande affinité pour le calcium, une caractéristique essentielle a leur activité
biologique [58]. Lors de cette réaction, la vitamine K, sous forme d'hydroquinone, agit comme
cofacteur & I’enzyme transmembranaire endoplasmique y-glutamyle-carboxylase (GGCX).
Comme le montre la figure 3, cette réaction, laquelle requiert deux autres cofacteurs i.e.
I’oxygene (Oy) et le dioxyde de carbone (CO,), en plus de I'hydroquinone, donne lieu a la
forme époxyde de la vitamine. Plus précisément, la vitamine K oxydée permettrait la
déprotonation du carbone y de Glu et le carbanion ainsi formé serait alors attaqué par le CO,
pour devenir Gla [59]. La liaison de la PDVK a GGCX serait facilitée par la présence d’un
propeptide situé sur la PDVK [60].

Vitamine K

SH SH
| -

GGCX

coo Co0
Gla Glu
R= \)\/\/k/\)\/\/‘\
Figure 3. Cycle de la vitamine K lors de la réaction de carboxylation et sites

d’action des AVK (adapté de Tie et al.) [61].

La forme époxyde de la vitamine K résultant de la carboxylation est ensuite réduite en quinone
par ’enzyme endoplasmique transmembranaire Vitamine K-epoxide reductase (VKOR). Cette
derniere réduit la forme époxyde en quinone, puis la quinone en hydroquinone a 1’aide de

cofacteurs dithiols [62]. L'ensemble de ces réactions constitue le cycle de la vitamine K. Une



autre enzyme similaire 8 VKOR a récemment ét¢ identifiée, la Vitamin K-epoxide reductase-

like 1 (VKORL), toutefois son role ne serait pas aussi primordial selon une étude in vivo [63].

Les dérivés coumariniques dont un des plus connus est la warfarine, bloquent la liaison de la
vitamine K (i.e. formes époxyde ou quinone) a8 VKOR, empéchant ainsi le recyclage de la
vitamine (c.f. AVK de la figure 3). Par contre, dans le foie, une quinone réductase NADPH-
dépendante résistante a la warfarine permet la réduction de la forme quinone de la vitamine
mais pas la réduction de sa forme époxyde [16]. Ces effets pharmacologiques de la warfarine
sont & la base de ses effets anticoagulants (cf. section suivante) et ont aussi permis de
développer différents modéles expérimentaux permettant d'étudier le métabolisme de la

vitamine dans les divers organes (discuté plus en détails a la section 4).

1.5 Les protéines dépendantes de la vitamine K

La vitamine K participe a I’activation de plusieurs protéines impliquées dans la cascade de la
coagulation et de sa régulation. D’autres PDVKs comme 1’ostéocalcine et la Matrix Gla
Protein jouent un role important dans la santé vasculaire et osseuse. La protéine S et la
protéine Growth Arrest Specific Gene 6 sont impliquées dans la signalisation cellulaire et ont
des effets bénéfiques dans le cerveau dans plusieurs circonstances. La vitamine K agit aussi

sur d'autres protéines dont les roles restent encore a définir.

1.5.1 Les protéines impliquées dans la coagulation sanguine

La vitamine K participe a 1’activation des facteurs de coagulation VII, IX, X et de la
prothrombine, des sérines protéases aux actions pro-coagulantes. Ces protéines, d'origine
hépatique, possédent entre 10-12 résidus Gla [64] ce qui permet leur liaison aux
phospholipides des plaquettes et des cellules endothéliales au site de blessure. L’activité

protéolytique des facteurs VII et IX participe respectivement aux voies extrinséque et
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intrinséque de la cascade d’activation du facteur X. Ce dernier clive ensuite la prothrombine,

libére la thrombine qui, a son tour, participe a la formation d’un caillot de fibrine.

Synthétisées au foie, les protéines C, S et Z jouent quant a elles un role de rétroinhibition sur
la cascade de la coagulation [16]. La protéine Z lie une protéase dépendante de la protéine Z
et, ensemble, inhibent le facteur Xa. La sérine protéase C est activée par la thrombine liée a la
thrombomoduline et ensemble, elles inhibent les facteurs Va et VIIla. La protéine S agit
comme cofacteur de la protéine C, ce qui accélére son action d'inhibition des facteurs Va et
VIlla [58]. Griffin et al. ont aussi rapporté que la forme activée de la protéine C avait des
effets neuroprotecteurs et anti-apoptotiques lorsqu’étudiée sur des cellules endothéliales
cérébrales ou administrée a des souris ayant subi un infarctus cérébral [65]. La protéine S a
aussi d’autres fonctions dans le cerveau qui seront discutées plus en détail dans la section

2.1.2.

1.5.2 L’Ostéocalcine et la Matrix Gla Protein

La vitamine K participe a I’activation de 1’ostéocalcine (OC) et de la Matrix Gla Protein
(MGP) qui toutes deux, jouent un rdle dans le métabolisme du calcium. L’OC participe au
remodelage osseux et un nombre limité d’études lui attribuent un role endocrinien. Synthétisée
par les ostéoblastes, I'OC est sécrétée dans la circulation et la forme totale de la protéine
constitue un marqueur de la formation osseuse [66]. Plusieurs études in vitro ont montré que
ses résidus Gla lui permettent de lier I’hydroxyapatite. Par contre, en présence de warfarine ou
d'une carence de vitamine K, I’OC perd sa capacité de lier I’hydroxyapatite et s’accumule sous
forme non-carboxylée dans le sang [67]. Selon les études réalisées a ce jour, I’OC carboxylée
agirait comme inhibiteur de la formation osseuse en limitant la formation d’un noyau
d’hydroxyapatite. Chez I’humain, les études ont rapporté des associations négatives entre les
apports alimentaires de vitamine K et les concentrations d'OC sous-carboxylée dans le sang.
Les études d'intervention de supplémentation réalisées ces récentes années ont présenté des

résultats trés variables qui empéche pour le moment de penser qu’une supplémentation en
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vitamine K pourrait protéger contre la déminéralisation osseuse associée a 1'age et/ou réduire

les risques de fracture [66].

Au niveau endocrinien, I’OC a plus récemment été associée au métabolisme du glucose et a la
signalisation de I’insuline. En effet, des études in vitro et in vivo réalisées a partir de modeles
murins, ont démontré que lors de la déminéralisation de I’o0s, 1’acidité produite décarboxyle un
des résidu Gla et que cette forme sous-carboxylée confeére a I’OC son rble endocrinien. Plus
précisément, 1’0OC augmenterait la prolifération des cellules B du pancréas, la production et la
sécrétion d’insuline, améliorerait la sensibilit¢ a I’insuline et augmenterait les dépenses
énergétiques [68]. Les études effectuées chez I’humain ne sont toutefois pas concluantes,
puisqu’elles ne prennent pas en considération tous les marqueurs osseux ou n’analysent pas les
différentes formes d’OC (totale, carboxylée et sous-carboxylée). Par ailleurs, les travaux
réalisés chez la souris, lesquels attribuent l'action endocrinienne a la forme sous-carboxylée de
I’0OC, sous-entendent un effet bénéfique d'un statut vitaminique K diminué. Or, au contraire,
plusieurs études réalisées chez 1'humain suggerent un effet protecteur d'apports élevés de
vitamine K en regard de la résistance a I’insuline [66]. Ainsi, I'action de I’OC au niveau du

métabolisme du glucose reste controversé et requiert davantage d'investigation.

En lien avec son role dans le métabolisme de l'insuline, '0OC pourrait, selon certains auteurs,
représenter un biomarqueur pour les maladies métaboliques et cardiovasculaires [69]. Enfin,
des roles ont récemment été suggérés pour I'OC dans la fertilité et le développement cognitif.
Dans une étude de Oury et al., I’OC a été impliquée dans la fertilit¢ des males en activant des
genes responsables de la production de testostérone [70]. Dans une seconde étude de cette
méme équipe, I’administration d’ostéocalcine a des souris knockout pour le géne codant cette
protéine a permis de prévenir 1’anxiété, favoriser |’apprentissage et la mémoire

indépendamment de ses fonctions métaboliques. [71].

Nous savons a partir de nombreuses études réalisées chez le rat et la souris que la MGP est
présente dans plusieurs tissus, notamment dans les tissus vasculaires ou elle joue un rdle
important dans la prévention de la calcification artérielle [72]. En effet, sous sa forme active,

(5 résidus Gla), elle lie le phosphate de calcium et prévient la calcification au niveau cellulaire
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[73]. Son role a d’abord été découvert dans des souris dont le géne codant pour la MGP avait
été inactivé ; ces souris mouraient 2 mois apres leur naissance suite a une calcification massive
de leurs arteres [74]. Aussi, il a ét€¢ montré qu’un traitement a la warfarine était associé a la
calcification artérielle chez la souris [75] et le rat [76]. Plus tard, Schurgers et al. ont montré
qu’une supplémentation en vitamine K chez le rat via la dicte, entrainait une régression de la
calcification induite par la warfarine [77]. Chez I’humain, certaines études ont montré des
associations entre la concentration plasmatique de la forme non carboxylée de la MGP et un
apport ¢levé en vitamine K [72]. D’autres études ont montré une association entre des apports
¢levés de vitamine K et une réduction du risque de certaines maladies cardiovasculaires, mais

elles ne sont pas toutes consistantes et nécessite donc approfondissement [16, 72].

1.5.3 Les autres protéines dépendantes de la vitamine K

La vitamine K active aussi une famille de quatre protéines nommées transmembrane Gla
family qui ne sont pas sécrétées mais ancrées a la membrane plasmique. Une étude in vitro sur
I’'une d’elle, la protéine Gla riche en proline 2 (Proline-rich Gla protein 2), a montré sa
capacité a lier le facteur de transcription de la Yes —associated protein [78], ce qui suggere un

role dans la signalisation cellulaire, mais ceci reste a élucider in vivo [16].

La vitamine K active aussi une protéine contenant 16 résidus Gla, nommée protéine riche en
Gla (Gla-rich protein). Son expression dans le cartilage, dans les cellules responsables du
remodelage osseux, sa capacité a lier le calcium [79] et son accumulation dans les sites
pathologiques de calcification [80] suggérent un role dans la régulation du calcium. Une
récente étude in vitro par Viegas et al. a montré que la GRP sous sa forme carboxylée avait un
effet inhibiteur de la calcification sur des cellules aortiques humaines [81] et une étude encore
plus récente du méme auteur a révélé un effet bénéfique anti-inflammatoire dans un modéle
cellulaire d’ostéoarthrite [82]. Collectivement, ces études suggerent des effets protecteurs de la

GRP en regard de la calcification et de l'inflammation, ce qui reste a démontrer in vivo.
9
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En 2008, Coutu et al. ont présenté¢ des données a l'effet que la périostine contenait des résidus
gla et que D’expression de ces résidus était dépendante de ’action de la vitamine K [83].
Toutefois, ceci a récemment été¢ infirmé par Douglas et al. [84]. D’autres études sont donc
nécessaires pour statuer sur le caractére vitamine K-dépendant de cette protéine impliquée
dans la guérison des plaies [85]. De plus, cette protéine constitue un biomarqueur de 1’asthme

[86] et serait impliquée dans le développement de certains cancers [87].

Enfin, la transthyrétine, un transporteur de la vitamine A et de la thyroxine dans le sang et
dans le fluide cérébrospinal [88] contient aussi des résidus Gla [89]. Son agrégation peut
entrainer, entre autres, I’amyloidose cardiaque avec symptome de cardiomyopathie et
I’amyloidose du systéme nerveux central. Le principal traitement contre ces formes
d’amyloidose est la molécule tafamidis qui stabilise le tétramére de la transthyrétine [90].
Enfin, la protéine Gas6 et la protéine S sont impliquées au niveau du cerveau et seront

présentées plus en détail dans la prochaine section.

2. La vitamine K et les fonctions cérébrales

Distribuée de facon différentielle dans les régions du cerveau, la vitamine K est présente
principalement sous forme de MK-4 tandis que la phylloquinone y est présente en tres faible
quantité. Une étude effectuée sur de jeunes rats [13] et une autre sur des rats vieillissants [5]
ont montré que 98% de la vitamine K présente dans le cerveau était sous forme MK-4. Le rdle
de la vitamine K dans le cerveau reste peu caractérisé. Les études a ce jour suggerent qu’elle
participe a I’activation des protéines S et Gas6, qu'elle module la synthése des sphingolipides,
qu'elle aurait un effet neuroprotecteur indépendant de son action sur les PDVKs et les

sphingolipides, et qu’elle est associée a la cognition [12].
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2.1 Les protéines dépendantes de la vitamine K dans le cerveau

Les protéines S et Gas6 sont deux protéines qui partagent 44% d’homologie de séquence. Au
niveau fonctionnel, ces protéines lient les récepteurs Tyro 3, Axl et Mer, composantes de la

famille de récepteurs TAM [91].

2.1.1 Gasé6

La protéine Gas6 est largement distribuée dans le cerveau [92] et ses concentrations varient en
fonction de I'dge. Une étude effectuée sur des synaptosomes de rats a en effet montré une
diminution des concentrations de Gas6 dans le striatum, I’hippocampe et le cortex frontal chez
des rats agés [93]. Au niveau physiologique, Gas6 a des effets anti-apoptotiques et pro-survie
sur les neurones et les cellules gliales. Elle a aussi été décrite comme ayant un rdle dans
I’activation de la microglie et dans la diminution de I’inflammation. Des études in vitro ont
montré que Gas6 prévient I’apoptose et augmente la survie des neurones de 1’hippocampe [94]
et des cellules neuronales produisant 1’hormone de libération des gonadotrophines
hypophysaires (Gonadotrophin Releasing Hormone ) [95]. Ces deux études ont notamment
fourni de 1'évidence a l'effet que Gas6 agissait par 1’activation de la voie de la mitogen-
activated protein kinase (MAPK) et la voie phosphoinositide 3-kinase (phosphatidylinositol 3-
kinase : PI3K)/Akt. Dans une étude réalisée sur des cellules corticales et des cellules de
I’hippocampe, Prieto et al. ont montré que I’activation de la voie MAPK par la liaison de Gas6
au récepteur Tyro3 entrainait la phosphorylation et I’activation des facteurs de transcription de
la kinase S6 (S6 kinase ) et de la protéine se fixant aux ¢éléments de réponse cAMP (cAMP
response element-binding protein : CREB) qui sont deux marqueurs de prolifération et de
survie cellulaire. La méme étude a aussi montré que I’activation de la voie PI3K/Akt entrainait
le recrutement de la protéine cible de la rapamycine chez les mammiféres (mammalian target
of Rapamycin : mTOR), un autre marqueur de survie cellulaire [96]. Il est aussi intéressant de
noter que CREB et les phosphatases des MAPKs modulent I’activité de BDNF, un facteur de

croissance neuronal impliqué dans la plasticité synaptique [14, 97]. Finalement, une étude
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pertinente a la maladie d’Alzheimer a montré que I’apoptose neuronale causée par la béta-
amyloide est diminuée lorsque les cellules sont exposées a des concentrations élevées de Gas6
[98]. Ainsi, par sa liaison aux récepteurs TAM, Gas6 active les voies MAPK et PI3K/Akt et

contribue a la prolifération cellulaire et a la diminution de 1’apoptose (figure 4).
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Figure 4. Gas6 active la voie de prolifération MAPK et la voie de survie PI3K/Akt
via les récepteurs TAM [99].

Gas6 module aussi ’activation de la glie et de la microglie ainsi que la survies des cellules qui
les constituent. En effet, une étude in vifro a montré que Gas6, par sa liaison au récepteur Axl
et ’activation de la voie PI3K/Akt, permet de réduire I’apoptose des oligodendrocytes induite
par la présence du facteur de nécrose tumorale TNF-a [100]. Binder et coll. ont montré in vitro
[101] et in vivo [102] que 1'absence de Gas6 entrainait une perte des oligodendrocytes suite a
un traitement a la cuprizone. /n vitro, ils ont aussi montré que Gas6 diminuait la prolifération
de la microglie activée par les lipopolysaccharides [101]. Ceci concorde avec une étude de
Grommes et al. qui ont montré que Gas6 diminue I’expression des marqueurs de

I’inflammation IL1-B et iNOs suite a I’activation de la microglie par les lipopolysaccharides



[103] Les deux ¢études de Binder et al. et une autre étude réalisée chez la souris par Tsiperson
et al. [104] ont aussi montré que Gas6 améliore la remyélinisation des axones suite a un
traitement a la cuprizone. Collectivement, ces études suggerent un effet bénéfique de Gas6
dans la survie des cellules neuronales, I’activation de la microglie et un effet anti-

inflammatoire dans le cerveau [12, 14].

2.1.2 Protéine S

Bien que son role dans le cerveau reste a approfondir, quelques études ont montré un effet
neuroprotecteur de la protéine S dans un contexte d’hypoxie suite a un AVC. En effet, dans un
modele murin in vivo, Liu et al. ont montré que 1’injection de protéine S suite a 1’induction
d’un AVC améliorait les capacités motrices, diminuait 1’cedéme, les dépdts de fibrines,
I’infiltration des neutrophiles et 1’apoptose des neurones, un effet aussi constaté sur des
neurones in vitro [105]. Plus récemment, Zhong et al. ont montré que la protéine S protégeait
les neurones de 1’apoptose suite a I’activation des récepteurs NMDA. IIs ont aussi montré que
cela se produisait par I’activation du récepteur Tyro 3, entrainant 1’activation de la voie
PI3K/Akt, [106]. Ces études suggerent un role bénéfique de la protéine S sur le systéme

nerveux central [12].

2.2 Vitamine K et sphingolipides

La vitamine K est aussi impliquée dans la synthése des sphingolipides, un groupe de lipides
complexes, composant la membrane plasmique des cellules chez les mammiferes [12].
Certains sphingolipides : céramide, sphingomyéline, cérébroside, sulfatide et ganglioside sont
notamment présents en grande concentration dans le systéme nerveux central [107]. Certaines
¢tudes suggerent un role des sphingolipides comme suppresseurs de tumeur, comme agent
pro-inflammatoire, comme contributeur a la résistance a I’insuline [108]. D’autres travaux

suggerent un role des sphingolipides dans le vieillissement [109] et les maladies dégénératives
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telles que 1’ Alzheimer et la maladie de Parkinson [110, 111]. Or, certaines études réalisées par
Lev M et coll. ont montré que la vitamine K peut agir directement dans la synthése des
sphingolipides en activant la 3-kéto-dihydrosphingosine synthase, I’enzyme responsable de la
premicre étape de la synthése des sphingolipides, et en activant la sulfotransférase qui permet
la synthéese des sulfatides. De plus, lorsque des rongeurs étaient traités a la warfarine, 1’activité
de ces enzymes et la concentration de certains sphingolipides diminuaient dans le cerveau, des

effects qui ont pu étre renversés suite a 'administration de vitamine K [12].

Plus récemment, Carrié et al. ont montré que dans le cerveau de rats Sprague Dawley recevant
des quantités faibles ou adéquates de phylloquinone dans leurs dictes, la MK-4 était corrélée
positivement avec les concentration de sulfatides et de sphingomyéline, et négativement avec
les concentrations de ganglioside [13]. Une autre équipe a aussi montré une corrélation
positive entre la MK-4 et la concentration de sulfatide dans 1’hippocampe et le cortex de rats
Fisher 344 agés de 12 et 24 mois [45]. Carrié et al. ont par la suite montré que chez leurs rats
agés de 20 mois, ceux ayant regu une di¢te faible en phylloquinone depuis le sevrage
présentaient de plus grandes concentrations de céramides dans 1’hippocampe et de moins
grandes concentrations de gangliosides dans le bulbe pont et le mésencéphale,
comparativement aux rats ayant regu une dicte adéquate ou élevée en phylloquinone [5]. De
plus, ces changements dans la concentration des sphingolipides étaient associés a de moins
bonnes performances cognitives. Des travaux ont montré que dans certains contextes, les
céramides contribuent aux processus inflammatoires [112], activent I’apoptose [113, 114],
inhibent la voie PI3K/Akt [115] et favorisent la production de radicaux libres [110]. Bien que
des liens directes restent a établir, ces actions des céramides pourraient nuire a la cognition
[12]. Dans une étude récente de Tamadon-Nejad et al., 1'administration de forte doses de
warfarine a des rats Wistar a été associée a de moins bonnes capacités cognitives et a des
changements au niveau des sphingolipides du cerveau [1]. Globalement, ces études appuient
un réle de la vitamine K dans la synthése des sphingolipides et les études de Carrié et

Tamadon-Nejad suggerent une association entre les sphingolipides et la cognition.
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2.3 Autres actions de la vitamine K

Il a été démontré que la vitamine K, sous sa forme phylloquinone et MK-4, peut jouer un role
neuroprotecteur, indépendamment des PDVKs. En effet, in vitro, une étude a montré que les
deux vitaméres augmentaient la croissance des axones via ’activation de la voie MAPK et de
la voie protéine kinase C (PKC) qui est activée par la voie PI3K [116]. De plus, quelques
études in vitro ont montré que la MK-4 pouvait protéger les oligodendrocytes ainsi que les

neurones de la toxicité induite par les radicaux libres [117-119].

La vitamine K pourrait aussi avoir un effet anti-inflammatoire. En effet, in vitro, une étude
réalisée par Reddi et al. a montré que la vitamine K inhibait la production d’IL-6 par des
fibroblastes traités aux lipopolysaccharides [120]. De plus, une étude sur un modele animal de
sclérose en plaques a montré qu’une administration prophylactique de MK-4 diminuait
I’inflammation et I’expression de I’enzyme iNOS, productrice de radicaux libres [121]. Les
¢tudes d’Ohsaki et al. in vitro ont aussi montré que la phylloquinone diminuait I’inflammation
suite a un traitement de lipopolysaccharides sur des macrophages [122], en inhibant 1’activité
du facteur nucléaire NF-xB [123]. Enfin chez I'humain, des corrélations inverses ont été
observées entre les taux sanguins de vitamine K et ceux de certains marqueurs de
I’inflammation dont IL-6, CD40, ICAM-1 et le récepteur 2 de TNF [124, 125].
Collectivement, ces ¢études suggerent un effet anti-inflammatoire de la vitamine K et

potentiellement un effet neuroprotecteur.

2.4 Vitamine K et cognition

En marge de ses actions au plan moléculaire, la vitamine K aurait la capacité d'influencer les
capacités d’apprentissage et la mémoire. En effet, des études chez les personnes agées ont
associé les apports de vitamine K aux capacités d’apprentissage [126] ou ont associé¢ un plus
grande concentration sérique de vitamine K a une meilleure mémoire épisodique verbale [6].

De plus, une étude récente a montré qu’une consommation accrue de vitamine K était associée
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a un nombre significativement moindre de plaintes subjectives de mémoire dans un groupe de
personnes agées [11]. La vitamine K a aussi été étudiée en lien avec la maladie d'Alzheimer
(MA). Dans une premicére étude impliquant des patients dans les premiers stades de la maladie,
les auteurs ont rapporté des apports habituels de vitamine K plus faibles comparativement a
ceux de sujets cognitivement sains. Les apports plus faibles des patients s’expliquaient par une
consommation plus faible de 1égumes verts [7]. Dans une seconde étude, Sato et al. ont montré
que les patients atteints de la MA présentaient des taux sanguins de phylloquinone plus faibles
et que ces derniers étaient associés a I'état cognitif des patients tel qu'évalué par le Mini

Mental State test (MMSE) [127].

Des travaux récents ont aussi évalué¢ I’impact de la prise d’antagonistes de la vitamine K
(AVK) sur la cognition. Dans une premicre étude réalisée dans un groupe de patients
gériatriques, la prise d'AVK était associée a une plus grande prévalence de troubles cognitifs
lorsqu'évalués par le MMSE [8]. Dans une seconde étude impliquant des sujets agés
cognitivement sains, la prise d’AVK était associée a une moins bonne mémoire visuelle et une
moins bonne aisance verbale, sans toutefois avoir d'impact sur ces fonctions sur une période
de 10 ans [10]. Ces études suggerent que les AVKs pourraient affecter les capacités
d’apprentissage et la mémoire chez les personnes agées toutefois, d’autres études sont

nécessaires avant de pouvoir statuer sur le sujet de maniere définitive.

Chez les rongeurs, il a été montré qu’une déficience de la vitamine K induite par un traitement
a la warfarine ou par I’absence de vitamine K dans la di¢te entrainait une diminution des
capacités cognitives avec 1’age et une diminution du comportement exploratoire [1, 128]. Une
autre étude a démontré qu’une faible di¢te en phylloquinone entrainait des pertes cognitives
avec 1’age sans affecter les capacités motrices et exploratoires [5]. Ces études ont, entre autres,
utilisé¢ les tests du labyrinthe en croix surélevé et du champ ouvert pour évaluer le
comportement exploratoire tandis que le test de la piscine de Morris et le test du labyrinthe a
bras radial ont été utilisés pour I’évaluation de la cognition. Aussi, tant les études chez
I’humain et que celles chez le rongeur suggerent une implication de la vitamine K dans la
cognition. Toutefois, les mécanismes par lesquels la vitamine K module la cognition reste a

déterminer.
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3.0 Tests de comportement

Chez les rongeurs, plusieurs tests sont utilisés pour évaluer la cognition et le comportement.
Les principaux tests évaluant la cognition sont le test de la piscine de Morris (PM) [129] et le
test de la reconnaissance d’objet (RO) [130]. Le test du labyrinthe en croix surélevé (LCS) est
utilisé pour évaluer I’anxiété et le test du champ ouvert (CO) pour évaluer le comportement

exploratoire [131].

3.1 Test de la piscine de Morris, version classique (PM classique)

Le test de la PM a souvent été utilisé pour étudier I’effet de I’age, des lésions cérébrales et des
médicaments sur la mémoire spatiale des rongeurs [129], et est associée a la région de
I’hippocampe [132]. Ce test, développé par Richard Morris en 1984, vise a évaluer la capacité
des rongeurs a trouver une plateforme submergée sous 1’eau a partir de reperes géométriques

placés autour de la piscine [133].

La piscine, d’un diametre de 150 cm, est remplie d’eau jusqu’a environ 1 cm au dessus d’une
plateforme fixe. La piscine est divisée par un logiciel informatique en 4 quadrants égaux
nommés Nord-Ouest (NO), Nord-Est (NE), Sud-Ouest (SO) et Sud-est (SE). La plateforme est
placée au centre d’un des quadrants. Au dessus de chaque quadrant, autour de la piscine, y est
associ¢ un symbole géométrique i.e. cercle, triangle, carré, etc. [129]. Le parcours de I’animal
est généralement analysé par une caméra placée au dessus de la piscine et reliée a un logiciel.
Les test se déroule normalement sur une période variant entre 5 et 6 jours, les animaux
disposant généralement de 2 ou 3 essais par jour pour localiser la plateforme. Les capacités

d'apprentissage de I'animal sont habituellement déterminées par le temps ou latence (en
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secondes), ou la distance (en centimétres) que met l'animal a trouver la platefome dans le

cadran cible
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Figure 5. Représentation de la piscine de Morris et des parcours d’un rongeur a
différents moments de I’expérience [129].

Le lendemain du dernier jour d'apprentissage, les animaux sont généralement soumis a une
épreuve de rétention mnésique (Probe test) pour estimer I’exactitude de leur mémorisation de
I'emplacement de la plateforme. Il consiste a retirer la plateforme et a évaluer le temps passé
(en secondes) ou la distance (en centimeétres) parcourue par I’animal dans le quadrant ou était
située la plateforme (c.f. figure 5 Probe test). Le nombre de fois que l'animal traverse
I’emplacement ou se trouvait la plateforme est aussi une variable souvent étudiée. Le test de la
PM comprend aussi un test d’acuité visuelle (Cue test) lequel est effectué immédiatement
aprés le test de rétention mnésique. Il consiste a placer I’animal dans la piscine alors que la
plateforme est bien visible i.e. en abaissant le niveau de l'eau. Les variables associées au
parcours de 1’animal jusqu’a la plateforme (i.e. latence, distance, etc) sont analysées comme
pour les volets apprentissage et rétention mnésique. Ce test sert a confirmer que 1’animal a une

bonne capacité visuelle pour utiliser les symboles géométriques comme reperes [129, 132].
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3.2 Test de la piscine de Morris, version modifiée avec plateforme mobile

(PM modifié)

Une variante du test de la PM classique, le test de la PM modifié¢ évalue la mémoire de travail
(mémoire a court terme) du rongeur. Cette version du test est plus exigeante, puisque la
plateforme change de quadrant a chaque jour et que les animaux n’ont que deux essais par jour
pour localiser la plateforme et se remémorer sa localisation [132]. Les variables associées au
parcours de 1’animal jusqu’a la plateforme (i.e. latence, distance, etc) sont analysées comme

pour la version classique.

3.3 Test du labyrinthe en croix surélevé (LCS)

L’appareil du LCS a été initialement décrit par Handley et Mithani comme étant en forme de
croix, surélevé du sol par quatre pattes et composé de deux corridors avec parois,
perpendiculaires a deux corridors sans parois (figure 6) [134]. Le test du LCS consiste a placer
un animal au centre de 1’appareil pendant 5 minutes et a évaluer le temps qu'il passe (en
secondes) ou la distance qu'il parcoure (en centimétres) dans les corridors avec ou sans parois.
Si lI'animal est anxieux, il aura tendance a demeurer plus longtemps dans les corridors avec
parois que ceux sans parois, et inversement pour un animal exempt d'anxiété [135, 136]. Le
comportement de 1’animal est analysé par une caméra placée au dessus de ’appareil et relié¢ a

un logiciel informatique.
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Figure 6. Appareil du labyrinthe en croix surélevé [135].

Le test du LCS a été beaucoup utilisé pour évaluer I’effet anxiolytique et anxiogéne des
produits pharmaceutiques, I’effet de différents agents stressants et investiguer les régions du
cerveau et les mécanismes liés a la peur [135]. La peur a été associé¢ dans le cerveau aux
régions de I’amygdale, de 1’hippocampe et du striatum [137, 138] des régions qui seront ainsi

impliquées dans le test du LCS.

3.4 Test du Champ Ouvert (CO)

Le test du CO est utilisé pour évaluer le comportement exploratoire des rongeurs [139].
Principalement, le test consiste a déposer l'animal dans une boite noire généralement d'une
dimension 50 x 50 x 50 centimétres (figure 7) et de le laisser explorer. Le parcours de I’animal
est documenté par une caméra placée au dessus de la boite et reliée a un logiciel informatique
qui divise la boite en 3 zones carrés: la zone centrale, la zone intermédiaire ou en bordure et la
zone en périphérie. Le logiciel évalue le temps (en secondes), la distance parcourue (en
centimétres) et le nombre d’entrées dans chaque zone. Les rongeurs vont normalement passer

plus de temps en périphérie qu’au centre de l'enceinte [140].
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Figure 7. Appareil du test du champ ouvert [141].

3.5 Test de la reconnaissance d’objet (RO)

Développé par Ennaceur et Delacour, ce test évalue la mémoire visuelle principalement par les
capacités exploratoires, sans composante de référence, contrairement au test de la piscine de
Morris qui nécessite des reperes [142]. Dans le test de la RO, le rat doit différencier un ancien
stimulus d’un nouveau stimulus, ce qui rend ce modele trés semblable aux tests évaluant
I’amnésie chez I’humain [143]. Dans ce test, les régions de I’hippocampe et du cortex
perirhinal sont liées aux capacités d’apprentissage et la région parahippocampique dans le lobe

temporal est liée a la reconnaissance de stimulation visuelle [130].

Le test de la RO comprend 3 étapes : la familiarisation avec 1I’environnement, I’exposition aux
objets et la phase de test. Le test du CO sert a la familiarisation avec 1’appareil pour éviter
I’ambigiiité causale provoquée par la nouveauté de 1’environnement. Le rat est ensuite exposé
a 2 objets dans la boite avec lesquels il se familiarise (c.f. figure 8). La phase 'test' du test
consiste & mettre une troisi¢me fois le rat dans la boite et a remplacer un des deux objets par

un nouvel objet. Contrairement a la figure 8, les 2 objets sont normalement posés de facon
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symétrique et équidistante de deux coins opposés de la boite [144]. La phase 'test' est parfois
répétée a quelques reprises. Le temps passé avec les objets est analysé par une caméra reliée a

un logiciel.

Exposure Test

A A A O

Figure 8. Principe du test de la reconnaissance d’objet nouveau [145].

En général, il est attendu que les rats passent davantage de temps avec 1’objet nouveau (Ty)
que I’objet familier (Tr). Trois index ont été développé pour analyser le comportement des
rats : l’index de reconnaissance (IR) [130], I’index de discrimination (ID) et 1’index
d’habituation globale (IH) [142]. L’IR sert a déterminer si le rat reconnait 1’objet nouveau et
consiste a faire le ratio entre le temps passé avec 1’objet nouveau et le temps d’exploration
totale des deux objets, soit IR = [Tn/(Tx+ Tr)]. L’ID consiste a calculer la différence entre le
temps pass€¢ avec l’objet nouveau et le temps passé avec 1’objet familier sur le temps
d’exploration total des deux objets, soit ID = (T - Tr) / (Tx + Tg). L’IH sert a déterminer la
capacité du rat a s’habituer au test et s’exprime par le ratio du temps passé avec les objets par
rapport au temps total du test (Trow) : IH= (Tn + Tr)/Trow). Dans leur étude, Ennaceur et
Delacour n’ont trouvé de corrélation ni entre cet index et la durée des essais ni entre cet index
et le délai entre les essais [142]. Cela suggere que la durée des essais ou le délai entre chacun

des essais n’affecte pas la capacité du rat a s’habituer au test.
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4.0 Warfarine — modele de déplétion de la vitamine K

La warfarine est I’anticoagulant oral le plus prescrit chez I’humain et son efficacité clinique
est bien documentée [146]. Elle est utilisée en prévention primaire et secondaire de la
thrombose veineuse et de son aggravation, I’embolie pulmonaire, ainsi que des complications
thromboemboliques associées a la fibrillation auriculaire. L’action anticoagulante des AVK
est mesurée par |’ International Normalized Ratio (INR), lequel doit étre maintenu a 1’intérieur
d’un intervalle étroit déterminé selon la condition clinique du patient. L’instabilité du
traitement se définit par des valeurs d’INR se trouvant sous ou au-dela de I’intervalle cible,
augmentant respectivement les risques de thromboses ou de complications hémorragiques

[147].

Aussi, parce qu'elle bloque le cycle de la vitamine K, la warfarine a permis ces récentes années
le développement d'un modéle animal expérimental permettant d'étudier le métabolisme de la

vitamine dans différents tissus. La section suivante décrit ce modéle.

4.1 Carence vitaminique K induite par un traitement a la warfarine -

description d'un modéle expérimental

En 1981, Price et Williamson [148] ont décrit un modéle permettant d'induire une carence de
vitamine K dans les tissus extra hépatiques, tout en maintenant une coagulation normale. Ce
modele, lequel consiste a administrer concurremment de la warfarine et de la phylloquignone,
prend avantage de la présence de la quinone NADPH réductase présente exclusivement dans
le foie. Cette derniére étant insensible a l'action de la warfarine, elle permet le recyclage de la
phylloquinone au niveau hépatique et assure ainsi l'activation des PDVK de la coagulation.
Depuis sa publication, ce modéle expérimental a été appliqué a différentes souches de rats [76,
149] et de souris [75, 150, 151], et a notamment servi & mieux comprendre l'action anti-

calcifiante de la Matrix Gla Protein dans les vaisseaux sanguins. Ce modele a aussi permis
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d'établir qu'une calcification découlant de doses massives de warfarine peut étre renversée par
'administration subséquente de phylloquinone et de MK-4 [77], cette derni¢re ayant été

trouvée plus efficace que la phylloquinone a contrer la calcification [152].

Plus récemment, le modele de Price et Williamson a été adapté par I’équipe de Moreau et al.
permettant de simplifier la logistique des manipulations. Dans le mode¢le original, les animaux
recevaient des doses quotidiennes de warfarine et vitamine K. En faisant appel au rat Wistar,
I'équipe de Moreau a proposé des modalités expérimentales moins lourdes i.e. doses de
warfarine et phylloquinone 3X/sem plutot que quotidiennement (décrites en détail a la section
Me¢éthodologie), tout en assurant la carence vitaminique K au plan systémique [153]. Aussi,
dans une étude récente de notre laboratoire, une carence vitaminique K induite par
I'administration concurrente de 14mg/kg/jr de warfarine et 85 mg/kg/jr de phylloquinone
pendant huit semaines a été associée a de moins bonnes performances cognitives et a une
altération du métabolisme des sphingolipides cérébraux chez le rat. Plus précisément, ce
protocole entrainait beaucoup de perte d’animaux qui mourraient d’hémorragie. Sur les rats
ayant survécu au protocole, le traitement a entrainé une perte de poids, une diminution de la
consommation de nourriture, une diminution de 48-75% de la MK-4 dans le cerveau selon les
régions, une diminution des capacités cognitives évaluées par le test de la PM version
classique, une diminution du comportement exploratoire évaluée par le test du CO et aucune

variation significative de I’anxiété évaluée par le test du LCS [1].
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Objectifs

L'objectif primaire de la présente étude est de vérifier si les conséquences néfastes observées
au niveau de la cognition dans une étude antérieure ayant fait appel au modele de Price et
Williamson [148, 153] peuvent étre contrecarrées en rehaussant le statut vitaminique K des

animaux.
Considérant une bonification du statut vitaminique K, les objectifs secondaires sont :

1) d'évaluer ses effets sur la mémoire (spatiale et de travail), I'anxiété, le comportement

exploratoire, et la mobilité;

2) de dégager des mécanismes moléculaires i.e. activité¢ des PDVK, signalisation cellulaire,

intégrité neuronale, en lien avec la cognition.
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Méthodologie

Cette expérience a été effectuée sur des rats qui ont regu un traitement de 8 semaines a la
warfarine et a la vitamine K. Pendant le traitement, le poids, le temps de coagulation, la
consommation d’cau et de nourriture ont été évaluées. Au terme du traitement, les rats ont été
soumis a différents tests de comportement pour évaluer la cognition, I’anxiété et le
comportement exploratoire et les cerveaux des animaux ont été recueillis pour les différentes

analyses biochimiques.

Animaux

Le comité d’éthique pour les animaux de I’Hopital Sacré-Coeur de Montréal a approuvé toutes
les procédures expérimentales selon les régles du Conseil canadien de protection des animaux.
Les rats étaient logés dans une piece d'une température de 22°C et soumise a l'alternance de 12
heures de lumicre et 12 heures d’obscurité. Tout au long de I'étude, les animaux ont été
maintenus en cage individuelle afin de monitorer la consommation d’eau de chaque rat et ainsi
ajuster son traitement a la warfarine (cf. ci-apres). Tous les rats recevaient une diéte contenant
750 pg phylloquinone/kg de dicte soit les quantités standard contenues dans les dictes
commerciales. Un total de 13 rats males Wistar agés de 2 mois (Charles Rivers Canada, St-
Constant, QC) ont été répartis en 2 groupes : le groupe controle (n=6) et le groupe traité a la
warfarine et a la vitamine K (WVK) (n=7). Les rats WVK ont d'abord recu, pendant deux
semaines, 150 mg/kg/jr de phylloquinone par voie sous-cutanée (sc) afin de saturer le tissu
hépatique. Ensuite, et pendant 8 semaines, ils ont regu I'équivalent de 14 mg/kg/jr de warfarine
dans 1’eau de boisson et 120 mg/kg/jr de phylloquinone par injection sc. La phylloquinone
était injectée dans le dos des animaux, a raison de trois fois par semaine. Les doses de
warfarine étaient ajustées en fonction des quantités d'eau consommeée. Les rats du groupe

contréle consommait de I'eau normale et étaient soumis au méme protocole d'injections que les
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rats du groupe expérimental mais recevaient des injections de saline. Le poids des animaux
¢tait noté 3 fois par semaine et la consommation de nourriture, une fois par semaine. La
coagulation sanguine i.e. INR était vérifiée chaque semaine a I'aide d'un appareil CoaguCheck

XS Sytem (Roche Diagnostics, Canada).

Tests de comportements

Apres les 8 semaines de traitement, les rats ont été testés pour leur cognition par les tests
suivants : le test de la piscine de Morris (PM) [133], une version modifiée du test de la PM
[129] et le test de la reconnaissance d’objet (RO) [142]. Ils ont aussi été testés pour l'anxiété
le test du labyrinthe en croix surélevé (LCS) [134] et leur comportement exploratoire par le
test du champ ouvert (CO) [139]. Tous les tests de comportement ont été¢ filmés par une
caméra Panasonic placée au dessus des enceintes des tests et les données ont été analysées

avec le logiciel SMART v3.0 (Panlab/Harvard Apparatus, Barcelone, Espagne).

Version classique du test de la PM

La piscine, d'un diameétre de 150 cm, était remplie d’eau (19°C) jusqu’a 2 cm au-dessus d’une
plateforme de 10 cm” placée au centre d’un des quadrants. Des symboles géométriques i.e.
cercle, triangle, carré et losange étaient posées sur les quatre murs entourant la piscine et
servaient de repéres visuels pour les animaux. Le test s'est déroulé sur une période de 5 jours
et les rats disposaient de 3 essais de 90 secondes/jour pour localiser la plateforme. Dans le cas
ou un rat ne trouvait pas la plateforme aprés 90 secondes, il était manuellement déposé sur la

plateforme pendant 15 secondes pour lui permettre de s'orienter.

Au 6° jour du test, la plateforme a été retirée et la rétention mnésique (Probe test) a été évaluée

pour chaque animal, les rats disposant de 2 essais de 30 secondes pour ce test. Apres le test de
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rétention mnésique, l'eau de la piscine était abaissée et la plateforme ré-introduite dans le
cadran cible pour le test de I'acuité visuelle, chaque rat disposant de 2 essais de 30 secondes

pour ce test.

La capacité¢ d'apprentissage des animaux a été établie en considérant la distance parcourue
pour atteindre la plateforme (cm) de chaque essai, de chacun des jours. La distance a été
utilisée plutdt que la latence i.e. temps en seconde pour atteindre la plateforme en raison du
fait que la vitesse de nage (cm/sec) était différente dans les deux groupes. Les capacités
d'apprentissage ont aussi considéré la distance moyenne de la plateforme (cm) et la distance
parcourue en bordure de la piscine (pourcentage de la distance totale). La rétention mnésique a
¢été¢ déterminée en calculant la distance parcourue dans le cadran cible (cm) et le nombre de
croisement de la plateforme. L’acuité visuelle a été déterminée selon la capacité du rat a
trouver la plateforme au moins une fois dans les deux essais et la distance parcourue a la

plateforme (cm) a été calculée.

Version modifiée du test de la PM

Une semaine aprés la passation de la version classique du test de la PM, les rats étaient
réévalués dans les mémes conditions i.e. piscine, plateforme, repéres géométriques dans la
forme modifiée du test. Spécifiquement, les rats disposaient de 2 essais de 90 secondes par
jour pour trouver la plateforme, laquelle se trouvait dans un quadrant différent a chaque jour.
Les mémes données que pour la piscine de Morris ont ét¢ analysées: la vitesse de nage
(cm/sec), la distance pour atteindre la plateforme (cm), la distance moyenne de la plateforme

(cm) et la distance parcourue en bordure de la piscine (pourcentage de la distance totale).
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Labyrinthe en croix surélevé

L’appareil du LCS était composé de 2 couloirs fermés par des parois de 13,5 cm de haut et de
2 couloirs ouvert sans parois, le tout surélevé a 61 cm du sol. Les couloirs sans parois et ceux
avec parois mesuraient tous deux 98 cm de long et 9,5 cm de large. Le test consistait a placer
le rat au centre de I’appareil et de le laisser explorer pendant 5 minutes. La distance parcoure
dans les couloirs sans parois et dans ceux avec parois étaient enregistrés (pourcentage de la
distance totale), ainsi que la vitesse de marche (pouce/sec) et la distance totale parcourue

(pouce).

Test du Champ ouvert

Le test du CO consistait a placer le rat dans un des coins d’une boite noire en bois (60 x 50 x
50 cm) et a le laisser explorer pendant 5 minutes. La boite était divisée en 3 zones : zone
périphérique, zone de bordure et zone centrale. Le temps de mobilité (pourcentage de temps
total), la latence jusqu’a la premicre entrée dans la zone centrale (sec), la distance parcourue

dans la zone centrale (pouce) et la vitesse de marche (pouce/sec) ont été analysés.

Test de 1a reconnaissance d’objet

Le test de la RO a été administré en utilisant la méme boite noire que celle utilisée pour le test
du CO. Pour ce test, deux objets étaient placés a distance égale de deux coins opposés de la
boite tel que décrit par Ménard et al. [154]. Au début de chaque essai, le rat était déposé dans
un coin de la boite entre les deux objets. Le premier jour, le rat disposait d'un premier essai de
5 minutes pour se familiariser avec les deux objets apreés quoi il était retourné dans sa cage
pendant une heure. Il était ensuite retourné dans l'enceinte pour un second essai de 3 minutes

ou I’'un des deux objets avait été changé par un objet nouveau, I’objet familier n'ayant pas été
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bougé. Le lendemain, le rat disposait de deux essais de trois minutes intercalés d’une pause de
cing minutes. A chaque essai le nouvel objet était changé. La vitesse de marche (pouce/sec),
ainsi que le temps passé avec I’objet nouveau (Tx) (sec), I’objet familier (Tr) (sec) et le temps
total du test (Trotar) (sec) était enregistré pour calculer les index de discrimination [(Tx - Tg) /

(Tn+ TF)], de reconnaissance [T/ (Tn+ Tr)] et d’habituation [(Tx + Tr)/Trotal].

Immunobuvardage

Une fois les tests de comportement effectués, les rats ont été anesthésiés par injection intra
péritonéale d’un mélange de Kétamine/Xylazine (100/10 mg/kg) puis sacrifiés a la guillotine.
Les cerveaux ont été disséqués, les régions d'intérét plongées dans 1’azote liquide
(mésencéphale, cervelet, hippocampe, cortex frontal et striatum), puis conservées a -80°C. La
région cérébrale de I’hippocampe a été¢ mélangée a un tampon de lyse [(S0mM Tris, 150mM
NacCl, 4,5mM MgCl, a pH 7,6 ; adapté de Prieto et al. [92] & un ratio 1ml tampon de lyse/50ug
tissu. Le tampon de lyse contenait aussi des inhibiteurs de protéases (EDTA 0,5 M, PMSF 0,5
M, Pepstatin 0,7 mg/mL, Leupeptin 2 mg/mL, Aprotinin 10mg/mL and Benzamidine 0,5M) et
des inhibiteurs de phosphatases (f-glycérophosphate 20 mM, NaF 20 mM, OrtoVanadate 1
mM). Le mélange a ensuite été soniqué a 1.5 V pendant 30 secondes, sur la glace, puis laissé
reposer 30 minutes. Les échantillons ont ensuite été¢ centrifugés a 12 000 rpm, 10 min a 4°C,
puis le surnageant récupéré et le culot jeté. La concentration en protéines des échantillons a été

déterminée par la méthode de Lowry.

Pour effectuer I'immunobuvardage, 50ug de protéines ont ét¢é mélangés a une solution
Laemili/DTT, chauffée a 100°C pendant 3 min, et chargée sur un gel d’acrylamide. Les
protéines ont ensuite été transférées sur une membrane PVDF (Millipore) a 100V, pendant une
heure a 4°C. Puis, la membrane a été incubée dans une solution de blocage (lait écrémé 5%
TBST) pendant une heure a température piéce (TP) et incubée avec le 1% anticorps (Ac) toute

la nuit a 4°C. La membrane a ensuite été incubée avec le 2° Ac pendant une heure a TP et

34



finalement révélée par chimiluminescence (General HealthCare). Les anticorps primaires
utilisés étaient contre Gas6 [sc-1935, Santa Cruz (SC)], Protéine S (sc-25836, SC), Gla (3570
SC Kiusi Diagnostic), Caspase 3 [9662 Cell Signaling (CS)], Caspase 8pl18 (sc-7890 SC),
Caspase 12 (3282-100 Biovision), Erk 1/2 (sc-94 SC), pErk 1/2 (9106S CS), Akt (9272 CS),
pAkt (4060S CS), GFAP (sc-2020 SC), BDNF (Millipore AB1534), CD11b/c (CL0O42AP
Cedarlane) et [-actine (sc-47778 SC). Le deuxiéme anticorps était soit anti-souris (sc-2005
SC), anti-lapin (7074 CS) ou anti-chévre (sc-2020 SC) selon 1’origine animale du premier
anticorps. Les résultats ont été analysés par le logiciel ImageJ version 1.51f, Wayne Rasband,

National Institutes of Health, Etats-Unis.

Dosage des vitameres K

La phylloquinone et la MK-4 ont ét¢ quantifiées par HPLC en phase inverse dans
I’hippocampe, le cortex frontal, le cervelet et le mésencéphale tel que décrit par Carrié et al.
[13] Les tissus ¢étaient séchés et moulus dans du Na,SO4. Les échantillons étaient ensuite
extraits 1h dans 10mL d’acétone contenant le standard interne 2’°,3’-dihydrophylloquinone
[K1(25)] a 2ng/50uL. Les extraits étaient ensuite centrifugés a 500 g pour 10 min a 4°C,
séchés a 45°C sous I’azote, mélangés a 6mL d’hexane et 2 mL d’eau pour 3 min. Apres
centrifugation, la phase lipidique présente dans 1’hexane était séchée sous 1’azote et redissoute
dans 2 mL d’hexane et ensuite purifiée sur colonne en gel de silice. Enfin, 1’échantillon de
vitamine K fut quantifi¢ en passant au travers d’une colonne C18 en phase inverse dans le

HPLC avec détecteur a fluorescence.

Analyse statistiques

Les analyses statistiques ont été effectuées avec le logiciel Graphpad Prism (version 6). Le

poids, la consommation de nourriture et d’eau, les tests de la piscine de Morris version
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classique et modifiée ont été analysés avec le test Anova a 2 facteurs pour mesures répétées,
ou le temps était le facteur répété et le traitement a la warfarine le facteur principal suivi du
test post-hoc de Bonferoni. Les index de la RO et les ratios MK-4/vitamine K totale ont été
analysés par le test ANOVA suivi du test post-hoc de Bonferoni. Les mesures d'INR, les
vitesses de marche et de nage, les tests de rétention mnésique et d’acuité visuelle, les distance
parcourues dans le test du LCS, la latence, la distance parcourue et la mobilité dans le test du
CO, la concentration de vitameres dans les différentes régions du cerveau ainsi que les
mesures relatives aux protéines (expression et activation) par immunobuvardage ont été
analysés par le test de T en fonction du groupe traité a la warfarine. Les corrélations entre
capacités d’apprentissage et concentration de vitamine K dans le cerveau, et celle entre la
mobilité et la concentration de vitamine K dans le cervelet ont été¢ analysées par le test de
corrélation de Pearson. Les résultats exprimés sont les moyennes et leur SEM. Les tests étaient

considérés significatifs si p<0,05.
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Résultats

Effets du traitement sur le poids, la consommation d’eau et de

nourriture et la coagulation sanguine.

Comme I’indique la figure 9A, tous les rats ont pris du poids au cours de 1’étude (p<0,001) et
la différence entre les groupes n'était pas statistiquement significative (p=0,552). Tel
qu'illustré a la figure 9B, les temps de coagulation étaient statistiquement supérieurs dans le
groupe traité a la warfarine et phylloquinone (test de T sur la moyenne globale : p=0,003). Les
consommations de nourriture (p=0,756) et d'eau (p=0,881) n’étaient pas statistiquement

différentes entre les groupes (figures 9C et 9D).
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Figure 9. Effets du traitement sur le poids, les temps de coagulation et la consommation d’eau et
de nourriture. A. Le poids n'est pas statistiquement différent entre les groupes (p=0,552) B. Le temps de
coagulation (INR) est statistiquement supérieur dans le groupe WVK (test de T sur la moyenne globale :
p=0,003). C. La consommation de nourriture n'est pas statistiquement différente entre les groupes
(p=0,756). D. La consommation d’eau n'est pas statistiquement différente entre les groupes (p=0,8806).
Controle : n=6; WVK : n=7.

Effets du traitement sur la cognition, I’anxiété et le comportement

exploratoire.

Test de la piscine de Morris (PM) version classique

La mémoire spatiale a été évaluée a l'aide du test de la PM, version classique. Comme la
vitesse de nage ¢était statistiquement différente entre les groupes aux jours 3 et 4
(respectivement, p=0,024 et p=0,019, Annexe 1, figure 24) la distance pour atteindre la
plateforme a été utilisée comme mesure d'apprentissage (plutot que la latence). La figure 10A
montre qu’au fil des jours, la distance pour atteindre la plateforme a diminué dans les deux
groupes (p<0,001), indiquant que tous les rats ont appris ou se situait la plateforme. Par contre,
les rats WVK ont parcouru des distances significativement inférieures a celles des rats
contrdles (p=0,039; p<0,05 jour 3), ce qui indique de meilleure capacité¢ d'apprentissage. La
figure 10B montre aussi que la distance des rats par rapport a la plateforme, diminuait avec le
temps (p<0,001), mais la distance moyenne de la plateforme des rats WVK était
significativement plus petite (p=0,033; p<0,05 jour 4), ce qui indique qu'ils nageaient
davantage a proximité de la plateforme que les rats contrdles, surtout au jour 4. Par ailleurs, la
figure 10C montre qu'au fil des jours, les rats parcouraient de moins en moins de distance en
bordure de la piscine (p<0,001), ce qui suggere une stratégie d'orientation plus efficace par
rapport a la plateforme. De plus, les rats du groupe WVK avaient tendance a parcourir une
distance plus petite en bordure de la piscine que les rats contréles au jour 3 (test de T,
p=0,081), suggérant une meilleure capacit¢ a utiliser les repéres visuels pour trouver la

plateforme.
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La rétention mnésique des animaux a été testée au jour 6. Comme le montre la figure 10 D et
E respectivement, la distance parcourue dans ce quadrant (p=0,563) et le nombre de
croisements de la plateforme (p=0,685) n'étaient pas significativement différents entre les
groupes. Ceci confirme que les deux groupes ont appris a localiser la plateforme. Finalement,
le test d’acuité visuelle n'a dégagé aucune anomalie, tous les rats ayant réussi a trouver la
plateforme en moins de 30 secondes a chaque essai. Toutefois, la distance pour atteindre la
plateforme était significativement inférieure pour les rats WVK que pour les rats du groupe

contrdle (p=0,011) (figure 10F).

39



2000

1500+

1000+

Distance (cm)

500+

PM : Distance parcourue

pour atteindre la plateforme

100+

2 g0
8
L
® 60
Q
c
3 40
a
ES 20+

PM: Distance parcourue

7 -

LE

en bordure de la piscine

:] ns

Nombre de passages
N
L

Rétention mnésique:
nombre de croisements

7 -

de la plateforme

ns

Figure 10.

S

- Controle
- WVK

-= Controle
- WVK

Distance (cm)

Distance (cm)

Distance (cm)

707

50

40

PM: Distance moyenne
de la plateforme

-=- Controle
- WVK

30

300

200

1004

7
K
I,
v
S

Rétention mnésique:
distance parcourue dans
le quadrant de la plateforme

ns

500+

4004

300

200

1004

Acuité visuelle:
distance parcourue
pour atteindre la plateforme

*

Test de la piscine de Morris, version classique. A PM : La distance parcourue pour
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jour 3).B PM : La distance moyenne de la plateforme est statistiquement inférieure pour le groupe WVK
(ANOVA, p=0,033; p<0,05 jour 4) C PM : La distance parcourue en bordure de la piscine n'est pas
statistiquement différente entre les groupes (p=0,840). D La rétention mnésique - distance parcourue dans
le quadrant de la plateforme - n'est pas statistiquement différente entre les groupes (p=0,563). E La
rétention mnésique - nombre de croisements de la plateforme - n'est pas statistiquement différente entre les
groupes (p=0,685). F Dans le test de 'acuité visuelle, la distance parcourue pour atteindre la plateforme
est statistiquement inférieure pour le groupe WVK (p=0,011). Contrdle : n=6; WVK : n=7
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Test de la piscine de Morris (PM) version modifiée

La mémoire de travail a été évaluée a l'aide la version modifiée du test de la PM. Comme la
vitesse de nage des rats des deux groupes variait avec le temps (p=0,021, Annexe 1 figure 25),
la distance pour atteindre la plateforme a été utilisée comme variable dépendante. La figure 11
(A et B) montre des distances significativement inférieures pour atteindre la plateforme entre
les 2 essais pour le groupe WVK (p=0,003), suggérant une meilleure capacité de
mémorisation. La figure 11C montre que la distance moyenne de la plateforme était
significativement plus petite pour les rats WVK a 1’essai 1 (p=0,004), ce qui indique qu'ils
nageaient davantage a proximité de la plateforme que les rats controles. La figure 11D montre
que les rats WVK parcouraient une distance plus petite que les rats controles (p<0,001) en
bordure de la piscine, ce qui indique une stratégie d'orientation plus efficace par rapport a la
plateforme. Ainsi, la version modifiée de la piscine de Morris corrobore ce qui a été constaté
avec la version classique soit que les rats WVK avaient une meilleure capacité d’apprentissage

que les rats controles.
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Figure 11.  Test de la piscine de Morris, version modifiée. A La distance parcourue pour atteindre la
plateforme par le groupe contréle n’est pas significativement différente entre les essais (p=0,051). B La
distance parcourue pour atteindre la plateforme par le groupe WVK est statiquement inférieure au
deuxiéme essai (p<0,001; p<0,05 jour 2). C La distance moyenne de la plateforme a I’essai 1 est
significativement inférieure pour le groupe WVK (p=0,004). D La distance parcourue en bordure de la
piscine & 1’essai 1 est significativement inférieure pour le groupe WVK (p<0,001; p<0,05 jour 5).
Controle : n=6; WVK : n=7.

Test du labyrinthe en croix surélevé (LCS)

L'anxiété a été évaluée par le test LCS. Comme la vitesse de marche variait significativement
entre les groupes (p=0,005, Annexe 1 figure 26), la distance parcourue a été¢ utilisée comme
variable dépendante. Comme le montre la figure 12, les rats WVK parcouraient une distance
moins grande dans les couloirs sans parois (p=0,016), une distance plus grande dans les

couloirs avec parois (p=0,014) et il n’y avait pas de différence significative entre les groupes
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pour la distance parcourue dans la zone centrale. Ainsi, ces résultats indiquent que les rats

WVK étaient plus anxieux et préféraient demeurer dans un environnement fermé.
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Figure 12. Test du labyrinthe en croix surélevé. Distance parcourue dans (A) les couloirs sans

parois, (B)les couloirs avec parois et (C) la zone centrale. Le groupe WVK parcourt une distance
significativement inférieure dans les couloirs sans parois (p=0,016), supérieure dans les couloirs avec
parois (p=0,014), mais pas significativement différente dans la zone centrale (p=0,297). Controle : n=5;

WVK : n=6.

Test du champ ouvert (CO)

Le comportement exploratoire et I’activité locomotrice ont été évalués a l'aide du test du CO.
La latence jusqu’a la premicre entrée dans la zone centrale (p=0,413) et la distance parcourue
dans la zone centrale (p=0,418), marquant le comportement exploratoire, ainsi que la distance
totale parcourue (p=0,289) et la mobilité (p=0,122), marquant 1’activité locomotrice, n’ont pas

vari¢ significativement entre les groupes (figure 13).
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Figure 13.  Test du champ ouvert. A Latence jusqu’a la entrée dans la zone centrale (p=0,413). B
Distance parcourue dans la zone centrale (p=0,438). C Distance totale parcourue (p=0,289). D Mobilité
(p=0,122). Il n’y a pas de différence significative entre les groupes. Contréle : n=6; WVK : n=7.

Test de 1a reconnaissance d’objet (RO)

La mémoire de reconnaissance a été évaluée par le test de la RO. La figure 14 montre 1’index
de reconnaissance de l’objet familier et de 1’objet nouveau. Il n’y a pas de différence
significative entre les groupes (p>0,999). Ainsi les résultats suggérent que les rats WVK ont

maintenu des capacités similaires d’apprentissage aux rats controles.
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Figure 14.  Index de reconnaissance. Il n’y a pas de différence statistiquement significative entre les
groupes (p>0,999). FAM : objet familier; NOU : objet nouveau. Contrdle : n=6; WVK : n=7.

L’index de discrimination (ID) a aussi été évalué. La figure 15 montre qu’il n’y a pas de
différence statistiquement significative entre les groupes, pour chaque essai (p=0,669). Par
contre, les rats passent plus de temps avec I’objet nouveau comme le montre la valeur positive
de I’ID pour chaque essai, ce qui suggere une capacité des rats des deux groupes a discriminer

’objet nouveau de 1’objet familier.
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Figure 15.  Index de discrimination. Il n’y a pas de différence statistiquement significative entre les
groupes (p=0,669). Par contre les rats passent plus de temps avec I’objet nouveau comme le montre la
valeur positive de I’ID pour chacun des essais. Contréle : n=6; WVK : n=7.

Finalement, 1’évaluation de I’index d’habituation devait diminuer avec les essais, comme les
rats s’habituent au stimulus, d’un essai a 1’autre. La figure 16 montre qu’il n’y a pas de
différence des index d’habituation entre les groupes (p=0,284), ce qui indique qu’il n’y a pas
de désensibilisation au stimulus plus grande d’un groupe a 1’autre. Il n’y avait pas de variation
significative avec le temps non plus (p=0,123), ce qui indique que les rats demeuraient

stimulés par 1’expérience a chaque essai.

46



Index d'habituation

0.4+ A
Il Contrdle
- WVK
3 03 '[ '[
[y '[ T
5 0.2
=
I°)
c 0.1-
0.0' T | |
fafb\\ '9;0\ fa'&\\ ’oé\q'
& & <& <&
v v
¢ 0 & o
W N W N

Figure 16. Index d’habituation. Il n’y a pas de différence statistiquement significative entre les
groupes (p=0,284), ni avec le temps (p=0,123). Contrdle : n=6; WVK : n=7.

Ainsi, les deux groupes ont, a chaque essai, pass¢ une durée de temps similaire avec les deux
objets ensemble (IH), avec chaque objet a chaque essai (IR), mais avaient une préférence pour
I’objet nouveau (ID). Collectivement, ces résultats montrent que les rats WVK avaient une

mémoire de reconnaissance visuelle similaire a celle des rats du groupe contrdle.

Analyses Biochimiques

La vitamine K a été quantifiée dans le cervelet, le mésencéphale, I’hippocampe, le cortex
frontal et le striatum. L’expression et l'activation des PDVKs, I’activation des voies de

signalisation apoptotiques et de pro-survie, ainsi que des marqueurs neuronaux ont aussi été

¢valuées dans I’hippocampe.
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Vitamine K dans les régions clés du cerveau

La phylloquinone et la MK-4 ont été quantifiées dans le cervelet, le mésencéphale,
I'hippocampe, le cortex frontal et le striatum. En comparaison avec le groupe contrdle, la
figure 17 indique dans le cerveau des rats WVK, les concentrations de MK-4 étaient
statistiquement inférieures dans le cervelet (p=0,002), le mésencéphale (p<0,001),
I’hippocampe (p=0,001), le cortex frontal (p=0,001) et le striatum (p=0,039) alors que les
concentrations de phylloquinone étaient statistiquement supérieures dans ces mémes régions
[cervelet (p=0,021); mésencéphale (p<0,001); hippocampe (p<0,001); cortex frontal
(p<0,001); striatum (p=0,006)]. Le groupe WVK avaient une concentration de vitamine K
totale statistiquement supérieure dans 1’hippocampe (p=0,016) et le cortex frontal (p<0,001),
mais la concentration de vitamine K totale n’était pas statistiquement différente entre les
groupes dans le striatum (p=0,079), le cervelet (p=0,559) et le mésencéphale (p=0,369). La
figure 17 montre aussi que le principal vitamere dans chaque région du groupe contrdle est la
MK-4. La vitamine K totale du groupe contrdle était distribuée de fagon différentielle entre les
régions, en ordre décroissant : mésencéphale, cortex frontal, hippocampe, striatum et cervelet

et cet ordre est altéré dan les régions du croupe WVK.
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Vitamine K dans les régions clés du cerveau
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Figure 17.  Vitamine K dans les régions clés du cerveau. Dans le groupe WVK, la concentration de
MK-4 est statistiquement inférieure dans toutes les régions: cervelet (p=0,002), mésencéphale (p<0,001),
hippocampe (p=0,001), cortex frontal (p=0,001) et striatum (p=0,039); la concentration de phylloquinone
est statistiquement supérieure dans toutes les régions: cervelet (p=0,021); mésencéphale (p<0,001);
hippocampe (p<0,001); cortex frontal (p<0,001); striatum (p=0,006); la concentration de vitamine K totale
est statistiquement supérieure dans I’hippocampe (p=0,016) et le cortex frontal (p<0,001), mais il n’y a
pas de différence significative entre les groupes pour la concentration de vitamine K totale dans le cervelet
(p=0,559), le mésencéphale (p=0,369) et le striatum (p=0,079). a : différence significative pour la MK-4;
b : différence significative pour la phylloquinone; ¢ : différence significative pour la vitamine K totale;
CTL : controle. N=3-6.

Le ratio MK-4/VK total a ét¢ analysé. La figure 18 montre qu’il était de I'ordre de 87% dans le
cerveau chez les rats contrdles, et entre 16 et 53% dans celui des rats WVK selon les régions.

Il y a une différence significative entre les groupes pour chaque région (p<0,001)
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Ratio MK-4/vitamine K totale

o -
TS 1.0
Re]
v 0.8
g
‘T 0.6 T Bl Contrdle
= WVK
2 0.41
)
! -
= 0.2+ T ™ -
2
ﬂtg 0.0~ T T T \l T
e \@ & 2 <&
& & & & F
@ e & <& &
) .QQ v
X _ c,oé'

Figure 18. Ratio de la MK-4 par rapport a la vitamine K totale dans chaque région du cerveau. Il
y a une différence significative entre les groupes pour chaque région (p<0,001). N= 3-6

Corrélation entre vitamine K cérébrale et la cognition

Une corrélation entre le statut vitaminique K du cerveau (régions étudiées sauf le cervelet) et
la cognition telle qu'évaluée par les valeurs de distance au test de PM classique au cours des
trois premiers jours a été établie pour 'ensemble des animaux. Comme le montre la figure 19,
une corrélation linéaire positive entre ces variables a été observée (r’= 0,675 et p= 0,001),

suggérant un lien entre le statut vitaminique K cérébral et la cognition.
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Corrélation entre la cognition et la
concentration de vitamine K dans le cerveau
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Figure 19.  Corrélation entre la cognition et la concentration de vitamine K dans le cerveau. Il y a
une corrélation linéaire positive significative entre les deux facteurs (r’= 0,675 et p= 0,001); n=12.

Immunobuvardage

L’expression et I’activation des PDVKs, 1’activation des voies de signalisation apoptotiques et
de survie cellulaire, ainsi que 1’expression de certains marqueurs neuronaux ont été évaluées
afin de mieux saisir les mécanismes d’action de la vitamine K dans I’hippocampe, région

particulierement impliquée dans la cognition.

Protéines dépendantes de la vitamine K

L'expression et l'activation des protéines Gas6 et de protéine S ont été analysées par
immunobuvardage dans I"hippocampe. L’expression des protéines a ét¢ déterminée par le ratio

entre I’intensité des bandes des protéines et celle de la B-actine, alors que leur activation a été
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établie par le ratio des mesures de Gla par rapport a celles des protéines totales. Comme le
montre la figure 20, le traitement n’a pas été associ¢ a des différence significative entre les
groupes pour I’expression et I’activation de ces protéines dans 1’hippocampe (Gas6 totale :

p=0,746; Gla/Gas6 : p=0,074; Protéine S totale : p=0,309. D Gla/Protéine S : p=0,800).
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Figure 20.  Activation de Gas6 et Protéine S dans I’hippocampe. A Gas6 totale (p=0,746) B.
Gla/Gas6 (p=0,074). C Protéine S totale (p=0,309). D Gla/Protéine S (p=0,800). Il n’y a pas de différence
significative entre les groupes. Controle : n=6; WVK : n=6.
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Apoptose

Les voies d’activation des caspases ont ¢été analysées par immunobuvardage. Le ratio
d’intensité entre la forme active (clivée) et la forme inactive (pro) de la caspase 8 et de la
caspsase 12 représente 1’activation de ces voies pro-apoptotiques. Le ratio de la forme inactive
(pro) de la caspase exécutrice caspase 3 sur la B-actine représente 1’activation de 1’apoptose
par toutes les voies confondues. Comme le montre la figure 21A, le traitement, a été associé a
une expression statistiquement supérieure de la caspase 3 sous forme pro (p=0,008) chez les
rats WVK, ce qui suggere moins d’apoptose dans leur hippocampe. En revanche, aucune
différence statistiquement significative n'a été observée entre les groupes pour le clivage des
caspases 8 (p=0,419) et 12 (p=0,505), comme le montre la figure 21 (B et C), ce qui indique

que ces deux voies apoptotiques n’ont pas €té¢ davantage activées dans un groupe que dans

I’autre.
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Figure 21. Apoptose. A L’expression de la caspase 3 (pro) est statistiquement supérieure dans
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I’hippocampe des rats WVK (p=0,008). B Caspase 8 (clivée/pro). Il n’y a pas de différence significative
entre les groupes (p=0,419). C Caspase 12 (clivée/pro). Il n’y a pas de différence significative entre les
groupes (p=0,505). Contrdle : n=6; WVK : n=6.
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Voies pro survie

La survie cellulaire a été évaluée en déterminant 1’activation des voies Akt et Erk par
immunobuvardage. L’activation des deux voies est exprimée par le ratio de I’intensité des
bandes de la forme active (phosphorylée) d’ Akt (pAkt) et d’Erk (pErk 1/2) sur la forme totale.
L’expression des deux protéines a été évaluée par le ratio de I’intensité des bandes de la forme
totale sur celle de la p-actine. Le traitement a ¢été associé a une phosphorylation
statistiquement supérieure d’Erk 1/2 dans I’hippocampe des rats WVK (p=0,004) (figure
22A), mais n’a pas affecté¢ la phosphorylation d’Akt (p=0,055) (figure 22B). L’expression
d’Erk 1/2 (p=0,409) (figure 22C) et d’Akt (p=0,768) (figure 22D) n'était pas statistiquement
différente entre les groupes. Ainsi, ces résultats suggerent que le traitement entraine
I’activation préférentielle de la voie pro-survie Erk1/2 a la voie Akt, sans affecter I’expression

de ces protéines.
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Figure 22.  Activation des voies pErk 1/2 et pAkt. A pErk 1/2 B Erk 1/2 C pAkt D Akt La
phosphorylation d’Erk 1/2 est statistiquement supérieure dans I’hippocampe du groupe WVK (p=0,004). 11
n’y a pas de différence significative entre les groupes pour pAkt (p=0,055), Erk 1/2 (p=0,409) et Akt
(p=0,768). Controle : n=6; WVK : n=6.
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Marqueurs neuronaux

Le facteur de croissance neuronale BDNF, une protéine constitutive des astrocytes GFAP et
un marqueur de la microglie CD11b/c ont été analysés par immunobuvardage. L’expression
des protéines a été évaluée par le ratio de I'intensité des bandes de la protéine d’intérét sur
celle de la B-actine. Le traitement n’a pas entrainé¢ de variation statistiquement significative
dans I’expression de BDNF (p=0,795) (figure 23A) et de GFAP (p>0,999) (figure 23B).
Toutefois, une augmentation significative a été observée pour la protéine CD11b/c (p=0,039)
(figure 23C). Ainsi, ces résultats suggerent que le traitement n’a pas affecté la survie des

astrocytes, mais a entrainé une présence accrue de microglie.
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Figure 23. Marqueurs neuronaux. A BDNF : facteur de croissance neuronale. B GFAP : marqueur
d’astrocytes. C CD 11 b/c: marqueur de la microglie. Il n’y a pas de différence statistiquement
significative entre les groupes pour BDNF (p=0,795) et GFAP (p>0,999), mais davantage de CD 11 b/c
chez les rats WVK (p=0,039). Contrdle : n=6; WVK : n=5.
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Discussion

Cette ¢tude a investigué les effets d’une augmentation des doses de phylloquinone injectées
simultanément a un traitement a la warfarine, sur la cognition et le comportement, en
comparaison avec 1’étude de Tamadon-Njead [1] et sur les mécanisme moléculaires de la

vitamine K dans I’hippocampe.

Analyse du poids, de la coagulation et de la consommation d’eau et

de nourriture

Le traitement a été associé a un rétablissement de la consommation de nourriture et du gain de
poids des rats par rapport a 1I’étude de Tamadon-Nejad (cf. revue de littérature, section 4.1).
Cela concorde aussi avec une autre étude de Spronk et al. qui n’a pas trouvé de différence
significative entre le gain de poids ou la consommation de nourriture entre les groupes
controle et traité a la warfarine, dans un autre modéle de déplétion du statut vitaminique K i.e.

administration de la vitamine K et de la warfarine via la nourriture [152].
Dans notre étude, aucun rat n’a souffert ni n’est mort d’hémorragie pendant toute la durée du
traitement. En effet, la surcompensation par la phylloquinone a permis de maintenir une

coagulation stable bien que les INRs du groupe WVK étaient statistiquement supérieurs (i.e.

entre 1 et 3) a ceux des rats du groupe controle.

Analyse du comportement

Alors que I’é¢tude de Tamadon-Nejad rapportait une diminution significative des capacités

d’apprentissage chez les rats WVK suite au test de la PM version classique, notre étude a
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montré une amélioration de la cognition avec le méme test. Cette divergence est sans doute
attribuable a I’augmentation de la dose de phylloquinone injectée aux rats WVK a
120mg/kg/jr dans notre étude plutot que 85mg/kg/jr dans 1I’étude de Tamadon-Nejad [1]. En
effet, notre étude a montré une surcompensation de la phylloquinone dans I’hippocampe et une
corrélation entre la concentration vitamine K totale dans le cerveau et la cognition. Ces
résultats appuient 1’étude de Carrié et al qui a montré un role bénéfique de la vitamine K sur la
cognition avec 1’age. Dans cette étude, une diéte pauvre en phylloquinone, donnée a des rats
depuis leur sevrage, a entrainé une diminution significative de la vitamine K dans
I’hippocampe et a été associée a une diminution significative de la cognition évaluée par le
test de la piscine de Morris a 1’age de 20 mois [5]. En somme, ces résultats suggérent que la

vitamine K est importante pour maintenir une bonne cognition.

Les résultats du test de la version modifi¢ée de la PM appuient ceux du test de la version
classique. Les rats WVK avaient une meilleure mémoire au 2° essai par rapport au premier,
que les rats contrdles. Ils avaient une meilleure stratégie d’apprentissage en ciblant leur
recherche de la plateforme plus prés de celle-ci que les rats contrdles qui avaient plutot
tendance a nager sur les pourtours de la piscine. Ces trois observations appuient une meilleure
cognition [155, 156]. Ainsi ces deux tests de cognition ont montré que le traitement de cette

¢tude améliore les capacités cognitives des rats.

Les résultats du test du LCS suggerent que le traitement entraine davantage d’anxiété chez les
rats WVK. Cette observation est différente des études de Tamadon-Nejad et de Carrié et al.
qui n’ont montré aucune différence significative d'anxiété avec leur modele respectif [1, 5].
Ces résultats divergents pourraient s'expliquer par le fait que dans ces études, I'anxiété a été
mesurée en considérant le temps passé dans les couloirs et non la distance parcourue. De plus,
ces études n'ont pas tenu compte de la vitesse de marche des rats, ce qui aurait pu occasionner
un biais d’interprétation. Comme notre traitement a entrainé une diminution significative de
MK-4 dans le cerveau, il serait intéressant de répéter 1I’expérience en reproduisant le modele
de Tamadon-Nejad [1] et en le compensant avec de la MK-4 pour ¢lucider si I’anxiété

observée dans notre étude est associée a I’effet de la MK-4 dans le cerveau.
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Les résultats du test du CO n’ont montré aucune différence significative quant au
comportement exploratoire et a la locomotion des rats contrairement a 1'é¢tude de Tamadon
Nejad et al laquelle rapporte une diminution significative au premier jour du test du CO [1], en
concordance avec les résultats de Cochetto et al. qui ont observé un effet comparable sur des
rats assujettis a une diete réduite en vitamine K [128]. Dans notre étude, le rehaussement du
statut vitaminique K du cerveau suite au traitement pourrait étre a I’origine du rétablissement

du comportement exploratoire et de la locomotion des rats WVK.

Les résultats du test de la RO suggerent que le rehaussement du statut vitaminique K cérébral
suite au traitement ait pu éviter une perte de cognition chez les rats WVK. Comme ce test n’a
pas été effectué¢ dans 1’étude de Tamadon-Nejad, il serait bon de reproduire le modéle afin de
vérifier si la carence vitaminique K non compensée, est associ¢e a un effet néfaste sur la
mémoire de reconnaissance. Les résultats observés dans la présente étude au test de la RO sont
divergents de ceux obtenus au test de la PM, toutefois, ceci a été aussi observé dans I'é¢tude de
Ménard et al. qui a vu un effet de 1’age sur la mémoire spatiale (évaluée par le test de la PM)
mais pas d'effet sur la mémoire de reconnaissance telle qu'évaluée par le test de la RO [154].
Ainsi, la mémoire spatiale pourrait s'avérer plus modulable que la mémoire de reconnaissance.
Par ailleurs, la divergence des résultats pourrait s'expliquer par le fait que ces deux tests ne
font pas appel aux mémes régions du cerveau, la PM étant associée a 1I’hippocampe [132, 157]

et le test de la RO au cortex périrhinal [158].

La vitesse de nage et de marche a été analysée afin d’identifier si elle pouvait étre un facteur
confondant a la latence observée, mais les tests de comportement ne sont pas des tests congus
pour évaluer la vitesse de déplacement des rats. A cette fin, le test de motricité rotarod [159]
serait pertinent. Dans le test de la PM, la différence significative de vitesse observée signifie
d’abord que la latence ne peut étre utilisée comme marqueur de la mémoire spatiale,
puisqu’elle est biaisée par la vitesse. Une hypotheése qui puisse expliquer ce phénomene
pourrait étre un effet négatif de la warfarine sur la coordination motrice des rats WVK. Les
résultats de vitesse obtenus dans les tests du LCS et du CO n’ont été générés qu’a titre
exploratoire. La diminution significative de vitesse observée chez les rats WVK dans le test

du LCS pourrait étre attribuée a leur anxiété ou encore a une capacité locomotrice affaiblie
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[160]. Par contre, I’absence de différence de vitesse entre les groupes dans le test du CO
pourrait indiquer que la locomotion plus faible soit attribuable a ’anxiété observée dans
I’EPM plutdt qu’a la motricité. Mais encore une fois, comme ces tests ne sont pas congus pour
déterminer la capacité motrice des rats, le test de motricité rotarod serait pertinent pour

approfondir ces résultats.

Analyses biochimiques

Le dosage de la vitamine K a montré une diminution significative de la MK-4 dans chacune
des régions du cerveau analysées, contrebalancée par une augmentation significative de
phylloquinone dans le groupe WVK, résultant en une augmentation du statut vitaminique K
chez ces animaux. La distribution des différents vitameres variait d’une région a 1’autre. Les
variations de la concentration de la vitamine K totale observées dans les régions des études de
Carrié et al. [5, 13] et dans les régions du groupe contrdle de I’étude de Tamadon-Nejad [1]
(c.f. section 1.3.3 de la revue de littérature) sont similaires a celles du groupe contrdle de notre
¢tude, en ordre décroissant de concentration de vitamine K totale : mésencéphale, cortex
frontal, hippocampe, striatum et cervelet, la MK-4 étant le vitamere le plus abondant. Par
contre, suite au traitement, notre étude a montré que cet ordre était modifi¢, avec en ordre
décroissant de vitamine K totale : cortex frontal, striatum, hippocampe, mésencéphale et

cervelet.

Le traitement a entrainé une diminution importante de MK-4 allant de 62-73% selon les
régions du cerveau. Comme 1’enzyme UBIADI1 est responsable de la synthése de la MK-4,
cette diminution importante pourrait étre attribuée a son inhibition dans le cerveau par la
warfarine. Cette hypothése concorde avec 1’é¢tude de Tamadon-Nejad et al. ou le traitement a
la warfarine avait aussi entrainé une diminution de l'ordre de 75% de la MK-4 selon les
régions du cerveau. De méme, Thijssen et al. et Taggart et al. ont rapporté que la conversion
de la phylloquinone et de la ménadione en MK-4 était diminuée en présence de warfarine chez
le rat [43, 161]. Cependant, une autre étude, effectuée par Nakagawa et al., n’a montré aucun

effet de la warfarine sur la synthe¢se de la MK-4 par UBIADI, a partir de la ménadione,
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toutefois cette étude a été réalisée in vitro, sur des cellules du papillon Spodopterafrugiperda
(cellules sf9) [23]. Ainsi nos résultats concordent avec les études in vivo réalisées

antérieurement chez le rat.

A ce jour, nous n’avons aucune donnée sur le métabolisme de la K1 en regard de la barriere
hématoencéphalique. Etudier I’effet de la warfarine sur la barriere hématoencéphalique
pourrait aider a mieux comprendre comment la phylloquinone s’est retrouvée en plus grande

concentration dans les régions plus prés de la barriére hématoencéphalique.

Alors que la MK-4 prédomine majoritairement dans le cerveau des rats du groupe contrdle, il
y a avait une augmentation de phylloquinone dans I’hippocampe des rats du groupe WVK, ce
qui pourrait étre relié aux concentrations importantes de phylloquinone injectées aux rats
périodiquement. L’inhibition de I’enzyme UBIADI1 par la warfarine, entrainant une
diminution de la conversion de la phylloquinone en MK-4, pourrait aussi expliquer
I’augmentation de la concentration de phylloquinone dans I’hippocampe des rats WVK. Il
serait intéressant de réaliser une autre étude avec une dose d’injection de phylloquinone plus
faible pour pouvoir étudier I'effet de la déplétion de MK-4, sans compensation par la
phylloquinone, sur la signalisation cellulaire. De méme, il serait intéressant de voir I’effet
d’une supplémentation en MK-4 dans les mémes conditions pour pouvoir comparer son effet a
celui de la phylloquinone suggérée par la présente étude. Enfin, il serait intéressant de pouvoir
quantifier I’activité de ’enzyme UBIADI1 en présence et absence du traitement a la warfarine,

pour approfondir son effet sur la concentration des différents vitameres dans le cerveau.

Seules quelques études in vitro ont montré que la vitamine K, sous sa forme phylloquinone et
MK-4, puisse jouer un rdle neuroprotecteur, indépendamment des PDVKs en affectant
certaines voies de signalisation cellulaire. Une étude de Tsang et al. a montré que la présence
des deux vitaméres entrainait une augmentation de la croissance des cellules PC12D. Cette
¢tude suggere que la vitamine K, sous ces deux formes, agit sur la croissance neuronale par
I’activation de la voie MAPK et de la voie PKC [116]. Une autre étude a aussi vu un effet
bénéfique de I’ajout de la phylloquinone autant que de la MK-4 a la croissance de neurones

d’embryon de rats in vitro [162]. Ensemble, leurs résultats suggerent que la phylloquinone et
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la MK-4 pourraient activer des voies similaires de signalisation cellulaire dans les neurones du

cerveau.

Alors que des études ont déja montré une association entre la vitamine K, la cognition et les
sphingolipides [1, 5, 13], la présente étude est la premicre a associer I’effet de la vitamine K a

I’activation de certaines voies de signalisation cellulaire dans I’hippocampe, in vivo.

Les résultats d’immunobuvardage n'ont dégagé aucune différence significative entre les
groupes pour ce qui est de 1’activation des protéines Gas6 et S, suggérant que le rehaussement
du statut vitaminique K tel qu'étudi¢ dans la présente étude n'a pas permis d'augmenter

l'activité de ces protéines au niveau de I"hippocampe.

En revanche, le traitement a été associ¢ a une augmentation significative de I’expression de la
forme pro de la caspase 3, suggérant une activation moindre de I’apoptose. Ceci concorde
avec l’augmentation de [’activation de la voie MAPK et les meilleures capacités
d’apprentissage observées avec les deux versions du test de la PM. Cela concorde aussi avec
des études qui ont montré un impact positif des flavonoides et des antioxydants alimentaires
tel le cacao [163], sur la mémoire des rats évaluée par le test de la PM et qui activent la voie

MAPK et inhibent la voie de la caspase 3 [164, 165].

L’apoptose présente dans 1’hippocampe des rats controle est normale. Plusieurs études
soulignent que 1’apoptose est essentielle a 1’homéostasie des organismes multicellulaires,
surtout depuis que 1’on sait qu’elle est sujet a un contrdle génétique et que son déréglage peut
entrainer le cancer, des maladies autoimunes ou dégénératives[166-168]. De méme, 1’apoptose

est aussi importante pour le maintien de ’homéostasie des cellules neuronales[169].

L’apoptose peut étre déclenchée par la voie intrinséque ou extrinséque. L’activation de la voie
intrinséque se réalise par la libération de cytochromes ¢ de la mitochondrie qui vont interagir
avec la protéine Apafl et la caspase 9 pour former un apoptosome, entrainant I’activation de la

caspase 3 qui entraine a son tour la mort programmée de la cellule [166]. L’activation
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extrinseque de ’apoptose se fait par un signal extérieur a la cellule, par I’activation d’un
récepteur (par exemple récepteur du Fas-Ligand) qui entraine 1’activation de la caspase 8,
entrainant directement 1’activation de la caspase 3 qui méne a [’apoptose [170]. Ainsi,
I’absence d’activation de la caspase 8 n’exclut pas la possibilité que la voie intrinséque de
I’apoptose ait activée davantage. Il serait intéressant de pouvoir étudier I’activation de la
caspase 9 dans ces conditions expérimentales pour confirmer ou infirmer I’activation de la
caspase 3 par la voie intrinséque. Comme la caspase 2 peut aussi activer la caspase 9[170],

I’observation de son activation pourrait aussi étre envisagée.

L’apoptose peut aussi étre activée par la caspase 12 sous I’effet du stress du réticulum
endoplasmique [171]. L’absence d’activation de la caspase 12 chez les rats WVK suggere que
I’apoptose présente chez les rats du groupe contrdle ne serait pas causée par le stress du

réticulum endoplasmique.

L’augmentation significative de 1’activation de la voie MAPK (pErk) dans 1’hippocampe des
rats WVK, peut étre un signe d’une plus grande survie neuronale, responsable de
I’amélioration de la cognition. L’association entre ces facteurs concorde avec les études de
Sweatt et al. qui ont 1ié I’activation de la voie MAPK a la plasticité synaptique et a la mémoire

[172, 173].

Nos résultats n’ont pas montré de différence significative de 1’activation d’Akt. Les études
mentionnées précédemment [116, 162] qui ont regardé 1’effet de la vitamine K sur des cellules
de cerveau in vitro n’ont pas regardé I’activation d’Akt. Par contre certaines études in vitro sur
I’effet de Gas6 et Protéine S ont montré que leur effet bénéfique sur la survie des cellules du
cerveau était associé a I’activation d’ Akt [94-96, 100, 106]. Dans la présente étude, comme le
traitement n’a pas affecté 1’activation de Gas6 et protéine S, cela pourrait expliquer que la voie

Akt n’ait point été activée davantage.

Nos résultats n’ont pas montré de différence significative entre les groupes pour 1’expression

de BDNF, suggérant que l’association entre le rehaussement du statut vitaminique K, la
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cognition et I’activation de la voie MAPK, tel qu'étudiés dans la présente étude, ne sont pas
associés a BDNF. Ceci est inattendu, comme la voie MAPK peut augmenter I’expression de
BDNF [14] [97] et que BDNF a dé¢ja été associée a une amélioration de la mémoire spatiale
par les flavonoides [174] ou par ’administration simultanée de vitamine B12 et d’acides gras
oméga-3 [175]. Cependant, une étude in vitro a déja montré que la phylloquinone et la MK-4
entrainaient la prolifération de cellules neuronales par le facteur de croissance neuronal (Nerve
Growth Factor) et I’activation de la voie MAPK [116]. Il serait donc pertinent de répéter cette
¢tude pour déterminer si nos résultats sont associés a I’expression du facteur de croissance

neuronale.

Notre étude a aussi montré que le traitement n’entrainait pas de modification de 1’expression
de la protéine GFAP, suggérant que I’intégrité des astrocytes était intacte. Il serait intéressant
de répéter le modele de Tamadon-Nejad pour évaluer si 'intégrité des astrocytes est affectée

lorsque la carence de MK-4 n'est pas compensée.

Finalement, notre étude a montré que le traitement entrainait une présence accrue de la
microglie dans I’hippocampe des rats WVK. Normalement une activation chronique de la
microglie entraine la libération de radicaux libres et de cytokines pro-inflammatoires qui ont
un effet néfaste sur la cognition [176], tel qu'observé dans les maladies de Huntington, de
Parkinson et d'Alzheimer [177]. Ce résultat n’est donc pas cohérent avec 1’amélioration de la
cognition constatée dans cette étude et reste actuellement inexpliqué. Il sera nécessaire de
répéter 1’expérience et d’analyser davantage de marqueurs de I’inflammation pour tenter

d’obtenir une explication a ce phénomene.

Limites de 1'étude

Le principal point limitant de cette étude est le faible nombre de rats par groupe. En effet, les
tests de comportement ont été effectués avec un n maximal de 6 ou 7, ce qui diminue la

puissance statistique et la représentativité des résultats. De plus, le nombre restreint de rats a
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limit¢ la quantité de matériel disponible pour les analyses biochimiques empéchant ainsi
I’analyse d'autres marqueurs importants tels ceux de I’inflammation ou le facteur de croissance

neuronale tel que discuté précédemment.

L’anticorps utilisé pour identifier la présence de la caspase 3 [9662 Cell Signaling (CS)] ne
permettait pas de voir la présence de la forme clivée. Il aurait été intéressant d’avoir un
anticorps qui permette aussi de voir la forme clivée afin de s’assurer que I’augmentation de la

pro-caspase-3 observée ne soit pas due a une augmentation de 1’expression de cette enzyme.
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Conclusion

Dans cette ¢tude, la modification du traitement de Tamadon-Nejad en augmentant uniquement
les doses de phylloquinone a 120mg/kg/jr (WVK) a entrainé une diminution significative de la
concentration de la concentration de MK-4 dans le cerveau, mais une surcompensation par la
phylloquinone, résultant en une augmentation significative du statut vitaminique K du
cerveau. Ce statut a été associé a une mémoire de reconnaissance intacte et corrélé a une
amélioration de la mémoire spatiale des rats WVK. Le traitement a aussi entrainé¢ une
augmentation significative de I’anxiété et le rétablissement du comportement exploratoire et
de la locomotion des rats WVK comparativement a 1’étude de Tamadon-Nejad [1]. Dans
I’hippocampe des rats WVK, I’amélioration de la cognition et le rehaussement du statut
vitaminique K du cerveau n'ont pas induit de variation significative de 1’activation des
protéines dépendantes de la VK Gas6 et Protéine S, mais ont été associés a une présence
accrue de la microglie et a une inhibition de I’apoptose prévenue par une augmentation
significative de 1’activation de la voie MAPK et le maintien de I’activation de la voie Akt. En
somme, cette étude confirme le réle modulateur de la VK dans le cerveau sur la cognition et la

survie cellulaire.
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Figure 24. Vitesse de nage des rats dans le test de la PM version classique. Les rats
WVK nagent moins rapidement que les rats controles aux jours 3 et 4
(respectivement p=0,024 et p=0,019). Les résultats présentés sont les moyennes
par groupes et les SEM. Contréle : n-6; WVK : n=7.
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Figure 25. Vitesse de nage des rats dans le test de la PM version modifiée. Il y a une

différence de vitesse de nage significative avec le temps (p=0,021), mais pas de
différence significative entre les groupes. Les résultats présentés sont les
moyennes par groupes et les SEM. Contrdle : n-6; WVK : n=7.



Figure 26.

Figure 27.
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Vitesse de marche des rats dans le LCS. Il y a une différence significative entre

les groupes (p=0,005). Les résultats présentés sont les moyennes par groupes et
les SEM. Contréle : n-5; WVK : n=6.
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Vitesse de marche des rats dans le test du CO. Il n’y a pas de différence
significative entre les groupes, mais une tendance des rats WVK a marcher plus
lentement que les rats contrdles. Les résultats présentés sont les moyennes par
groupes et les SEM. Contrdle : n=6; WVK : n=7.
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Figure 28.

vitesse (pouce/sec)

ns

Vitesse de marche des rats pendant le test de la RO. Il n’y a pas de différence
significative entre les groupes, mais une tendance des rats WVK a marcher plus
lentement que les rats controles. Les résultats présentés sont les moyennes par
groupes et les SEM. Contrdle : n=6; WVK : n=7.
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