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Résumé

De nos jours, on attribue une myriade d’effets bénéfiques aux polyphénols
alimentaires. Ces affirmations reposent la plupart du temps sur des études in vitro, sur
quelques études in vivo et presque jamais sur des essais cliniques. On se rend compte de plus
en plus que l’intérét des polyphénols ne résiderait pas uniquement dans leur pouvoir
antioxydant mais également dans leur capacit¢ a cibler de multiples cibles moléculaires
comme ’inflammation. De plus, de nombreuses études commencent a prendre en compte la
biodisponibilit¢ des polyphénols dans I’organisme et leur interaction avec le microbiote
intestinal. C’est pourquoi en plus de nous intéresser a deux polyphénols issus de la Pomme-
grenade, nous nous sommes intéressés a deux de leurs dérivés métaboliques. Pratiquement
aucune ¢tude ne s’était penchée sur I’effet de ces molécules dans un contexte de maladies
neuro-dégénératives. Pour se faire, nous avons testé la punicalagine, 1’acide ellagique,
I’urolithin A et I'urolithin B sur des modeles C. elegans de la SLA et de la maladie de
Huntington qui présentaient des phénotypes moteurs, de la neuro-dégénérescence et de
I’inflammation. Enfin, nous avons utilis€¢ un mode¢le de souris ayant subi une axotomie du nerf
optique pour confirmer le pouvoir neuro-protecteur de 1’urolithin A. Nos résultats ont montré
que ces composés dans des proportions différentes étaient en mesure de réduire la toxicité
neuronale de protéines liées a la SLA et HD et ainsi diminuer les niveaux de paralysie et de
neuro-dégénérescence de nos modeles C. elegans. En paralléle, nous avons observé que cette
neuro-protection se faisait au travers une diminution de 1’inflammation et pour 1’urolithin A
une amélioration de la morphologie des mitochondries via la mitophagie. En dernier, nous
avons constaté que I'urolithin A était en mesure de promouvoir la survie neuronale chez la
souris a la suite d’une lésion du nerf optique. Pour conclure, cette étude par son approche in
vivo de multiples maladies neuro-dégénératives renforce les preuves existantes de ’effet
bénéfique de la consommation de Pomme-grenade et encourage 1’utilisation pharmacologique

de ’urolithin A.

Mots-clés : Maladies neuro-dégénératives, Pomme-grenade, Polyphénols, Dérivés métaboliques,

Neuro-protection.



Abstract

Nowadays, a myriad of beneficial effects is attributed to dietary polyphenols. Most of
these claims are based on in vitro studies, some in vivo studies, and almost never on clinical
trials. It is increasingly realized that the interest of polyphenols does not only lie in their
antioxidant power but also in their ability to target multiple molecular pathways such as
inflammation. In addition, many studies are beginning to take into account the bioavailability
of polyphenols in the body and their interaction with the gut microbiota. That's why in
addition to two polyphenols from Pomegranate, we looked at two of their metabolic
derivatives. Almost no study has examined the effect of these molecules in the context of
neurodegenerative diseases. To do this, we tested punicalagin, ellagic acid, urolithin A and
urolithin B on C. elegans models of ALS and Huntington's disease that had motor phenotypes,
neurodegeneration and inflammation. Furthermore, we used a mouse model that underwent an
axotomy of the optic nerve to confirm the neuroprotective power of urolithin A. Our results
showed that these compounds in different proportions were able to reduce the neuronal
toxicity of proteins. related to ALS and HD and thus decrease the levels of paralysis and
neuro-degeneration of our C. elegans models. In parallel, we observed that this
neuroprotection was done through a reduction of the inflammation and for urolithin A an
improvement of the morphology of mitochondria via mitophagy. Lastly, we found that
urolithin A was able to promote neuronal survival in mice as a result of optic nerve injury. To
conclude, this study by its in vivo approach to multiple neuro-degenerative diseases reinforces
existing evidence of the beneficial effect of pomegranate consumption and encourages the

pharmacological use of urolithin A.

Keywords : Neuro-degenerative diseases, Pomegranate, Polyphenols, Metabolic derivatives,

Neuroprotection.
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Introduction

Sclérose Latérale Amyotrophique

Description

La SLA est une maladie neuro-dégénérative qui se caractérise par une dégénération
progressive des motoneurones au niveau du cerveau et de la moelle épiniére. Elle fut pour la
premicere fois décrite par Jean-Martin Charcot en 1869. Son nom tient de la dégénérescence de
motoneurones engendrant un tissu cicatriciel (Sclérose), au niveau de la partie latérale de la
moelle épiniere (Latérale) et de la diminution de la masse musculaire induite par la mort
neuronale et la perte des jonctions neuromusculaires (Amyotrophique). On la nomme
¢galement maladie de Lou Gehrig, maladie de Charcot ou encore maladie des motoneurones.
Les premiers symptomes sont de légeres crampes musculaires et une faiblesse au niveau des
membres inférieurs et supérieurs. Ils progressent ensuite vers une paralysie de 1’ensemble des
muscles squelettiques ce qui mene inévitablement a la mort. La SLA se développe a 1’age
adulte, en moyenne entre 50 et 60 ans et touche environ 5 personnes sur 100 000. L’espérance
de vie apres le diagnostic ne dépasse pas 3 a 5 ans et les seuls traitements actuellement
disponibles le Riluzole et I’Edaravone ne prolongent la vie que de quelques mois. Le Riluzole
(2-Amino-6-(trifluoromethoxy)-benzothiazole) est un médicament qui inhibe la libération du
glutamate au niveau des synapses et inactive les canaux sodium voltage-dépendent (1).
Toutefois, son mécanisme d’action précis dans la SLA reste encore inconnu. L’Edaravone (1-
Phenyl-3-methyl-5-pyrazolone) quant a lui est un antioxydant qui réduit le stress oxydatif. Son
mécanisme d’action dans le cadre de la SLA est également inconnu pour le moment (2). On
estime que 90% des cas seraient sporadiques, c’est-a-dire sans aucun antécédent dans la
famille et 10% seraient familiaux. Depuis plusieurs années, certains génes mutés ont été
identifiés comme pouvant causer la SLA et leur cas sera détaillé ci-dessous. Toutefois, les
causes de la SLA restent encore majoritairement inconnues méme s’il est trés vraisemblable

que des facteurs environnementaux soient impliqués.



Symptomes

La SLA se caractérise par des signes de dégénérescence des neurones moteurs centraux
et périphériques (3) qui se traduisent par une atrophie musculaire et une perte du contrdle
volontaire du mouvement (4). Le site ou les symptomes peuvent étre observés pour la
premicere fois varie énormément d’un patient a un autre et cela a une influence sur le pronostic
vital (5). On peut ainsi classifier la SLA en deux formes cliniques, la forme bulbaire et la

forme spinale.

Forme Bulbaire

Cette forme comprend une altération des muscles respiratoires, du larynx, pharynx et de la
trachée. Cela s’accompagne de difficultés a avaler et a parler (6). Il est possible de développer
les premiers symptomes au niveau bulbaire, mais d’ensuite évoluer en forme spinale avec
apparition de problémes moteurs des membres supérieurs et inférieurs. Toutefois ce n’est pas
toujours le cas. La forme purement bulbaire touche plus souvent les femmes et est associée a

un meilleur pronostic que celui de la forme spinale (7).

Forme spinale

Dans les cas ou les premiers symptomes sont spinaux, on observe une dégénérescence des
neurones moteurs au niveau de la moelle épiniere et du cortex. Cela se manifeste par une
paralysie progressive de tous les muscles a I’exception de ceux au niveau oculomoteur qui
sont relativement préservés (8). Les patients atteints ont des difficultés a marcher, une
faiblesse musculaire progressive, sans atteinte aux nerfs sensitifs. Il y a également apparition

progressive de symptdmes bulbaires avec des difficultés a parler, a avaler et a respirer.

La génétique

Actuellement, des mutations dans plus d’une douzaine de geénes ont été identifiées
comme étant capable d’induire la SLA et se transmettraient le plus fréquemment par hérédité

autosomale dominante. En 1993, la premi¢re mutation fut découverte dans le géne SODI
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(Cu/Zn superoxide dismutase). SODI représente 10 a 20% des cas familiaux (SLAf) et 1 a 2%
des cas sporadiques (SLAs) (9). Par ailleurs, les cellules de patients sont souvent caractérisées
par la présence d’inclusions protéiques. La nature de ces inclusions est restée inconnue
jusqu’en 2006, lorsqu’il fut découvert que celles-ci étaient en majorité composées de protéines
TDP-43 ubiquitinées (TAR DNA Binding Protein 43) et représente 4% SLAf et 1% SLAs (10).
Ces inclusions de TDP-43 sont également retrouvées chez les patients atteints de FTD ou
d’autres maladies neuro-dégénératives. Enfin, en 2011 fut découvert la principale cause
génétique de la SLA (25 a 40% SLAf et 7% SLAs) : une expansion de répétitions de G4C»
dans le premier intron du gene C9orf72 (open reading frame 72 on chromosome 9) (11). 1l
n’est pas encore clair si I’expansion de répétitions dans C9orf72 entraine une neuro-
dégénération via un gain de fonction toxique, une perte de fonction ou bien les deux. Ces
genes avec FUS/TLS (fused in sarcoma / translocated in sarcoma), 5% SLAf et 1% SLAs sont
les principales causes génétiques de la SLA (12, 13). Dans des cas plus rares on retrouve
d’autres geénes mutés comme CHCHDI0O (coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain
containing 10), TUBA4A (tubulin, alpha 4A), TBKI (TANK-binding kinase 1), OPTN
(optineurin), UBQLN2 (ubiquilin-2), VCP (valosin-containing protein), PFNI (profilin-1),
ALS2 (alsin), SETX (senataxin), ANG (angiogenin), MATR3 (matrin-3), hnRNPAI
(heterogeneous ribonucleoprotein Al), hnRNPA2/BI (heterogeneous ribonucleoprotein

A2/BI) et NEKI (NIMA Related Kinase 1).

Les caractéristiques pathologiques

En plus des motoneurones, d’autres types cellulaires contribuent a la pathogenéese de la
SLA. Des inclusions de TDP-43 sont observées dans la glie et les neurones du cortex moteur,
mais également dans le tronc cérébral, la moelle épiniére et dans la substance blanche (14).
Sur la base de I’observation d’inclusions de protéines dans les cellules gliales entrainant une
activité anormale des microglies ainsi que de la neuro-inflammation. Il y aurait une « non-cell
autonomous toxicity » qui contribue a la SLA (15). C’est-a-dire qu’il y aurait un

dysfonctionnement de différents types de cellules.
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Les agrégats de protéines sont une caractéristique des maladies neuro-dégénératives. Dans le
cas de la SLA, TDP-43 est le constituant principal des agrégats observés dans les
motoneurones (10). Mais on retrouve également des agrégats de protéines contenant FUS,
p62, SODI, UBQLN2 et C9orf72 dans des tissus post-mortem. On les observe dans les
neurones du cortex moteur, du tronc cérébral et de la moelle épinicre, ainsi que dans les
cellules gliales. Cependant, il n’est pas encore clair si ces agrégats sont toxiques ou
protecteurs. De nombreuses protéines trouvées dans les agrégats ainsi que les protéines codées
par certains geénes de la SLA se sont révélées participer I’homéostasie protéique et pourraient
donc affecter la formation et / ou I’¢limination de ces agrégats (16). Une homéostasie
anormale des protéines est une marque de nombreuses maladies neuro-dégénératives, il est
donc difficile de savoir si cela est spécifique a la SLA ou bien constitue une caractéristique de

la mort neuronale liée a 1'age.

Modéles C. elegans

Afin d’étudier la SLA in-vivo, notre laboratoire a fait le choix de 1’organisme modele
Caenorhabditis elegans. Celui-ci est un nématode de 1 mm présentant de nombreux
avantages. Pour commencer, C. elegans est hermaphrodite avec un cycle de vie de 30 jours en
moyenne. 11 se cultive dans des boites de Petri en présence d’un milieu nutritif et se nourrit de
bactéries E. coli OP50. Il est donc possible de générer un trés grand nombre de vers
rapidement et a faible cotit. Ensuite, C. elegans est le premier organisme vivant a avoir eu son
génome entierement séquencé. L ensemble de ses génes ont été cartographiés et il existe un ou
plusieurs variants pour chacun d’entre eux. Les manipulations génétiques sont relativement
simples, knock-out, knock-in et knock-down. Il y a 35% d’homologie entre les génes du C.
elegans et ceux présents chez I’humain. Ce qui est une caractéristique importante pour 1’étude
des maladies humaines. Pour continuer, le C. elegans est un organisme transparent dans lequel
on peut observer les structures internes in-vivo. Enfin, dans le cadre de I’étude de maladies
neuro-dégénératives, le systeme nerveux de 302 neurones du C. elegans a entiérement été

caractérisé.
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Dans le laboratoire, nous utilisons des modeles transgéniques c’est-a-dire des modéles ou une
ou plusieurs copies d’un géne humain li¢ a la SLA ont été insérées dans le génome du C.
elegans. Le transgéne est ensuite exprimé sous le controle d’un promoteur spécifique a une
région donnée (motoneurones, muscles, intestin, pharynx, etc.). Nous utilisons également des
modeles non transgéniques. Les génes humains liés a la SLA ont des orthologues chez C.

elegans. 1l est a noter qu’aucun mode¢le ne peut représenter tous les aspects d’une maladie.

Voici les principales caractéristiques des modéles FUSSYY), har-1(gk3124) et har-1(ad2155)
(orthologue du géne CHCHD10) qui ont été utilisés dans la présente étude :

* Une neuro-dégénérescence progressive des motoneurones GABAergiques apres 6 jours

de vie adulte

» Apparition d’un phénotype moteur a partir du 6°™ jour de vie adulte se traduisant par

une paralysie progressive
» Une espérance de vie réduite

On retrouve donc les mémes caractéristiques que chez I’humain. Apparition des symptomes a

I’age adulte, neuro-dégénérescence et paralysie progressive ainsi qu’une espérance vie réduite.

Chorée de Huntington

Description et symptomes

HD est une maladie neuro-dégénérative transmise de maniére autosomique dominante.
Elle est la conséquence d’une expansion de répétitions de CAG dans le géne huntingtin
(HTT), contenu dans le chromosome 4 (17). La région N-terminale de la protéine mutante
(mHTT), se retrouve donc avec une expansion de glutamine (polyQ). Cette présence
importante de glutamine conduit & un mauvais repliement de la protéine et a 1’incapacité pour
la cellule de traiter celle-ci correctement. Ainsi, mHTT acquicre un gain de fonction toxique
menant a des dysfonctionnements cellulaires, la formation d’inclusion, de 1’astrogliose et une
atrophie du cerveau (18). En général, les individus non atteints ont moins de 36 répétitions de

glutamine dans leur géne huntingtin (HTT). Et c’est a partir de 40 répétitions ou plus que les
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individus développent la maladie. Il est & noter, que le nombre de répétitions de CAG est
directement li¢ a I'dge d’apparition des symptomes. Et que les patients ayant un nombre
exceptionnellement élevé de répétitions ont la forme juvénile de HD. Bien que de nombreuses
régions cérébrales soient touchées, le striatum et le cortex sont les régions les plus touchées.
Les symptomes développés par les patients ont un impact dévastateur sur leur qualité de vie.
Pour commencer, il y a des symptdmes moteurs qui incluent des mouvements involontaires,
une démarche anormale et une difficulté de parole et de déglutition. Pour continuer, il y a des
changements de personnalité définis par de grands sauts d'humeur, de I’agressivité, de I'anxiété
et de la dépression. Pour finir, il y a un déclin cognitif qui se caractérise par un
dysfonctionnement de la mémoire a long et a court terme (4). La maladie de Huntington est
invariablement mortelle et les patients succombent généralement 10 a 15 ans apres diagnostic.
Présentement, tous les traitements pour HD sont des traitements palliatifs et il est donc
primordial de trouver de nouvelles solutions thérapeutiques. Pour se faire, les stratégies visant

I’inhibition de I’expression du géne huntingtin suscitent beaucoup d’intérét.

Les caractéristiques pathologiques

Plusieurs mécanismes intracellulaires sont impliqués dans la neuro-dégénération
observée dans HD. Pour commencer, il y a une interférence dans la transcription protéique ce
qui entraine la sur-expression ou la sous-expression de protéines indispensable aux neurones.
Il y a également, une perturbation du cytosquelette qui engendre un transport défaillant des
organelles et des vésicules. Pour continuer, il y a un mauvais repliement des protéines et les
systémes de dégradation des protéines n’arrivent pas a tagger toutes les protéines agrégées. On
observe une altération de la dynamique des mitochondries qui provoque un stress oxydatif trés
important. Pour terminer, il y a une excitotoxicité liée a la perturbation de I’homéostasie du

calcium.

Modeéles C. elegans
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Dans la présente étude, nous avons utilisé exclusivement des modeles transgéniques
car le C. elegans n’a pas de geéne orthologue au géne humain huntingtin. Ces modéles
expriment des répétitions plus ou moins longues de glutamines soit au niveau du systeme
nerveux (Q19::CFP et Q67::YFP sous le controle du promoteur rgef-1p), soit au niveau des
muscles (Q35::YFP sous le controle du promoteur unc-54p) ou bien alors au niveau de
Iintestin  (Q44::YFP sous le contréle du promoteur vha-6p). Voici les principales

caractéristiques de ces souches :

*  Q67::YFP développe une paralysie progressive a partir du 6™ jour de vie adulte ainsi
que de la neuro-dégénérescence. Observations que ne 1’on retrouve pas chez les vers
exprimant Q19::CFP. Cela représente bien la neuro-toxicité de longues répétitions de

glutamine.

* Les modeles Q35::YFP et Q44::YFP sont utiles car on peut y observer des agrégats. Il

est donc ensuite possible d’étudier 1’effet de diverses molécules sur ceux-ci.

Composés naturels et dérivés métaboliques

L’existence d’une relation entre nutrition et santé humaine est connue depuis plusieurs
siécles maintenant. Cette relation a mené a la découverte des vitamines et des minéraux qui
sont & ce jour considérés comme des éléments nutritifs essentiels. De plus, les végétaux
produisent des molécules phytochimiques qui ne sont pas considérées comme essentielles
nutritionnellement parlant mais pourraient influencer la santé humaine et le développement de
maladies neuro-dégénératives. Enfin, si les effets bénéfiques d’une alimentation riche en fruits
et légumes ont été mis en lumiere par des études épidémiologiques (19-22), il émerge
maintenant que certains de ces effets seraient spécifiquement dus a des composés

phytochimiques et aux métabolites issus de leur digestion.

Polyphénols
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Parmi les molécules produites au sein du régne végétal, les polyphénols représentent le
plus grand groupe de métabolites secondaires et sont caractérisés par la présence d’au moins
un groupe hydroxyle (-OH) attach¢ a un anneau aromatique (23). Les polyphénols
représentent un groupe de molécules extrémement diversifié non seulement en terme de
structure chimique mais également en terme d’activité biologique. Les polyphénols sont
généralement conjugués a des polysaccharides, acides organiques et carboxyliques, amines,
lipides et a d’autres phénols. Ainsi, il existe une classification des polyphénols en différents
sous-groupes en fonction du nombre de phénols présents et des éléments attachés a ceux-ci
(23, 24). Les principaux groupes sont les acides phénoliques, stilbénes, flavonoides,
coumarines et lignanes. On les retrouve principalement dans les fruits, légumes et noix dans

des concentrations trés variées.

Etudes épidémiologiques

Des études épidémiologiques et de populations ont mis en évidence les effets
bénéfiques d’une consommation réguliére de polyphénols. La plupart de ces études se sont
intéressées a la diete méditerranéenne qui se caractérise par une grande consommation de
fruits, légumes, poissons ainsi que d’une consommation moindre de vin et d’huile d’olive qui
sont des éléments riches en polyphénols (25). Ces études ont démontré I’existence d’une
corrélation positive entre une di¢te méditerranéenne et une diminution du risque de développer
une maladie neuro-dégénérative. Plus encore, elles ont observé un retard dans [’age
d’apparition de maladies telles qu’Alzheimer et Parkinson ainsi qu’une diminution de la
mortalité chez les personnes atteintes de la maladie d’Alzheimer (26-28). Les quantités
importantes de polyphénols dans la diete méditerranéenne semblent indiquer que ceux-ci
contribuent a ses effets bénéfiques. Plus généralement, des études ont démontré qu’une diéte
riche en polyphénols améliore la cognition, la mémoire et 1’apprentissage chez des personnes
agées (29, 30), qu’il y a une corrélation entre une concentration élevée en polyphénols dans
I’urine et un risque plus faible de déclin cognitif (31, 32) ou encore que la consommation de

myrtille améliore les fonctions cognitives chez des personnes agées (33, 34). Collectivement,
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ces ¢tudes soutiennent I’hypothése qu’une alimentation riche en polyphénols a un impact

positif vis-a-vis de la cognition et des maladies neuro-dégénératives.

Etudes in-vitro et in-vivo

Les études in-vitro sont particuliérement pertinentes pour déterminer les propriétés
chimiques d’un polyphénol ainsi que son effet spécifique dans le cadre d’un processus
pathologique sans I’interférence d’autres voies cellulaires. Toutefois, les résultats doivent étre
interprétés avec précaution car certains ne peuvent étre reproduits dans des modeles animaux.
En effet, pendant un certain nombre d’années, les études sur les polyphénols se sont
concentrées sur 1’hypothése que ceux-ci exercent un effet bénéfique en agissant en tant
qu’antioxydants c’est-a-dire en éliminant les radicaux libres. Toutefois, ces études avaient
tendance a utiliser des concentrations non-physiologiques de I’ordre du micro-molaire alors
que les polyphénols semblent avoir un effet sur les modéles animaux et chez I’humain avec
des doses en circulation de I’ordre du nano-molaire. Il est aujourd’hui reconnu que le mode
d’action des polyphénols ne se résume donc pas uniquement a leur activité anti-oxydante et
qu’ils ont également des propriétés anti-inflammatoires, anti-agrégatives ou encore anti-
prolifératives. Les études in-vitro ont ainsi mis en lumicre que lorsque que leur concentration
est élevée les polyphénols ont des capacités anti-oxydantes. Ce qui a mené a 1’idée fausse que
leurs effets protecteurs étaient principalement dus a la réduction du stress oxydatif. Toutefois,
les études avec des modeles cellulaires et animaux ont depuis montré que le mode d’action des
polyphénols va bien au-dela de leur potentiel antioxydant. La neuro-dégénérescence étant un
processus impliquant plusieurs facteurs, la capacité des polyphénols & moduler plusieurs de
ces facteurs comme I’inflammation et le stress oxydatif les rend particulierement attrayant. En
général, les études in vivo ont soit utilis¢é une approche nutritionnelle soit une approche
pharmacologique. C’est-a-dire que soit les animaux étaient nourris avec des aliments
contenant des polyphénols (exemple des bleuets) et ceux-ci devaient franchir la barricre
gastro-intestinale et étre métabolisé€s par le microbiote. Soit les composés phénoliques étaient

administrés par intraveineuse ou autre et on parlait alors d’approche pharmacologique.
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Essais cliniques

Il y a peu d’essais cliniques qui ont étudié ’effet de polyphénols sur des maladies
neuro-dégénératives. Le G. biloba qu’on nomme plus communément le Ginkgo n’a montré
aucun effet a long terme sur I’accumulation de plaque AP. (35) mais a eu des résultats positifs
dans le cadre d’accident vasculaire cérébraux et chez des enfants avec des troubles de
I’attention (36, 37). D’autre part, une autre étude a montré que la consommation régulicre de
jus de bleuets améliorait la mémoire chez des personnes agées (38). La majorité des essais
¢tudient donc I’effet des polyphénols sur la cognition mais trés peu se font dans le cadre de
maladies telles qu’Alzheimer, Parkinson, Huntington et la SLA. Méme si les essais cliniques
sont I’approche la plus stire pour étudier I’effet physiologique d’une molécule, ils sont

généralement tres longs et trés couteux.

La barriére hémato-encéphalique

Apres ingestion, que ce soit dans I’intestin ou le foie, les polyphénols subissent
d’importantes transformations métaboliques. Menant ainsi a la production d’une grande
variété de dérivés phénoliques. Toutefois, pour que les polyphénols et leurs dérivés produisent
leurs effets neuro-protecteurs au niveau du systéme nerveux central ceux-ci doivent traverser
des barrieres et plus particulierement la barriére hémato-encéphalique. En effet, plusieurs
barriéres régulent les échanges entre le sang et le systéme nerveux et la barriére hémato-
encéphalique est trés certainement celle qui exerce le contrdle le plus important. C’est une
barri¢re extrémement sélective qui fournit des nutriments au cerveau tout en contrélant 1’acces
de métabolites, comme les polyphénols et qui protége également le systéme nerveux
d’¢éléments toxiques et pathogenes (39). Des études ont démontré que la perméabilité de la
barriére hémato-encéphalique aux polyphénols est reliée a leur caractére lipophile. C’est-a-
dire que les dérivés moins polaires comme les dérivés méthyles sont d’avantage absorbés par

le cerveau comparativement a des dérivés sulfatés par exemple (40). Cependant, il n’est pas
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encore clair si les polyphénols traversent principalement la barriére par simple diffusion ou a
I’aide d’un transporteur actif. Dans tous les cas, I’accumulation des données démontrant la
capacité des polyphénols a traverser la barriere hémato-encéphalique renforce leur potentiel

dans le cadre de maladies neuro-dégénératives.
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But de cette étude

Cette étude avait pour objectif d’explorer 1’effet neuro-protecteur de polyphénols issus
de la Pomme-grenade ainsi que de leurs dérivés métaboliques. La structure chimique de
chacun des composés est en annexe 1 et une revue d’études déja réalisées avec ces mémes
composés est en annexe 2. Dans le cas présent, nous avons souhaité travailler avec plusieurs
modeles C. elegans de la SLA et de la maladie de Huntington puis avec un mode¢le de 1ésions
axonales chez la souris. Le but étant de déterminer si la neuro-protection était spécifique a une
seule maladie ou a une seule sous-population de neurones et enfin si la neuro-protection était
conservée lors du passage d’un modele animal simple & un modéle plus complexe. Dans un
deuxiéme temps, nous avons souhaité étudier si nos molécules d’intéréts influencaient
I’inflammation et 1’espérance de vie et si leur effet était dépendant de 1’autophagie et les voies

cellulaires de résistance aux stress.



Matériel et Méthodes

Souches C. elegans

Les méthodes standards de culture et manipulation des C. elegans ont été utilisées (41).

Les vers ont été maintenus sur des boites de Petri NGM (Nematode Growth Media)

préalablement ensemencées avec des bactéries E. coli OP50 et ont été conservés a 15°C sauf

indication contraire. Les souches utilisées proviennent du C. elegans Genetics Center

(University of Minnesota, Minneapolis) ou ont été générées au sein méme du laboratoire.

Toutes les souches mutantes ont été croisées au moins 6 fois avec la souche Wild-type N2.

Tableau 1. Les différentes souches C. elegans utilisées

Souche | Génotype Description
N2 Wild-type
Exprime le transgéne FUS™T uniquement dans les
AT (WT).y 0 + .
XQ471 unc-47p::FUST Hunc-119(+) motoneurones GABAergiques
Exprime le transgéne FUS®Y7 uniquement dans les
AT (S57A) 10 + .
XQ472 unc-47p=FUS sunc-119(+) motoneurones GABAergiques
Souche ayant une mutation knock-out du géne har-1
VC3169 | har-1(gk3124) (délétion de 260 paires de base) qui est un orthologue
du géne CHCHD10
Souche ayant une point mutation du géne har-1
DA2155 | har-1(ad2155) (substitution de G par A) qui est un orthologue du géne
CHCHDI10
— . Exprime une répétition de 67 glutamines fusionnée a
AM44 rmls284[rgef-1p::Q67:: YFP] YFP au niveau du systéme nerveux
V10 Exprime une répétition de 19 glutamines fusionnée a
AM49 rmls172 [rgef-1p::Q19::CFP] CFP au niveau du systéme nerveux
AMI40 | rmls132 [unc-54p::Q35::YFP] Sguche exprimant une répétition de 35 glutamines au
niveau des muscles
GFS0 | drls20 [vha-6p::Q44::YFP + rol-6(sul006) + pBluescript 11] | Kopetition de 44 glutamines fusionnce 4 YEP exprimée
spécifiquement au niveau de I’intestin
1G274 fels7[nlp-29p::GFP,col-12p::DsRed] Souche exprimant GFP SUItF: a une infection, une
blessure ou un stress osmotique
Souche permettant de visualiser la structure des
mitochondries dans les muscles de la paroi grace a la
-3p:: - +unc-119(+) + + . .
PS6192 sy15243 [myo-3p:: TOM20::mREP +unc-119(+) + pBS Sk+] protéine fluorescente mRFP qui est envoyée dans la
matrice mitochondriale
SJ4100 zcls13[hsp-6::GFP] Exprime GFP en cas de stress mitochondrial
SJ4005 2clsé [hsp-4::GFP] Sou(fh.e sur-exprimant la. protéine GFP suite a un stress
du réticulum endoplasmique
TJ375 gplsl [hsp-16.2p::GFP] Exprime GFP aprés un choc thermique
CL2166 | dvIs19 [(pAF15)gst-4p::GFP::NLS] La protéine ﬂuo.rescente GFP est exprimé lorsqu’il y a
un stress oxydatif
TU3311 | uls60 [unc-119p::YFP + unc-119p:sid-1] Souche ayant les neurones hypersensibles a I’ARN

interférent (RNAI1)




Traitement pharmacologique

A la réception des composés : Punicalagine (Santa Cruz), Acide Ellagique, Urolithin A
et Urolithin B (Cedarlane) ceux-ci ont été aliquotés en solution stock de 10mM dans du
DMSO. Par la suite, pour chaque condition, le composé a été incorporé a 1’agar NGM juste
avant d’étre coulé dans les boites de Petri avec une concentration final de 20uM. La condition
contrdle étant celle contenant uniquement du DMSO. Les vers ont été¢ exposés aux composés

de leur naissance jusqu’a la fin de chaque expérience.

Test de paralysie

Le développement d’une paralysie a été évalué tous les jours pendant 12 jours sur une
trentaine de vers transgéniques a partir de leur premier jour de vie adulte. Les vers évoluant
sur des boites NGM [Icontrélel] ou NGM + [lcomposé naturel[] ont été¢ considérés comme
paralysé s’ils étaient dans I’incapacité de se mouvoir apres un stimulus tactile. Les vers ont été
considérés comme mort si toujours aprés stimulus ils ne montraient aucun signe de
mouvement de la téte et du pharynx. Les vers ont été transférés tous les 2 jours sur de
nouvelles boites de Petri, toutes les expériences ont été¢ réalisées 3 fois de manicre

indépendante, en triplicata avec = 30 vers/boite et a 20°C.

Test de neuro-dégénérescence

Afin de déterminer in-vivo la présence ou I’absence de dégénérescence au niveau des
motoneurones, des vers ayant 9 jours de vie adulte ont ét¢ immobilisés sur un pad d’agarose
2% a I’aide de levamisole SmM dissout dans du M9 puis montés entre lame et lamelle. Un
microscope Zeiss Axio Imager M2 et le logiciel Axiovs40 V 4.8.2.0 ont été utilisés pour
visualiser la fluorescence mCherry a 595nm. Une centaine de vers ont été évalués par

condition.

Test de durée de vie
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Pour comparer la durée de vie moyenne et maximale, différentes souches ont été suivis
a partir de leur premier jour de vie adulte jusqu’a leur mort. Les vers été considérés comme
mort s’ils ne montraient aucun mouvement du corps, de la téte et du pharynx apres un stimulus
tactile. Les vers ont ¢t¢ transférés tous les 2 jours. Toutes les expériences ont été réalisées 3
fois de manicre indépendante, en triplicata avec =~ 30 vers/boite et a 20°C. L’espérance de vie
moyenne correspond au nombre de jours au bout duquel il ne reste plus que 50% de la
population en vie. L’espérance de vie maximale est la durée de vie (en jours) maximale

observée.

Test RNAi

Les souches traitées avec un ARN interférent (RNAi) ont été nourries avec des
bactéries E. coli (HT115) contenant soit un vecteur vide soit un clone bec-1, dct-1 ou skn-1.
Ces clones RNAi provenaient de la ORFeome RNAI Library (Open Biosystems). Tous les
modeles C. elegans utilisées ont été¢ croisés avec la souche uls60 [unc-119p::YFP + unc-
119p::sid-1] qui permet un silencage génique spécifique des neurones. Toutes les expériences
RNAI ont été réalisées a 20°C et sur des boites NGM [Icontrélel] ou NGM + [Icomposé
naturel[]. La paralysie a été évaluée comme décrit précédemment du 1°" au 12°™ jour de vie

adulte.

Quantification de la fluorescence

La quantification de GFP a été réalisée en utilisant un fluorescence multimode plate
reader (Biotek, Synergy 4) et des vers ayant 2 jours de vie adulte. Plus précisément, 50 vers
par puits et par condition étaient placés dans une plaque-noire 96 puits avant d’étre lu 4 fois.
Toutes les expériences ont été réalisées 4 fois de maniére indépendante pour un total de 200

vers par condition.

Quantification des agrégats
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En utilisant unc-54p::Q35::YFP et vha-6p::Q44::YFP, 100 vers ont été comptés par

condition a la recherche d’agrégats.

Evaluation qualitative de la morphologie des mitochondries

Comme précédemment décrit (42, 43), les différentes catégories morphologiques ont
¢été définies de la fagon suivante : les vers ayant majoritairement de longues mitochondries
interconnectées étaient classifiés comme linéaires. Les vers ayant des mitochondries
fragmentées en plus de longues mitochondries interconnectées étaient classifiés comme
intermédiaires. Enfin, les vers ayant majoritairement de petites mitochondries étaient
classifiées comme fragmentés. L’analyse de la morphologie des mitochondries a été réalisée

chez des vers ayant 9 jours de vie adulte pour un total de 100 vers par condition.

Modé¢le de souris

Toutes les procédures ont été effectuées conformément aux lignes directrices du
Conseil canadien de protection des animaux concernant l'utilisation d'animaux de laboratoire
(www.ccac.ca). Tous les protocoles ont été approuvés par le Comité de protection des
animaux du Centre de recherche du Centre hospitalier de I’Universit¢ de Montréal
(CRCHUM). Les chirurgies ont été pratiquées sur des souris males adultes C57B1 / 6 (18-22
g; Charles River International) sous anesthésie générale (isoflurane 2%, 0,8 L / min). Tous les

efforts ont été faits pour minimiser les souffrances des animaux.

Axotomie du nerf optique

Une lésion a été induite par section compléte (axotomie) du nerf optique, ce qui a
entrainé une perte rapide et prévisible par apoptose des cellules ganglionnaires de la rétine
(RCGs) (44). Pour résumer, une incision dans la peau au-dessus du rebord orbitaire supérieur a
¢été pratiquée pour accéder a l'arriere de I'ceil. La gaine durale a été ouverte longitudinalement

pour exposer le nerf optique, qui a ensuite été coupé de fagon nette a 0,5-1 mm de la téte du
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nerf. Nous avons pris soin de ne pas endommager l'artére centrale de la rétine et un examen de
I’ceil a été effectué avant 1’axotomie, immédiatement apres et 3 a 5 jours plus tard pour vérifier
l'intégrité de la circulation rétinienne apres la chirurgie. Tous les animaux présentant un apport

sanguin compromis ont été exclus de 1'étude.

Injection intra- vitréenne

Un volume total de 5 pl (100 uM) d’urolithin A (Cedarlane) a été injectée dans le
corps vitré de I’ceil a l'aide d'une micro-aiguille affilée sur mesure, fixée a une seringue
Hamilton. Sous anesthésie générale, la sclére a été exposée et la pointe de l'aiguille insérée
dans le quadrant oculaire supérieur a un angle de 45 © au travers de la sclére et de la rétine
pour atteindre l'espace vitré. Cette voie d'administration évitait les 1ésions de l'iris ou de la
lentille susceptibles de favoriser la survie des RGCs (45, 46). L'urolithin a été administrée
immédiatement aprés axotomie du nerf optique. Les animaux témoins ont regu des injections

intraoculaires de véhicule (NaCl 0,9% stérile dans du DMSO 1%) au moment de 1'axotomie.
Immunohistochimie

Les animaux ont été anesthésiés et perfusés avec du paraformaldéhyde (PFA) 4% une
semaine apres axotomie. Les yeux ont ét¢ immédiatement recueillis et la rétine soigneusement
disséquée. Les rétines ont été incubées pendant une nuit a 4 °C dans une solution de blocage
(NGS 10%, BSA 1% et Triton X-100 0,5% dans du PBS), suivie d'une incubation dans un
anticorps primaire contre un marqueur spécifique des cellules ganglionnaires de la rétine,
RBPMS (47) (0,01pg/ml, Phosphosolution) pendant 5 jours a 4 °C. Les rétines ont ensuite été
lavées et incubées avec un anticorps secondaire anti-lapin IgG (0,01pg/ml, AlexaFluor594,
Molecular Probes) pendant 4h a température ambiante. Pour finir, les échantillons ont été
montés, recouverts dune solution anti-décoloration (SlowFade, Molecular Probes) et

visualisés a l'aide d'un microscope a fluorescence Zeiss Imager M2 avec Apotome 2.

Quantification du niveau de survie des cellules ganglionnaires de la rétine
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Les échantillons ont ét¢ montés avec les fibres nerveuses orientées vers le haut et
visualisés avec un microscope a fluorescence. Les neurones RBPMS positifs ont été comptés
dans trois zones carrées localisées a 0,25, 0,625 et 1 mm du disque optique, pour un total de 12

régions rétiniennes. Les images ont été analysées avec le logiciel Image J (NIH).

Statistiques

Le logiciel Prism 7 (GraphPad) a été utilisé pour toutes les analyses statistiques. Les
courbes des tests de paralysie et de durée de vie ont été comparées en utilisant le test Log-rank
(Mantel-Cox). Pour les tests de neuro-dégénérescence un two-tailed t test a été réalisé. La
quantification de la fluorescence a été analysée avec un test one-way ANOVA. L’analyse de la
morphologie des mitochondries a ét¢ analysée avec un test two-way ANOVA. Pour finir, les
données issues des rétines de souris ont été traitées a l'aide d’une analyse one-way ANOVA,

suivie d’un Tukey's Multiple Comparison post hoc test.
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Résultats

Les extraits de Pomme-grenade et leurs dérivés métaboliques réduisent la
neuro-toxicité de FUS.

Afin d’étudier I’effet neuro-protecteur de deux polyphénols présents dans la pomme-
grenade : la punicalagine (PU) et I’acide ellagique (EA); et de deux de leurs dérivés :
I’urolithin A (UA) et I’urolithin B (UB) ; nous avons utilis¢ divers modeles C. elegans de
maladies neuro-dégénératives. Pour commencer, nous nous sommes servis d’un modele de la
sclérose latérale amyotrophique (SLA) exprimant dans ses neurones moteurs la protéine
mutante FUS®>Y), Nous avons précédemment publié (48) que ces vers transgéniques
développaient une paralysie progressive ainsi qu'une dégénérescence de leurs motoneurones.
Dans le cas présent, nous avons démontré que les 4 composés PU, EA, UA et UB étaient en
mesure de diminuer la toxicit¢ de FUS (Fig.1 A, B). En effet, en présence de chacun des
composés les vers ont présenté moins de problémes locomoteurs et de neuro-dégénérescence.
Pour continuer, nombre d’études ont observé que la neuro-inflammation était une
caractéristique importante de la SLA et d’autres maladies neuro-dégénératives (49, 50). Nous
avons nous méme publié (51) que dans nos modeles C. elegans de la SLA on observait une
sur-activation du systéme immunitaire inné en réponse a I’expression des protéines mutantes
TDP-43 et FUS. Afin de visualiser cette réponse immunitaire nous avons utilis¢ le reporter
nlp-29::GFP qui encode une protéine antimicrobienne exprimée par le ver apres une infection
fongique ou une blessure physique (52). Comme précédemment, nous avons confirmé que les
mutants FUS®>74) avaient un niveau d’expression de nlp-29::GFP significativement plus élevé
que les animaux exprimant la protéine FUSWD. De plus, nous avons démontré que les
composés PU, EA, UA et UB étaient en mesure de diminuer cette réponse immunitaire innée

liée a ’expression de FUS®Y4) (Fig. 1 C).
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Figure 1. Les extraits de Pomme-grenade et leurs dérivés métaboliques réduisent la
neuro-toxicité de FUS. (A) Punicalagine, acide ellagique, urolithin A et urolithin B ont réduit
la paralysie liée a 1’age sur des vers mutants FUS. Test Log-rank (Mantel-Cox), **P<0,01,
*Ex*%P<0,0001, (n=270). (B) Quantification de la neuro-dégénérescence chez des vers
FUS®37 ayant 9 jours de vie adulte. La neuro-dégénérescence des motoneurones a été réduite
par I’administration de punicalagine, acide ellagique, urolithin A et urolithin B. Two-tailed t-
test, ¥P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, (n=100). (C) Quantification de la fluorescence de nip-
29 ::GFP chez des vers FUSWD et FUS®A ayant 2 jours de vie adulte. Punicalagine, acide
ellagique, urolithin A et urolithin B ont réduit I’expression de n/p-29 ::GFP chez les vers
mutants FUS. Test one-way ANOVA,*P<(,05, **P<0,01, ***P<0,001, ****P<0,0001,
(n=200). Les valeurs sont exprimées comme la moyenne + S.E.M.
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Les extraits de Pomme-grenade et leurs dérivés réduisent la neuro-toxicité
de HAR-1.

Le but des expériences suivantes était de déterminer si les effets bénéfiques des
molécules issues de la pomme-grenade étaient spécifique au modéle FUS ou s’ils étaient
réplicables sur d’autres modéles de la SLA. Pour cela, nous avons utilisé¢ deux modeles non
transgéniques har-1. Le géne har-1 étant chez C. elegans un orthologue du géne humain
CHCHDI10 impliqué dans la SLA (53, 54). En caractérisant deux souches mutantes har-
1(gk3124) et har-1(ad2155) nous avons pu déterminer que celles-ci présentaient des niveaux
de paralysie et de neuro-dégénérescence plus élevés que des vers non transgéniques Wild-type
(données non publiées). Les molécules PU, EA, UA et UB ont été en mesure de réduire la
neuro-toxicité¢ de har-1(gk3124) (Fig. 2 A, C) mais seul UA a diminué significativement la
paralysie dans le modele har-1(ad2155) (Fig. 2 B). Chez I’humain, des mutations dans le géne
CHCHDI10 qui encode une protéine mitochondriale peuvent entrainer des dysfonctionnements
au niveau des mitochondries et in fine la SLA (55). Chez C. elegans nous avons comparé la
morphologie des mitochondries de vers Wild-type versus des vers har-1(gk3124) et har-
1(ad2155). Nous avons ainsi pu constater que les mutants har-I avaient un pourcentage
beaucoup plus élevé de mitochondries fragmentées et que 1’urolithin A était en mesure de

diminuer ce pourcentage (Fig. 2 D).
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Figure 2. Les extraits de Pomme-grenade et leurs dérivés réduisent la neuro-toxicité de
HAR-1. (A) Punicalagine, acide ellagique, urolithin A et urolithin B ont réduit la paralysie
progressive induite par har-1(gk3124). (B) L’urolithin A a réduit les problémes de motilité des
vers har-1(ad2155). Test Log-rank (Mantel-Cox), **P<0,01, ****P<(,0001, (n=270). (C)
Quantification de la neuro-dégénérescence chez des vers har-1(gk3124) ayant 9 jours de vie
adulte. La neuro-dégénérescence des motoneurones a été réduit par I’administration de
punicalagine, acide ellagique, urolithin A et urolithin B. Two-tailed t-test, *P<0,05, **P<0,01,
(n=100). Les valeurs sont exprimées comme la moyenne + S.E.M. (D) Analyse qualitative de
la morphologie des mitochondries de vers Wild-type versus des vers mutants har-1(gk3124) et
har-1(ad2155) ayant 9 jours de vie adulte. L’urolithin A a réduit le pourcentage de
mitochondries fragmentées chez les mutants har-1. Two-way ANOVA, ***P<0,001, (n=100).
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Les extraits de Pomme-grenade et leurs dérivés métaboliques protégent
contre la toxicité liée a une expansion de polyglutamine.

Apres avoir démontré les effets neuro-protecteurs des polyphénols issus de la pomme-
grenade et de leurs dérivés sur plusieurs modeles de la SLA, nous avons souhaité déterminer si
ces molécules pouvaient également avoir un effet sur d’autres modeles de maladies neuro-
dégénératives. Pour cela, nous avons utilis¢ des modeles de la maladie de Huntington. Cette
maladie héréditaire se caractérise par une expansion de CAG dans l’intron 1 du géne
huntingtine (17). Elle entraine chez les personnes atteintes des symptomes variés qui
comprennent généralement des troubles moteurs, cognitifs et psychiatriques. Il existe plusieurs
modeles C. elegans pour la maladie de Huntington chacun reproduisant divers aspects de la
maladie. Dans la présente étude nous avons utilisé des vers transgéniques exprimant des
répétitions plus ou moins longues de CAG soit dans les neurones, les muscles ou les intestins.
Dans un premier temps, nous avons pu observer que EA, UA et UB étaient en mesure de
diminuer significativement le pourcentage de paralysie et de neuro-dégénérescence chez des
vers exprimant 67 répétitions de glutamines (Q) dans leurs neurones (Fig. 3 A, B). Pour
continuer, nous avons mesuré les niveaux de fluorescence de vers 67Q et 19Q qui ont été
croisés avec le reporter nlp-29::GFP car I’inflammation est également une caractéristique de la
maladie de Huntington (56). Nous avons ainsi pu constater que les vers exprimant 67Q avaient
une activation plus importante de leur systéme immunitaire innée comparé aux vers exprimant
19Q et que les composés EA, UA et UB étaient en mesure de réduire I’expression de nlp-
29::GFP (Fig. 3 C). Pour finir, ’huntingtine mutée entraine la formation d’agrégats qui
seraient éventuellement toxiques. Nous nous sommes donc demandé si nos molécules
d’intéréts avaient un effet sur ces agrégats. Pour cela, nous avons utilis¢ deux modéles
exprimant des répétitions de CAG soit dans les muscles soit dans I’intestin car la visualisation
des agrégats y était plus simple que dans les neurones. Nous avons ainsi pu relever que EA,
UA et UB n’avaient pas d’effet sur I’agrégation et qu’uniquement PU était en mesure de la
diminuer (Fig. 4 A, B). En d’autres termes, EA, UA et UB ont des effets bénéfiques tout en

n’influengant pas 1’agrégation.
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Figure 3. Les extraits de Pomme-grenade et leurs dérivés métaboliques protégent contre
la toxicité des répétitions de polyQ. (A) L’acide ellagique, 1’urolithin A et I’urolithin B ont
réduit la paralysie liée a I’expression toxique de répétitions de CAG dans les neurones de vers
transgéniques. Test Log-rank (Mantel-Cox), ****P<0,0001, (n=270). (B) Quantification de la
neuro-dégénérescence chez des vers (67Q) ayant 9 jours de vie adulte. La neuro-
dégénérescence des motoneurones a ¢été réduite par 1’administration d’acide ellagique,
urolithin A et urolithin B. Two-tailed t-test, *P<0,05, **P<0,01, (n=100). (C) Quantification
de la fluorescence de nip-29 ::GFP chez des vers (Q19) et (Q67) ayant 2 jours de vie adulte.
L’acide ellagique, I’urolithin A et I’urolithin B ont réduit I’expression de n/p-29 ::GFP chez
les vers transgéniques (Q67). Test one-way ANOVA,*P<0,05, **P<0,01, ****P<0,0001,
(n=200). Les valeurs sont exprimées comme la moyenne + S.E.M.
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Figure 4. Les effets bénéfiques des extraits de Pomme-grenade et de leurs dérivés
métaboliques ne dépendent pas de I’agrégation. (A) Quantification du nombre d’animaux
ayant des agrégats de polyQ dans les muscles (n=100) aprés 2 jours de vie adulte. (B)
Quantification par ver du nombre d’agrégats dans ’intestin (n=100) aprés 2 jours de vie
adulte. Punicalagine est I’'unique composé qui semble influencer I’agrégation. Les valeurs sont
exprimées comme la moyenne = S.E.M (Two-tailed t-test, *P<0,05).

34



L’Urolithin A protege les cellules ganglionnaires de la rétine d’une mort
induite par axotomie chez la souris.

Suite a I’observation des effets bénéfiques de PU, EA, UA et UB sur plusieurs mod¢les
C. elegans de la SLA et de la maladie de Huntington, nous avons souhaité tester 1’une de ces
molécules sur un modéle animal plus proche de ’humain : la souris. Pour cela, nous avons
choisi I'urolithin A car cette molécule a eu un effet neuro-protecteur sur tous les modéles C.
elegans testés. De plus, L’UA présente une plus grande biodisponibilité que PU et EA et elle
serait la seule molécule capable de traverser la barriére hémato-encéphalique (57, 58). Dans le
but de confirmer l'effet de 'urolithin A sur la survie neuronale, une seule dose intra-vitréenne
a été administrée sur des souris au moment de 1’axotomie de leur nerf optique. Cette axotomie
a induit la mort sélective des cellules ganglionnaires de la rétine (RGCs). Les rétines des yeux
traités avec UA présentaient systématiquement des densités de RGCs plus élevées par rapport
a celles traitées avec un véhicule (Fig. 5 A, C). En effet, ’analyse quantitative a montré
qu’une semaine apreés la lésion du nerf optique, 'urolithin A permettait une survie
substantielle des RGCs par rapport aux yeux traités avec le véhicule (urolithin A : 69% de
survie, véhicule : 54% de survie) (Fig. 5 D). Ces données confirment que l'urolithin A exerce

un puissant effet neuro-protecteur sur les neurones du systéme nerveux central endommageés.
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Figure 5. L’Urolithin A protege les cellules ganglionnaires de la rétine d’une mort
induite par axotomie. (A-C) Une semaine aprés axotomie du nerf optique, les rétines
montées enticres traitées avec l'urolithin A présentent des densités plus élevées de RBPMS-
positive RGCs comparées aux yeux témoins traités avec le véhicule. Barre d'échelle : 50 um.
(D) L’analyse quantitative a confirmé que l'urolithin A (n=5) permettait une survie
significative du soma des cellules ganglionnaires de la rétine par rapport aux yeux traités avec
le véhicule (n=5). Les densités de soma chez les souris C57B1/6 intactes et non blessées sont
indiquées a titre de référence (100% de survie, n = 4). Les valeurs sont exprimées comme la
moyenne £ S.E.M (ANOVA, *P<0,1, ***P<0,001).
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Les extraits de Pomme-grenade et leurs dérivés augmentent légérement la
durée de vie.

Au-dela de leur effet neuro-protecteur, nous avons voulu déterminer si les molécules
issues de la pomme-grenade ainsi que leurs dérivés étaient en mesure d’augmenter 1’espérance
de vie de nos modéles C. elegans. Pour ce qui est de I’espérance de vie moyenne du modéele
FUSG4) PU et UA ont été en mesure de I’augmenter de 15 a 17 jours. Et pour ce qui est de
son espérance de vie maximale qui était initialement de 29 jours, PU 1’a fait augmenter jusqu’a
41 jours et UA et UB jusqu’a 47 jours (Fig. 6 A). Le modele har-1(ad2155) a pour sa part
présenté une espérance de vie moyenne courte de 9 jours et une espérance de vie maximale de
25 jours. Les composés EA et UA ont pu augmenter 1’espérance de vie moyenne des vers de 9
a 11 jours mais aucun composé n’a ét€¢ en mesure d’augmenter 1’espérance de vie maximale
(Fig. 6 B). Enfin, le mode¢le transgénique Q67 de la maladie de Huntington a vu son espérance
de vie moyenne et maximale augmenter en présence des composés EA, UA et UB (Fig. 6 C).
Nos molécules d’intéréts ont donc un effet sur I’espérance de vie de nos modeles de maladies
neuro-dégénératives mais cet effet varie grandement d’une molécule a une autre et d’un

modéle a un autre.
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Figure 6. Les extraits de Pomme-grenade et leurs dérivés augmentent légerement
I’espérance de vie. (A-C) Effet de PU, EA, UA et UB sur la durée de vie des modéles
FUSGA) ) har-1(ad2155) et Q67. Test Log-rank (Mantel-Cox), *P<0,05, **P<0,01,
**%%p<(0,0001, (n=270).
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L’effet bénéfique de I’Urolithin A est dépendant du processus de
mitophagie.

Pour poursuivre notre étude, nous avons souhaité investiguer les mécanismes
moléculaires au travers desquels nos composés d’intéréts promulguaient leurs effets
bénéfiques. Depuis plusieurs années, I’autophagie est un mécanisme identifi¢ comme étant
une cible thérapeutique prometteuse dans le cadre de maladies neuro-dégénératives (59). Dans
ce contexte, un certain nombre de molécules naturelles ont été identifiées comme étant capable
de moduler 1’autophagie (60, 61). Dans un premier temps, nous avons utilisé la technique du
RNAi qui permet de knock-down I’expression d’un géne spécifique dans nos vers pour
bloquer le mécanisme de 1’autophagie. De cette facon nous avons pu constater que ’effet
neuro-protecteur de PU, EA et UB n’¢était pas dépendant de ce mécanisme mais que celui de
UA I’était (Fig. 7 A-D). Dans un deuxiéme temps, ayant observé qu’en présence d’urolithin A
les mutants har-1 avaient des mitochondries en meilleures santé (Fig. 7 D), nous avons voulu
savoir si ’effet de UA était dépendant de la mitophagie. Pour se faire nous avons knock-down
les genes dct-1 et skn-1 et avons observé qu’effectivement en inhibant la mitophagie on
inhibait I’effet bénéfique de UA (Fig. 7 E). L’urolithin A agit donc au travers de 1’autophagie

et plus précisément de la mitophagie ce qui n’est pas le cas des autres composés.
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Figure 7. L’effet bénéfique de I’Urolithin A est dépendant du processus de mitophagie.
(A-D) Niveau de paralysie de vers FUS®4) qui ont été nourris avec un RNAi empty vector
ou bec-1 et traités avec punicalagine, acide ellagique, urolithin A et urolithin B. Seul
I’urolithin A n’a plus d’effet positif sur la paralysie lorsque les vers transgéniques sont nourris
avec le RNAI bec-1. (E) Niveau de paralysie des mutants FUS qui ont été nourris avec un
RNAIi empty vector, dct-1ou skn-1 et traités avec 1’urolithin A. Lorsque I’expression de dct-1
ou skn-1 est knock-down, 1’urolithin A ne produit plus d’effet bénéfique sur la paralysie. Test
Log-rank (Mantel-Cox), ****P<0,0001, (n=270). Les valeurs sont exprimées comme la

moyenne + S.E.M.
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Les extraits de Pomme-grenade et leurs dérivés n’ont pas d’effets sur les
voies de résistance au stress chez C. elegans.

Une hypothése que nous avions posée était que les extraits de pomme-grenade et leurs
dérivés métaboliques activaient une des voies de résistance au stress chez C. elegans. Ces
voies ont été extrémement bien conservées au cours de 1I’évolution et leur activation peut
promouvoir la survie cellulaire et donc la survie neuronale (62). Parmi ces voies il y a celles
qui réagissent au stress thermique, stress mitochondrial, stress oxydatif et au stress du
réticulum endoplasmique. Afin de déterminer si nos molécules d’intéréts activaient une de ces
voies, nous avons utilis¢ des souches exprimant des reporters GFP et avons quantifié la
fluorescence. Nous avons ainsi observé que PU, EA, UA et UB n’avaient aucune influence sur
les niveaux de fluorescence (Fig. 8 A-D) et donc que leur effet neuro-protecteur était

indépendant de ces voies de résistance au stress.

41



2007 hsp-4:GFP
0@ 1507
g8
S5
< 504
0-
> & O 4 N
€ & o O
& F &S &
QQ(\ Q>\’b \)\ \)\ \»\
60 hsp-16.2:GFP
82 4
55
a3
g8
o=
Ke] -t
ﬁ% g; 20

> & O Q Q
& & &
S I I RS

Se® 8

42

150+

hsp-6::GFP
82 4
$5S
o
8 5
o=
=g} -t
Z i 50
N >
O & 4 2
SR IR R e
¢ & & & & W
QQQ Q>\'b \5\ \\
8007 gst-4:GFP
g @ 6007
§ 5
@E 400+
Sk
< 2004
0-
3y . >
9 N A\
& @ & E S
& & & & & ¢
QQQ Q>\fb \5\ N ?S)

Figure 8. Les extraits de Pomme-grenade et leurs dérivés n’ont pas d’effets sur les voies
de résistance au stress chez C. elegans. En quantifiant la fluorescence de Asp-4::GFP, hsp-
6::GFP, hsp-16.2::GFP et gst-4::GFP chez des vers ayant 2 jours de vie adulte, il a été
déterminé qu’aucun composé n’a d’effet sur : le stress 1ié¢ au réticulum endoplasmique (A), le
stress mitochondrial (B), le heat shock stress (C) et le stress oxydatif (D). Les valeurs sont
exprimées comme la moyenne = S.E.M, ANOVA, (n=200).



Discussion

Le traitement de modéles in-vivo par des polyphénols et leurs dérivés
métaboliques prévient partiellement P’apparition de phénotypes neuro-

dégénératifs.

Pour la réalisation de cette étude, nous avons souhaité¢ procéder de la maniére
suivante : utiliser exclusivement des mode¢les in-vivo et non des modéles in-vitro, réaliser les
expériences sur différents modéles de maladies neuro-dégénératives, et enfin, confirmer chez
la souris les résultats obtenus chez le C. elegans. C’est cette approche, qui selon nous, fait

toute la force de notre étude.

C’est a la suite d’un screen réaliser avec divers composés d’origine naturelle allant de
I’extrait de curcuma au sirop d’érable que nous avons identifi¢ la punicalagine, ’acide
ellagique, 1’urolithin A et ’urolithin B. En effet, ces composés issus de la pomme-grenade
présentaient des résultats prometteurs et une recherche bibliographique n’a fait que confirmer
notre intérét. De nombreuses études avaient déja mis en lumiere I’effet de la pomme-grenade,
de son jus et de ses polyphénols dans le cadre du cancer de la prostate et d’autres pathologies
(63, 64). Mais pratiquement aucune n’avait étudi¢ I’effet de PU et EA sur le systéme nerveux
central et les pathologies qui y sont associées (65, 66). Et encore moins se sont intéressées a
leurs dérivés métaboliques UA et UB qui pourtant d’aprés un consensus grandissant seraient a

I’origine de I’effet bénéfique de la pomme-grenade (57).

Nos résultats ont clairement démontré un effet neuro-protecteur de PU, EA, UA et UB
avec une diminution des défauts de motilité et de la neuro-dégénérescence chez des modéles
de la sclérose latérale amyotrophique et de la maladie de Huntington. Ils ont ensuite, chez la
souris, confirmé le fort potentiel de I'urolithin A. D’ailleurs, la capacité de UA a promouvoir
la survie neuronale chez la souris est treés intéressante. UA a été administrée juste aprés la
lésion du nerf optique, il n’y a donc eu aucun traitement préventif, ce qui n’était pas le cas

chez C. elegans ou le contact avec la molécule était permanent soit avant méme 1’apparition



des symptomes moteurs. Ensuite, ces résultats ont montré que UA pouvait avoir un effet
bénéfique sur un autre type de population neuronale que celui étudié chez C. elegans. Et enfin,
les souris étant des mammiféres cela encourage grandement 1’utilisation thérapeutique de UA

chez ’humain.

Concernant les expériences chez C. elegans, elles ont ¢été réalisées avec une
concentration finale de 20uM. Néanmoins, nous avons effectué un test de paralysie avec une
concentration finale de 50uM pour déterminer si 1’effet de nos composés pouvait dépendre de
leur dose. Nous avons ainsi constaté qu’a S0uM D’effet de PU et EA devenait toxique et que
celui de UA et UB ne changeait pas (annexe 3). Il semblerait donc que I’effet de PU et EA
soit dose-dépendent et que celui de UA et UB ne le soit pas. Toutefois, pour confirmer cela il
faudrait tester une plus grande échelle de concentrations. Un autre avantage serait de pouvoir
encore diminuer leur concentration. Par ailleurs, il serait intéressant de tester les molécules en
combinaison et déterminer si associées ensemble elles sont en mesure d’avoir un effet
synergique. En effet chaque molécule n’a pas forcément le méme mécanisme d’action et ne
cible pas les mémes voies cellulaires. Il aurait é¢galement été intéressant de tester directement
le jus de pomme-grenade. Celui-ci contient entre autres PU et EA toutefois nos vers C.
elegans n’auraient ensuite pas pu les métaboliser en UA et UB car ils ne possedent pas le
microbiote adéquat. Enfin, comme il I’a ét¢ mentionné, les modeles C. elegans de maladies
neuro-dégénératives ont subi un traitement préventif. Il serait donc pertinent d’exposer les vers
qu’a partir du moment ou les symptdmes apparaissent ¢’est-a-dire autour du 7°™ jour de vie
adulte et observer si les composés sont en mesure de modifier 1’évolution de la maladie en

plus de la prévenir en partie.

Paralle¢lement, il est a noter que le faible niveau de neuro-dégénérescence dans le
modele Q67 (30%) s’explique trés certainement par le fait que le test a été réalisé a 1’aide d’un
marqueur fluorescent spécifique aux motoneurones GABAergiques. Or il se trouve que
I’expression transgénique de Q67 se fait de fagon pan-neuronale et que c’est peut-étre les
neurones moteurs cholinergiques qui dégénéraient et causaient les problémes moteurs dans le
cas présent. Méme si les composés ont ét¢ en mesure de diminuer la dégénérescence déja
faible des motoneurones GABAergiques, il faudrait confirmer ce résultat a ’aide d’un

marqueur fluorescent spécifique aux motoneurones cholinergiques.
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Pour résumer,

* PU a un effet neuro-protecteur sur les modéles SLA : FUSGYY), har-1(gk3124) et har-
1(ad2155). PU n’a pas d’effet sur les modeles HD sauf celui de diminuer la quantité
d’agrégats.

* EA a un effet neuro-protecteur sur les modéles SLA : FUSGY™ et har-1(gk3124) mais
pas sur le modele har-1(ad2155). EA a un effet positif sur le modele HD Q67::YFP
avec aucun effet sur la quantité d’agrégats dans les modeles Q35::YFP et Q44::YFP.

= UA a un effet neuro-protecteur sur tous les modeles C. elegans de SLA et HD ainsi

que sur les cellules ganglionnaires de souris ayant subies une axotomie du nerf optique.

* UB a un effet neuro-protecteur sur les modéles SLA : FUS®SY et har-1(gk3124) mais
pas sur le modele har-1(ad2155). UB a un effet positif sur le modele HD Q67::YFP
avec aucun effet sur la quantité d’agrégats dans les modeles Q35::YFP et Q44::YFP.

Ces résultats démontrent que 1’effet neuro-protecteur de PU, EA, UA et UB n’est pas
spécifique a un modele de maladie ou a une sous population de neurones. Pour finir, ils sont

transposables d’un mode¢le animal simple a un modéle plus complexe.

Les mécanismes moléculaires subjacents

Démontrer I’effet bénéfique d’un composé n’est pas une fin en soi, encore faut-il
déterminer qu’elle est son mécanisme d’action et qu’elles sont les voies moléculaires
impliquées. Pour cela, nous avons pu profiter des nombreux avantages que présente le modele
C. elegans. En effet, il est simple d’y faire des modifications génétiques et son corps est
transparent. Il existe donc de trés nombreuses souches exprimant des reporters GFP qui

permettent de visualiser et quantifier I’activation de voies moléculaires.

Pour commencer, nous nous sommes intéressés a la neuro-inflammation qui est un
mécanisme pathologique récurrent dans les maladies neuro-dégénératives. De nombreuses

¢tudes ont mis en lumicre le pouvoir anti-inflammatoire des polyphénols (67). Parmi celles-ci,
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certaines se sont intéressées au jus de pomme-grenade et a ses composés, en particulier dans le
cadre de la maladie de Crohn, du diabéte de type 2, de maladies cardiovasculaires ou encore
de I’arthrite rhumatoide (68-70). En ce qui nous concerne, des études ont démontré un effet de
PU, EA, UA et UB sur la neuro-inflammation notamment sur des mod¢les de la maladie
d’Alzheimer (71-73). Et il ressort globalement que I’effet anti-inflammatoire se ferait via
I’inhibition de la voie NF-kB. En réalisant nos expériences, nous avons pu confirmer cet effet
anti-inflammatoire de PU, EA, UA et UB et cela dans un contexte inédit qui était celui de la
SLA et de la maladie de Huntington. Toutefois, C. elegans n’ayant pas d’orthologue de NF-kB
nous n’avons pu confirmer que nos molécules d’intérét inhibaient cette voie. Nos résultats
associés a ceux des études précédentes renforcent les preuves que la pomme-grenade et les
composés qui en dérivent sont des anti-inflammatoires universels et pourraient donc étre
utilisées dans le traitement de bon nombre de pathologies. D’ailleurs des essais cliniques ont

déja eu des résultats encourageants chez des patients (68, 69, 74).

Pour continuer, les maladies neuro-dégénératives s'accompagnent trés souvent d'une
accumulation de protéines oxydées et agrégées. Les raisons moléculaires derriére ce constat ne
sont pas completement ¢élucidées. Toutefois, l'insuffisance du contréle qualité des protéines
jouerait un role important dans cette accumulation. Dans ce contexte, les polyphénols
pharmacologiquement actifs et leurs dérivés présenteraient un fort potentiel préventif et
thérapeutique contre 1’agrégation au cours de la neuro-dégénérescence (61). Parmi nos
résultats, nous avons pu constater que seul PU faisait diminuer 1’agrégation de polyQ dans
deux modeles Huntington. Hors, il est également le seul composé a ne pas diminuer la neuro-
dégénérescence et la paralysie. Dans ce cas-ci la diminution de I’accumulation de protéines
toxiques n’est donc pas synonyme de neuro-protection. Ces résultats alimentent le débat sur si
oui ou non les agrégats de polyQ participent négativement a la pathologie de Huntington et sur

si oui ou non ces agrégats devraient étre une cible thérapeutique.

Dans le contréle qualit¢ des protéines, [’autophagie joue un roéle central et
I’augmentation de son flux pourrait étre un des mécanismes par lequel nos molécules
d’intéréts agissent. En utilisant la technique du RNAi nous avons constaté que seul UA était
dépendant de I’autophagie. Ce qui signifie que 1’effet anti-agrégatif de PU ne se faisait pas au

travers de 1’autophagie. D’autre part, une étude a mis en évidence que UA a un effet protecteur
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en augmentant la mitophagie c’est-a-dire en stimulant la dégradation des mitochondries
endommagées ce qui in fine stimule la production de nouvelles mitochondries (75). Toujours
en utilisant le RNAi nous avons confirmé que ’effet protecteur de UA dépend effectivement
de la mitophagie. De plus, UA a ¢été le seul a diminuer la paralysie et a améliorer la
morphologie des mitochondries du modele har-1(ad2155). Cette propriété de UA est trés
prometteuse car les neurones sont trés dépendants des mitochondries et de nombreuses

maladies neuro-dégénératives sont associées a des dysfonctionnements mitochondriaux.

Les cellules possedent des mécanismes de réponse aux stress dont les origines sont trés
diverses. Il y a le stress thermique, le stress oxydatif et le stress du réticulum endoplasmique
pour ne citer qu’eux. Ces voies moléculaires peuvent promouvoir la survie cellulaire ou au
contraire déclencher la mort par apoptose. Depuis de nombreuses années, le constat a été fait
que le résultat de I’activation d’une de ces voies était dose-dépendant. En d’autres termes, une
faible activation de ces voies aura un effet bénéfique sur la survie cellulaire alors qu’une forte
activation aura tout 1’effet contraire (76). Il y a donc un intérét thérapeutique a diminuer le
stress cellulaire ou alors a activer de fagcon modérait et bénéfique 1’une des voies moléculaires
de résistance au stress. Le stress du réticulum endoplasmique et le stress oxydatif sont des
caractéristiques des maladies neuro-dégénératives (77, 78). Nous avons nous méme publié
qu’il était possible de réduire la toxicité neuronale de TDP-43 en diminuant le stress du
réticulum endoplasmique a 1’aide de molécules pharmacologiques (79). Présentement, apres
avoir mesuré le niveau d’activation de ces voies moléculaires en présence de PU, EA, UA et
UB nous avons fait le constat qu’aucun des composés n’influengaient le niveau d’expression
de nos reporters GFP. Nous en avons conclu que nos molécules d’intéréts n’interagissaient pas

avec ces voies moléculaires.

Pour finir, il est intéressant de noter que les molécules utilisées dans la présente étude
ne semblent pas avoir les mémes mécanismes d’action que le Riluzole et I’Edaravone. Ce sont
les deux seuls médicaments autorisés pour la SLA et ils ne prolongent la vie des patients que
de quelques mois. En effet, le Riluzole diminue I’excitotoxicité liée au glutamate en diminuant
sa libération au niveau des synapses et I’Edaravone est un antioxydant qui diminue le stress-

oxydatif. Les effets du Riluzole et de I’Edaravone chez des modéles de souris de la SLA sont
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trés bien documentés et il serait intéressant de pouvoir tester PU, EA, UA et UB dans les

mémes conditions et comparer les résultats.

Potentiel thérapeutique des urolithins

Méme en prenant en compte les nombreuses études qui associent la punicalagine et
I’acide ellagique a des effets pertinents sur la santé. Le fait est qu’ils ont une faible
biodisponibilité et sont métabolisées en urolithins par le microbiote intestinal (80). Les
urolithins sont donc un parfait exemple d’interaction entre polyphénols alimentaires et
microbiote pouvant affecter la santé humaine. Si la famille des urolithins comprend 1’urolithin
A, B, C et D ainsi que de nombreux dérivés méthylés ou conjugués c’est principalement UA et
UB qui ont montré le plus de résultats encourageants. L urolithin A est méme a ce jour en
essai clinique de phase 2 comme médicament antivieillissement pour des patients agés. Un
essai précédent de phase 1A/1B avait démontré que la prise orale de UA ne présentait aucune
toxicité. L’essai en cours cherche a confirmer chez I’humain la capacité de UA a améliorer les
fonctions musculaires déclinantes avec 1’age via sa capacité a stimuler la mitophagie (75). Par
ailleurs, méme si les urolithins sont biodisponibles dans la circulation sanguine encore faut-il
qu’elles puissent se rendre jusqu’au systeme nerveux central. Et d’aprés une étude
computationnelle, seul UA serait en mesure de traverser la barriére hémato-encéphalique (57).
Il faudrait évidemment confirmer cela in vivo chez des rats ou des souris. Les urolithins
offrent ainsi une explication a I’effet bénéfique de la consommation de Pomme-grenade. Elles
encouragent une approche préventive nutritionnelle des maladies neuro-dégénératives via la
consommation réguliere de polyphénols. De plus, 'urolithin A semble étre une option

pharmacologique viable aux traitements de maladies du systéme nerveux.
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Conclusion et perspectives

Un certain nombre d’études épidémiologiques avaient mis en lumiere I’impact de la
consommation de polyphénols sur le développement de maladies neuro-dégénératives. Il
semblerait maintenant que cet impact dépend en grande partie du microbiote intestinal et de sa
capacité a métaboliser les polyphénols. Les grandes différences interindividuelles dans la
composition du microbiote pourraient expliquer les effets bénéfiques variables observaient
lors d’une consommation importante de polyphénols. La présente étude renforce 1’hypothése
que I’utilisation pharmacologique des urolithins et plus particulierement de I'urolithin A et B
dans le cadre de maladies neuro-dégénératives serait bénéfique. En effet, leur biodisponibilité,
leurs effets neuro-protecteur et anti-inflammatoire, la capacité de UA a traverser la barriere
hémato-encéphalique et sa non-toxicité démontrée par un essai clinique de phase 1A/1B vont
dans ce sens. D’un point de vue nutritionnel, les résultats encouragent la consommation
réguliére de polyphénols méme si les preuves ont encore besoin d’étre approfondie chez
I’humain. La Pomme-grenade est la principale source de punicalagine mais on en retrouve
¢galement dans les noix et les baies. Pour finir, les aliments miracles n’existent pas mais
certains ont des propriétés fonctionnelles qui accompagnées d’un mode de vie sain pourraient

impacter positivement la santé humaine dans son ensemble.
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Annexe 1
Structure chimique de PU, EA, UA et UB (81)
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Annexe 2

Revue d’études réalisées avec PU, EA, UA et UB

Composé Etudes Propriétés Reéf.
Punicalagin - Modéles in-vitro du cancer Effet antiprolifératif (via (82-84)
de la prostate, du poumon, diminution de I’expression de
des seins et des cervicales MMP-2 et MMP-9, activation de
I’apoptose via la voie
mitochondriale) et effet
antioxydant (diminution des ROS)
Acide Ellagique - Modeles in-vivo du Diabéte Effet antioxydant via augmentation | (85)
de type 2 des niveaux de glutathion et de
-~ Modsles in-vitro et in-vivo I’activité des enzymes antioxydants
, . catalase et SOD
d’ Alzheimer
Effet antioxydant, diminution de (86)
marqueurs de I’inflammation o
(GFAP et CRP) et des plaques Al
Urolithin A - Modéle in-vivo du Augmentation de la mitophagie (75)
vicillissement Effet anti-inflammatoire via (73)
- Modéle in-vitro de neuro- inhibition des voies NF-«kB, T
inflammation MAPKSs (p38 et Erk1/2), et Akt
Urolithin B - Modéle in-vitro de neuro- Effet anti-inflammatoire via (73)

inflammation

inhibition des voies NF-«kB,
MAPKs (p38 et Erk1/2), et Akt
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Annexe 3

Les extraits de Pomme-grenade deviennent toxiques a haute concentration

mais pas leurs dérivés métaboliques.
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==~ Punicalagin == Ellagic acid
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Les extraits de Pomme-grenade deviennent toxiques a haute concentration mais pas
leurs dérivés métaboliques. (A) Avec une concentration de 50uM Punicalagine et acide
ellagique ont eu un effet toxique sur la paralysie de vers FUS mutants mais pas urolithin A et

urolithin B. Test Log-rank (Mantel-Cox), P<0,001, (n=270).. Les valeurs sont exprimées
comme la moyenne + S.E.M.
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