Médéa N° D’ORDRE

Républiqgue Algérienne démocratique et populaire
Ministére de I'’enseignement supérieur et de la recherche scientifique
UNIVERSITE de Dr. YAHIA FARES, MEDEA

N

U

W

W

FACULTE DES SCIENCES
DEPARTEMENT DES SCIENCES DE LA NATURE ET DE LA VIE

Mémoire
Présenté pour obtenir le grade

MASTER Il EN IMMUNOLOGIE ET MALADIES INFECTIEUSES

Par
ROUMILI Marwa
RASSOUL Mahfoud

Soutenu Publiquement le :

23 juin 2022

Intitulé :

PHENYLALANINE ET IMMUNO-PATHOGENESE DE LA MALADIE DE

PARKINSON
Pr. OUMOUNA mustapha Professeur Membre d’honneur
Pr Benachour karine ptofesseur Membre d’honneur
Dr. MEZIANE warda Maitre de Conférences A Promotrice
Dr. KHAMES mammar Maitre de Conférences A Président
Dr. GASMI Maitre de Conférences A Examinatrice

Année Universitaire 2021-2022



Médéa N° D’ORDRE

Année Universitaire 2021-2022



Résumé |

Résumé

Introduction : La maladie de Parkinson (MP) est la deuxieme maladie neurodégénérative la plus
courante qui touche 2 & 3 % de la population 4gée de = 65 ans (Poewe et al., 2017). Elle est
provoquée par une neuro-inflammation chronique se caractérisant principalement par la perte de
neurones dopaminergiques, et de troubles neuropsychiatriques et cognitifs, liés a une
perturbation du métabolisme des acides aminés et de neurotransmetteurs (Figura et al., 2018;
Latif et al., 2021).

Objectifs : L’objectif de ce travail de master est d’étudier qualitativement et quantitativement
l'acide aminé, phénylalanine chez les patients adultes atteints de la maladie de Parkinson
comparés aux témoins sains.

But : Evaluer le profil sérique de concentration en la phénylalanine contre la progression de la
maladie de Parkinson.

Matériels et méthodes : Une chromatographie sur couche mince (CCM) a été réalisée sur des
sérums sanguins prélevés chez vingt 20 patients [(5 Femmes et 15 hommes) de moyenne d’age
(57,8 £ 0,8)], atteints de la maladie de parkinson et 20 témoins sains contrbles [(5 Femmes et 15
hommes) de moyenne d’age 58,5 + 0,9)], matchés pour le sexe et 'dge (population homogéne,
p=0.03, p<0.05). Les échantillons sanguins sélectionnés pour cette étude ont été recueillis au
niveau de plusieurs laboratoires privés du centre algérien (Alger — Blida — Médéa — Djelfa).

Résultats : Les chromatogrammes représentant les bandes de migration des composés
sériques en phénylalanine montrent bien, qualitativement, la présence de cet acide aminé a des
taux différents chez les patients atteints de la MP comparés aux contrdles sains. Les taux
sériques de phénylalanine, sont plus élevés chez les patients comparé aux témoins ; Nonobstant,
la moyenne des concentrations obtenue ne présente pas de différence significative entre les
deux populations comparées (p=0,117 ; p>0.05). Ceci refléte la retenue de I'hypothése nulle, HO
ou les concentrations de PHE sont comparables chez les deux populations étudiées.

Conclusion : Nous concluons que le les concentrations sériques de I'acide aminé Phénylalanine
chez les patients atteints de la MP sont proches de ceux des témoins, et ce malgré la présence
avérée une neuroinflammation chronique due a la pathologie.

Mots clés : Phenylalanine, Maladie de Parkinson , Acides amines, Chromatographie sur couche
mince (CCM), Immunométabolisme cellulaire.
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Summary

Introduction: Parkinson's disease (PD) is the second most common neurodegenerative disease
affecting 2-3% of the population aged = 65 years (Poewe et al., 2017). It is caused by chronic
neuroinflammation characterized mainly by the loss of dopaminergic neurons, and
neuropsychiatric and cognitive disorders, linked to a disturbance in the metabolism of amino
acids and neurotransmitters

Objectives: The objective of this master's thesis is to qualitatively and quantitatively study the
amino acid, phenylalanine in adult patients with Parkinson's disease compared to healthy
controls. (Figura et al., 2018; Latif et al., 2021).

Purpose: To assess the serum phenylalanine concentration profile against the progression of
Parkinson's disease.

Materials and Methods: Thin layer chromatography (TLC) was performed on blood sera taken
from twenty patients [(5 women and 15 men) of mean age (57.8 + 0.8)], suffering from
Parkinson's disease and 20 healthy controls [(5 women and 15 men) with an average age of 58.5
+ 0.9], matched for sex and age (homogeneous population, p=0.03, p< 0.05). The blood samples
selected for this study were collected at several private laboratories in the Algerian center (Algiers
— Blida — Médéa — Djelfa).

Results: The chromatograms representing the migration bands of serum compounds into
phenylalanine clearly show, qualitatively, the presence of this amino acid at different levels in
patients with PD compared to healthy controls. Serum phenylalanine levels are higher in patients
compared to controls; Notwithstanding, the average of the concentrations obtained does not
show any significant difference between the two populations compared (p=0.117; p>0.05). This
reflects the retention of the null hypothesis, HO where PHE concentrations are comparable in the
two populations studied.

Conclusion: We conclude that the serum concentrations of the amino acid Phenylalanine in
patients with PD are close to those of controls, despite the proven presence of chronic
neuroinflammation due to the pathology.

Keywords: Phenylalanine, Parkinson's disease, Amino acids, Thin layer chromatography (TLC),
Cellular immunometabolism.
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Introduction

La maladie de Parkinson est la deuxieme maladie neurodégénérative la plus fréquente qui
atteint le second rang des maladies dégénératives aprés la maladie d'Alzheimer (SOFMA et al.,
2020). Pourtant, la cause de cette maladie reste encore largement inconnue (Balestrino and
Schapira, 2020). Elle survient principalement chez les personnes agées; chez qui elle provoque
une neuro-inflammation chronique se caractérisant principalement par la perte de neurones
dopaminergiques dont la disparition entraine un manque accru en dopamine (Latif et al., 2021);
gu’est un neurotransmetteur clé du cerveau, intervenant dans la régulation de la cognition, de la
mémoire, de la motivation, de 'lhumeur, de I'attention et de I'apprentissage (Laviolette, 2007)

Les manifestations de la maladie sont connues depuis longtemps. Elle a historiquement été
nommée Campavata dans l'ancien systeme médical indien Ayurveda ; ou on tentait dés lors de la

traiter par une plante médicale connue sous l'appellation scientifique « mucuna pruriens »

(Katzenschlager, 2004). Quelques années plus tard, en 1817, le médecin anglais James
Parkinson publia un essai médicale sur la paralysie agitant « An Essay on the Shaking Palsy » ,
dans laquelle il décrit pour la 1" fois les symptdomes de la maladie , et donne les caractéristiques
des tremblements et la diminution de la force musculaire ainsi que I'évolution de la maladie au
cours du temps. Soixante ans apres, Jean-Martin Charcot ce médecin francais a effectué une
recherche approfondie de la maladie qu’il a renommé en I'honneur de James Parkinson (Goetz,
2011)

La MP touche environs 4 millions de personnes dans le monde. Il semble que l'incidence soit
plus élevée chez les Blancs que chez les Noirs, les Hispaniques ou les Asiatiques, avec le plus
faible taux pour les Asiatiques (Guillaume and Gilles, n.d.). Dans le monde, la prévalence de
cette maladie s’échelonne entre 0.1 % et 0.2 % environ de la population générale, avec une
tendance a 'augmentation avec I'age. A 60 ans, la prévalence est d’environ 1 %, mais s'éléve a
plus de 4 % a 80 ans. L'incidence de la maladie s’éléve a un million de nouveaux cas par année
dans le monde (Organisation mondiale de la Santé, 2020).

Il est bien connu que la perte des neurones dopaminergiques (sécréteurs de Dopamine) lors de
la MP, entraine des troubles neuropsychiatriques qui s'accompagnent de troubles caractérisés
par une inflammation aigué ou chronique (Latif et al., 2021), tels que le développement d'une
dépression, une diminution de la qualité de vie ou des troubles cognitifs, ainsi que des lésions
cellulaires, impliquées dans I'étiologie de la MP ; ceux-ci se sont avérés liés a une perturbation

1
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du métabolisme des acides aminés et des neurotransmetteurs ; incriminés dans la progression
de la pathologie (Figura et al., 2018) (Laviolette, 2007).

(Figura et al., 2018)Parmi les précurseurs des catécholamines « dopamine », on compte
essentiellement deux acides aminés clés, la phénylalanine et la tyrosine. La phénylalanine est un
acide aminé essentiel ou indispensable qui ne peut pas étre synthétisé par I'organisme et qu'il est
apporté par I'alimentation (Kopple, 2007). Les acides aminés jouent de nombreux rbles dans le
systéeme nerveux central, servant de neurotransmetteurs, de neuromodulateurs et de régulateurs
du métabolisme énergétique , d’'une part; Mais aussi sont impliquées grandement dans la
synthése de nombreuses protéines immunitaires et inflammatoires (Geisler et al., 2013). lls ont
aussi, une fonction immunomodulatrice impliguée dans la régulation des paramétres
métaboliques cellulaires qui a été démontrée dans de nombreuses (Miyajima, 2020) ; (Figura et
al., 2018)) ainsi que dans le cas de la MP (Figura et al., 2018) ,Parallelement, les paramétres
métaboliques exercent de méme, un rdle direct dans la régulation de la fonction des cellules

immunitaires et donc la régulation de la réponse inflammatoire (Miyajima, 2020)

Dans la présente étude, nous avons déterminé de maniere semi-quantitative les concentrations
sériques de phénylalanine chez des sujets atteints de la MP comparés aux sujets sains par
technique chromatographique sur couche mince. Le suivi de ces paramétres immuno-
métaboliques chez les sujets atteints, tout au long des thérapies peut en revanche étre utile pour
déterminer la progression de la maladie, mais encore I'établissement d’un profil spécifique
d'acides aminés peut servir de marqueur biochimique et immunologique de la progression de la

MP et donc la mise en place de thérapies appropriées.
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Chapitre 1. Revue de la littérature

1 Chapitrel. Revue de littérature
1.1 Lamaladie de parkinson
1.1.1 Historique

Dans l'ancienne littérature indienne plusieurs maladies du tremblement ont été décrites se
nommer « Kampavata » est le tremblement qui se rapproche le plus du parkinson, il y a plus de
6000 ans le traitement pour Kampavata se basait sur l'utilisation de Mucuna Prurians (aussi
appelé le haricot de velours) reconnue récemment pour ces graines riches en L-Dopa,

(précurseur de la dopamine).

Par ailleurs ,dans un essai intitulé « An Essay on the Shaking Palsy » James Parkinson (1755-
1824) offre une description claire et détaillée de six patients présentant des tremblements de
repos, des troubles de la posture et de la marche, une rigidité musculaire et une lenteur des
mouvements volontaires, cette maladie que Parkinson appelait « paralysie agitante » sera plus
tard renommée en son honneur « Maladie de Parkinson » (MP) par le neurologue francgais Jean-
Martin Charcot et le mérite revient a James Parkinson de décrire la premiére fois cette maladie
en 1817 dans son étude (Dorsey et al., 2007).

1.1.2 Epidémiologie

La maladie de Parkinson est relativement fréquente, et les résultats épidémiologiques de la
maladie de cette affection sont variables selon la méthodologie de chaque étude, les plus basses
valeurs de prévalence sont observées dans les pays orientaux et africains et les plus hautes
dans les pays occidentaux a I'inverse la prévalence de la MP est plus faible en Afrique noire que
chez des caucasiens ou Afro-Américains, cette maladie est Iégerement plus fréquente chez les

hommes que chez les femmes (Ascherio and Schwarzschild, 2016).

L'incidence de la maladie s’éléve a un million de nouveaux cas par année dans le monde

(Organisation mondiale de la Santé, 2020).

Le taux d’incidence annuels standardisés en fonction de I'age dans les pays a revenu élevé de
14 pour 100 000 personnes dans la population totale et de 160 pour 100 000 personnes agées
de 65 ans ou plus, une mesure peut-étre plus interprétable de la fréquence des maladies est le
risque a vie, qui était estimé a 2 % pour les hommes et a 1.3 % pour les femmes (Ascherio and

Schwarzschild, 2016). En effet, dans toutes les études l'incidence de la maladie de Parkinson est
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faible avant 'dage de 50 ans, mais il augmente rapidement avec I'age, aprés I'age de 80 ans la

maladie est tres rare (Ascherio and Schwarzschild, 2016).

La prévalence de la maladie est généralement acceptée a partir de 100 a 200 pour 100 000
personnes et I'incidence annuelle est de 15 par 100000 habitants ,il y a une discussion continue
sur la question de savoir s’il y a une augmentation de I'occurrence de la maladie, dépassant ce a
quoi on peut s’attendre dans un vieillissement, la MP est rare avant 'age de 50 ans et atteint une
prévalence de 4% dans les groupes d’age les plus élevés et représente une cause fréquente de
morbidité qui affectel-2 pour 1000 de la population a tout moment, affecte les hommes
légérement plus souvent plus que les femmes. Il peut y avoir une augmentation d’apparition de la
maladie qui ne peut étre expliquée par changements démographiques de la population

seulement (Tysnes and Storstein, 2017).

Les grandes découvertes ont profondément changé notre compréhension de la maladie de
Parkinson et de ses déterminants, attendu que les études génétiques ont révélé I'hétérogénéité

de la maladie et un apercu de sa pathogénese et de son étiologie.

Les enquétes épidémiologiques ont fourni la preuve que les facteurs comportementaux et
environnementaux jouent un réle clé dans la pathogenése et la progression des maladies
neurodégénératives, cette preuve est renforcée et complétée par 90% des cas de MP ont aucune
cause génétique identifiable, et que de nombreux facteurs associée a un risque modifié de la MP
ont des propriétés neuro-protectrices ou neurotoxiques chez I'animal modéles de la

maladie.(Ascherio and Schwarzschild, 2016).

La prévalence de la maladie de Parkinson ajustée selon I'age, qui reflete a la fois l'incidence et la
mortalité semble étre plus faible en Afrique qu’en Europe et dans les Amériques, l'incidence en
Asie est semblable a celle en Europe et dans les Amériques, les données sur l'incidence selon

I'ethnicité sont éparses et incohérentes. (Ascherio and Schwarzschild, 2016).

dans une étude menée a New York aux Etats-Unis, l'incidence était plus élevée chez les
personnes de race noire que chez les personnes de race blanche, I'incidence ajustée selon I'age
et le sexe de la maladie de Parkinson était la plus élevée chez les hispaniques (16.6 pour
100 000 personnes), suivis des blancs non hispaniques (13.6 /100 000 personnes), des
asiatiques (11.3 /100 000 personnes) et des noirs (10.2 /100 000 personnes), l'incidence était

également plus élevée chez les personnes blanches (Ascherio and Schwarzschild, 2016).
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La maladie de Parkinson est 2 a 5 fois plus fréquente dans les pays industrialisés que dans les
pays en voie de développement. (Tanner, 1992)

La prévalence de la maladie de Parkinson en Europe selon la méta-analyse « Europarkinson »
serait d’environ 1700 cas pour 100000 habitants au-dessus de 65 ans allant de 600 cas pour
100000 habitants entre 65 et 69 ans a 2600 cas pour 100000 habitants entre 85 a 89 ans (Beghi
et al., 1994).

Les résultats des études de série de la littérature sont presque similaires avec un age moyen de
début entre 58 et 62 ans, avant 20 ans (Parkinson juvénile) la maladie est exceptionnelle et doit
faire rechercher des causes héréditaires mutation de la parkine, avant 40 ans la maladie de
Parkinson est rare et représente 10% des cas selon les études de et la majorité des patients ont
un age de début entre 40 et 80 ans 90% des cas. (Tanner, 1992).

En Afrique, la prévalence de la MP est estimée a 1.3 millions de patients, il semble que la

maladie est plus fréquente au nord d’Afrique qu’en Afrique subsaharienne (Cilia et al., 2011).
Finalement, en Algérie prés de 5000 patients ont été estimés en 2010. (Beghdadli et al., 2014).
1.1.3 Les facteurs de risque

La cause de la maladie de Parkinson reste inconnue, les principaux facteurs de risque associés a
la maladie de parkinson sont représentés par 'dge avancé, le sexe masculin, la race blanche
caucasienne, I'habitat en zone rurale de pays industrialisés, I'exposition ou [utilisation
d’insecticides, pesticides, herbicides, consommation d’eaux de sources, absence de tabagisme

et présence de cas similaires (Tanner and Goldman, 1996) (Tysnes and Storstein, 2017).
1.1.3.1 Age

L’augmentation de I'age est le seul facteur de risque sans équivoque pour la MP et l'incidence de
cette affection augmente avec I'dge tout au long de la vie ainsi dans toutes les études
communautaires quelle que soit la prévalence absolue de la maladie dans la population (Tanner
and Goldman, 1996) (Tyshes and Storstein, 2017).

Les résultats des études de série de la littérature sont presque similaires avec un age moyen de

début entre 58 et 62 ans , aprés I'dge de 80 ans la maladie est trés rare, avant 20 ans c’est la
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Parkinson juvénile la maladie est exceptionnelle et doit faire une recherche sur le plan
héréditaires (Tanner, 1992).

Les causes de cette relation ne sont pas connues et I'explications possibles de la corrélation
presque exponentielle entre 'augmentation de I'age et la prévalence de la MP comprennent la
vulnérabilité neuronale liée a 'dge ou un mécanisme causal dépendant du passage du temps, en
raison de la force et de la persistance et la cohérence de ce facteur de risque les comparaisons
de la fréquence des maladies entre les populations doivent étre ajustées en fonction de leurs

différences de répartition en fonction de '’adge (Tanner and Goldman, 1996).
1.1.3.2 Genre (Sexe)

Un pourcentage croissant d’études révele que les hommes ont une prévalence légérement
accrue de la MP ajustée en fonction de I'age, cette tendance se maintient également dans toutes
les races que I'espérance de vie des femmes est plus importante que celle des hommes, (Tanner
and Goldman, 1996), toutes les études font état d’'un nombre plus élevé de maladie de Parkinson
chez les hommes que chez les femmes avec un sexe ratio en moyenne de 1,2 a 1,4 (Ascherio
and Schwarzschild, 2016).
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Figure 1.1 Incidence et prévalence de la maladie de Parkinson. a | Prévalence de la maladie de Parkinson chez les
hommes et les femmes pour 100000 personnes. b | Taux d’incidence de la maladie de Parkinson par 100 000 années-
personnes. Les données sont dérivées de deux méta-analyses récentes, qui ont utilisé des taux bruts sans tenir
compte des différences démographiques ou méthodologiques entre les études (Poewe et al., 2017).

1.1.3.3 Prédisposition génétique
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En 1900, Gowers a publié une étude dans laquelle il avait identifié des antécédents familiaux
chez 15% patients parkinsoniens, ce chiffre est toujours valable puisque 15 a 25 % des sujets
parkinsoniens rapportent des antécédents familiaux avec la présence d’'un apparenté de premier
degré atteint la maladie de parkinson dans 10 a 20 % des cas, les études cas-témoins montrent
également un risque relatif plus élevé de développer la MP, en particulier de début précoce
(Sellbach et al., 2006).

La maladie de Parkinson était considérée comme une maladie purement sporadique, mais ces
derniéres années avec l'avenement de nouvelles technologies avancées dans le domaine de la
génétique moléculaire, de nombreux groupes d'étude ont découvert d'importantes influences
génétiques au développement de la maladie (Wider et al., n.d.2004).

Certaines études épidémiologiques soulignent 'importance de la génétique dans la MP, le plus
souvent en démontrant une incidence plus élevée chez les sujets ayant un membre de leur
famille atteint, la probabilité d’avoir développé cette maladie a I'dge de 80 ans est de 2% dans la
population générale, de 5 a 6% si un parent direct est atteint, et de 20 a 40% si un parent et un

membre de la fratrie sont atteints (Wider et al., n.d.).

L’hérédité est un facteur de risque couramment identifier pour la MP, nombreux exemples de
parkinsonisme familial ont été signalés, dans plusieurs familles de multiples membres avec un
parkinsonisme autosomique apparemment dominant, mais la plupart de ces études sont limitées
par leur dépendance aux histoires familiales pour les parents décédés (Tanner and Goldman,
1996).

Bien que l'origine et les causes de la MP demeurent inconnues, 5 a 10 % des patients atteints
par cette maladie neurodégénérative présentent une mutation de géne(s) spécifique(s) ,la
découverte en 1997 de mutations au niveau du géne SNCA, codant pour I'a-synucléine et
impliqué dans une forme rare de la MP, a suscité I'intérét pour I'étude des facteurs génétiques
impligués dans ['étiologie de la maladie, par la suite, d’autres mutations de génes spécifiques
codant pour des protéines telles que parkin, et PINK1 et LRRK2 ont été identifiés comme causes

de formes héréditaires de la MP (Gautier et al., 2014).

Ainsi que l'un des premiers génes identifiés est le géne PARK1 en 1997, qui code pour la
protéine a-synucléine, physiologiguement trés présente dans les neurones, comme la plupart des
maladies neurodégénératives la maladie de Parkinson se caractérise par le dépdt d'agrégats de

protéines intracellulaires dans les neurones (Feany, 2004; Wider et al., n.d.2004).
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Dans ce cas ,ces agrégats sont appelés corps de Lewy et provoquent progressivement la mort
des neurones concernés particulierement dans la substance nigra, le siége des neurones
dopaminergiques mésencéphaliques ,la description des mutations du géne de I'a-synucléine a
rapidement conduit a la découverte que cette protéine est un composant majeur des corps de
Lewy, bien que les mutations de ce géne restent une cause relativement rare de la maladie de
Parkinson et ces découvertes étaient tres importantes pour comprendre cette maladie (Feany,
2004).

Notons que les corps de Lewy sont retrouvés dans tous les cas de maladie de Parkinson et qu'ils
sont par ailleurs un critéere de diagnostic post-mortem, les agrégats d’a-synucléine sont ainsi
retrouvés chez les patients porteurs de mutations du gene PARK1 et PARK4 mais également

dans les cas sporadiques de la maladie (Feany, 2004).

Un autre géne impliqué dans la pathogénése de certaines formes familiales est le géene PARK?2
codant pour la protéine Parkine, cette derniere a une activité¢ E3 ubiquitine ligase, et sa
dysfonction est la cause d’'une forme rare de maladie de Parkinson a transmission autosomique

récessive (Feany, 2004).

Le géne de PARK 3 été décrites en 1998 avec un parkinsonisme autosomique dominant similaire
a la forme sporadique de la maladie, 'autopsie de I'un des sujets atteints a montré des corps de

Lewy notamment dans la substance noire (Wider et al., n.d.2004).
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Locus A ge Fonction corps
i . issi . d
Mutation Géne chromosomiaue Transmission d'apparition de gene e
q Lewy
park 1 Mutation d'a- synucléine 4q21 AD 40 Le trafique de; vésicules n
synaptiques
park 2 parkin (PRKN) 6425 AR 20 Ligase ubiquitine
park 3 f 2pl3 AD 60 ! +
Multiplication des génes d'a- i
park4 synucléine dans le génome 4921 AD 30 ) *
park 5 UCH-L1 4p15 AD 50 Ubiguitineligase/ hydroxylase +
park 6 PINK-1 Lp35-36 AR 30 Proteine kinas mitochondriale +
park 7 DJ-1 Lp36 AR 30 Reponse au stress oxidative ?
park 8 LARKZ2 ou dardarin 12p AD ! Proteine kinas /
park 9 ATP13A2 1p36 AR / ATPase lysosomiale de type ?
park 10 ! 1p32 AD ! ! ?
park 11 / 2q36-q37 AR / / ?
park 12 / Xq21-g25 AD / / ?
I|’ - .
park 13 HTR2/0mi 2p12 AD : Sérine endoprotéase +
. _ induite par le stress
AD Autosomigue dominant AR Autosomigue récessif - Absence + Présence I Reste inconnue

Tableau 1.1 Les géenes responsables de la MP
(Feany, 2004; Gautier et al., 2014; Sellbach et al., 2006; Wider et al., n.d.)

1.1.3.4 Groupe ethnique

La maladie de Parkinson est plus fréquente dans la population de race blanche caucasienne
d’Europe ou d’Amérique du nord que dans les pays de race noire d’Afrique ou de race

asiatique.(Tanner and Goldman, 1996).

1.1.3.5 Les facteurs de risque environnementaux

1.1.3.5.1 Les produits chimiques :

L'idée que l'exposition a un agent exogéne pourrait causer la MP a été déclenchée par
I'observation d’un groupe de parkinsonisme causé par linjection intraveineuse du composé |-
méthyl-1,2,4,6-tétrahydropyridine  (MPTP) par des narcotiques Avant cette découverte, le
parkinsonisme était connu pour étre le résultat de nombreux produits chimiques mais le
parkinsonisme induit par le MPTP est remarquable en ce qu’il imite strictement les
caractéristiques anatomiques et cliniques de la MP plutdt que de causer des lésions plus

répandues au systéme nerveux central, les recherches expérimentales ont révélé que le MPTP



Phénylalanine et immuno-pathogéneése de la maladie de Parkinson

exercait un effet neurotoxique puissant et sélectif sur les neurones dopaminergiques. (Tanner
and Goldman, 1996).

Par la suite, plusieurs produits chimiques entrant dans la composition d’herbicides, d’insecticides
et de pesticides et dont la cible était identique a celle du MPTP, d’étre impliqués dans la genése
de la MP.(Dick et al., 2007)

En fin , les études épidémiologiques et les rapports de cas fournissent des preuves d’un lien
entre la maladie de Parkinson et I'exposition passée aux pesticides, la susceptibilité aux effets
des pesticides et d’autres neurotoxines présumées dépend de la variabilité du métabolisme
xénobiotique éventuellement générée par les polymorphismes génétiques, le vieillissement et la
variation de I'exposition aux agents environnementaux, y compris les pesticides, I'hypothése
mécaniste la plus simple pour I'association des pesticides avec la maladie de Parkinson est que
les pesticides ou leurs métabolites sont directement toxiques pour les mitochondries, bien que la
modulation du métabolisme xénobiotique par les pesticides fournisse une hypothése

complémentaire ou alternative. (Le Couteur et al., 1999).
1.1.3.5.2 Les infections

En ce qui concerne les infections virales, il a été noté qu’il existe un lien entre les virus et les
neurotransmetteurs, et les voies des protéines des neurotransmetteurs I'acétylcholine (ACh) avec
les voies dopaminergiques sont obstruées pendant la MP, comme un résultat de la
dégénérescence des neurones de la substance noire du cerveau Cependant, dans le cas

d’infections virales.

Notamment, le coronavirus du syndrome respiratoire aigu sévere (SRAS-CoV-2) l'agent
responsable du COVID-19 humain provogue non seulement des symptbmes et des
complications au niveau des poumons et du microbiome intestinal, mais un grand nombre de
personnes infectées présentent également une série de troubles neurologiqgues notamment une
perte de l'odorat et du godt, des crises, des difficultés de concentration, une baisse de la
vigilance et une inflammation du cerveau ,bien que les infections par le SRAS-CoV-2 ne soient
pas plus fréquentes chez les patients atteints de la maladie de Parkinson, on a signalé un taux
de mortalité plus élevé, non seulement associé a un age plus avancé et a une plus longue durée
de la maladie, mais aussi a plusieurs mécanismes, tels que des interactions avec le systéme
dopaminergique cérébral et par des réponses inflammatoires systémiques, en effet, un certain

nombre des symptdmes neurologiques observés chez les patients atteints de COVID-19, ainsi
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que les altérations du microbiome intestinal, sont également prévalent chez les patients atteints

de la maladie de Parkinson (Rosen et al., 2021).

I’Helicobacter pylori une bactérie a Gram-négatif le plus souvent associée a plusieurs pathologies
digestive et méme neurologique , Plusieurs études ont démontré l'implication de cette bactérie
dans la MP, cette hypothése née lorsque plusieurs études sérologiques montrent un résultat
positive d’Helicobacter, en suite la relation est devenue plus significative lorsqu’'une étude
réalisée en 2017 a montré une corrélation entre l'infection par I'Helicobacter pylori extra digestive
et le risque de développer une maladie de Parkinson, lls ont conclu que l'infection chronique par
cette derniére contribue a la progression de la maladie bien avant 'apparition de ces signes
moteurs.(Shen et al., 2017).

Une autre étude pareille, a révélé une prévalence de 50 % de séropositivité & H. pylori parmi les
patients indiens atteints de la maladie de Parkinson et que cette population présentait une moins

réponse a la Iévodopa (Mridula et al., 2017).
1.1.3.5.3 Un choc émotionnel, traumatisme et le mode de vie

La présente enquéte multicentrique réalisée dans I'ouest de I'Algérie (Tlemcen) a montré une
relation significative entre le risque de développement la maladie de parkinson et la notion de
traumatisme cranien avec perte de connaissance dans le passé et 'histoire familiale de cette
affection, ces facteurs lies au mode de vie peuvent influencer la survenue de la maladie, dans
Cette enquéte, les facteurs liés au mode de vie tels que la consommation de café, d’'eau de puits, de
source ou de riviere ne jouent pas de rble dans la MP, cependant une relation positive a été retrouvée
entre le fait d’avoir un cas familial de MP ou un traumatisme cranien dans le passé et la survenue de la MP
(Beghdadli et al., 2016).

" Cas Temoins
vt n=321(%) n =322 (%)
Genre
Hommes 174 (54,20) 174 (54)
Femmes 147 (45,80) 148 (46)
Age de début de la maladie
Chez les hommes 60,24 12,12 ans -
Chez les femmes 61,39 = 11,04 ans -
P . . Niveau d'étude
Tableau 1.2 Caractéristique et habitudes de vie de la Yonate caline 45 (580) 59 (Gdas)
. p - . 1-6 ans d’études 66 (20,56, 61 (18,
population d’étude (Algérie- Tlemcen ) (Beghdadli et al., e ticlas et i v (,‘5,83)’ i ((,6'3‘7'))
Habitat rural 141 (43,.92) 142 (44,09)
2016) Histoire familiale de MP 51 (15,88) 1 (3,41)
Antécédent de traumatisme 19 (5,91) 5 (1,55)
cranien
Type d’eau consommée
Eau de puits 139 (43,30) 132 (41)
Eau de source 17 (36,44) 106 (32,92)
Eau de riviére 51 (15,88) 45 (13,97)
Tabagisme 101 (31,46) 122 (37,88)
Tabac a priser 44 (13,70) 56 (17,40)
Consommation de café 262 (81,62) 274 (8s5,10)
Consommation de thé 174 (54,20) 185 (57.45)

MP : maladie de Parkinson.
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1.1.3.5.4 L’alcoolisme

Plusieurs études épidémiologiques ont étudié le lien entre la consommation d’alcool risque de
MP , dans une étude suédoise ont constaté que la consommation d'alcool augmente le risque
accru de 38 % de MP chez les deux sexes aprés un suivi de 36 ans, le groupe d’age le plus bas
(44 ans), (Eriksson et al., 2013).

Une étude prospective finlandaise a révélé que les personnes qui consommaient <5 g d’alcool
par jour par rapport aux non-buveurs avaient un risque plus élevé de MP (Saaksjarvi et al.,
2014).

1.1.3.5.5 La malnutrition

Parmi les facteurs environnementaux, la nutrition est I'un des domaines les plus étudiés car il
s'agit d'un facteur potentiellement modifiable, l'alimentation est peu impliquée dans le
déclenchement de la maladie de Parkinson, elle semble avoir un réle important dans son

évolution.

Le modele méditerranéen de régime alimentaire rassemblerait I'ensemble des conditions
favorables a la réduction du risque de survenue la MP ou au ralentissement de sa progression,
plus de 200 études internationales ont montré un effet positif de I'adoption d’'un modele
alimentaire proche de la diete méditerranéenne dans de hombreuses maladies métaboliques, et
aussi neurodégénératives ainsi, 'adhésion a ce type de régime est associée a une moindre

prévalence de la pathologie parkinsonienne (Coudron, 2020).

Produits laitiers, Plusieurs études in vitro et sur des modéles animaux ont relevé l'effet
neurotoxique potentiel du lait et des produits laitiers, soit en augmentant le stress oxydatif par
I'effet du calcium intracellulaire, soit par des contaminants comme la roténone et le paraquat qui
agissent comme des substances toxiques dans les neurones nigras triataux et ¢a fini par causer
la MP (Boulos et al., 2019).

Les vitamines B6, B9 et B12, en revanche, sont des cofacteurs importants dans le métabolisme
de I'homocystéine (HC), une ou plusieurs de ces vitamines entraine une augmentation du taux
des effets neurotoxigues ,une concentration élevée de HC a été décrite chez les patients atteints
de MP ainsi que dans d’autres troubles neurodégénératifs ;Une conséquence de changements
dans les habitudes alimentaires ou les médicaments, en particulier L-Dopa , ou si les niveaux de

HC sont plus élevés sont impliqués dans la pathogenése de la MP (Boulos et al., 2019).
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Le calcium, est nécessaire a de nombreux processus cellulaires, y compris 'activation du canal
ionique et le second messager activité, d’aprés les études mécanistes, I'élévation du Ca2+
cytosolique a la suite d’'un calcium anormal I'activité des canaux pourrait étre I'une des raisons de
la mort des neurones dopaminergiques, une forte concentration de Le calcium intracellulaire
favorise I'agrégation de aSYN, une composante majeure des corps de Lewy (Boulos et al.,
2019).

Les acide aminés, la dopamine cérébrale est synthétisée a partir de la tyrosine par I'action de la
tyrosine hydroxylase, qui est le facteur limitant. Cependant, dés 1970, les travaux de Richard
Wurtman ont montré qu'une supplémentation en acide aminé tyrosine pourrait stimuler
I'hydroxylation de la tyrosine chez les sujets sains, les personnes agées et les premiers stades
de l'activité enzymatique cognitive pour augmenter la production de dopamine dans le cerveau ,
déclin di a la maladie de Parkinson ; La complémentation en acide aminé L-tyrosine a été
proposée dans la premiére étape pour la prise en charge aux patients de Parkinson pour le
professeur Patrick Lemoine a I'hépital Vinatier de Lyon , en outre, diverses études ont montré
gu'une consommationde L-Tyrosine par le biais d'un régime alimentaire ou d'une
supplémentation peut augmenter la synthése de dopamine dans le cerveau et améliorer diverses

fonctions cognitives (Coudron, 2020).

1.1.4 Lasymptomatologie

Les symptomes classiques de la malade ont été reconnus depuis la description initiale de James
Parkinson et reprécisés plus tard par Jean-Martin Charcot, ces symptdmes parkinsonien incluent
bradykinésie (lenteur des mouvements), L’hypertonie( la rigidité des muscles) , tremblements de
repos et d’autre symptémes moteurs sont variables d’'une personne a l'autre .(Marras and Lang,
2013). Les symptdbmes dysautonomiques sont dominés par I'hypotension orthostatique et la
constipation. La MP est responsable d’un handicap grave aprés 10 a 15 ans de progression.
(Oquendo et al., 2021).

Des observations cliniques empiriques suggérent néanmoins deux sous-groupes principaux :

- La MP avec les tremblements comme symptdomes dominants (avec une absence relative
des autres symptémes moteurs).

- La MP avec les tremblements comme symptdmes non dominants (Goetz, 2011).
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1.1.4.1 Letremblement de repos

C’est le premier signe de la maladie, il s’agit du tremblement des extrémités : d’'un seul doigt
aprés de la main, parfois méme le visage avec un tremblement des levres ou du menton, Plus
tard, ce tremblement peut toucher les bras et les jambes. Ce tremblement survient au repos et
disparait avec le mouvement ou le sommeil, 25% des parkinsoniens ne présente pas ces signes.
(Marras and Lang, 2013).

1.1.4.2 Bradykinésie

C’est un trouble moteur qui se définit comme une lenteur des mouvements, ce signe
caractéristique de la MP est le ralentissement observé lors de I'exécution de mouvements
volontaires sans perte de force musculaire (Marras and Lang, 2013). Ce ralentissement est en
effet souvent présent a linitiation du mouvement et est potentiellement dangereux car la

personne n'est plus en mesure de se rattraper correctement si elle chute par exemple.
1.1.4.3 L’hypertonie

C’est la rigidité musculaire, une raideur des membres et du rachis (colonne vertébrale) qui peut
étre mise en évidence lorsque le patient étend son bras avec la fixation et I'immobilité d'une
articulation, cette hypertonie concerner tout le corps et se remargue souvent au niveau u de la
colonne vertébrale et de la racine des membres.(Marras and Lang, 2013). L’évolution tardive de
la maladie comprend des troubles de la démarche et une éventuelle atteinte cognitive (Oquendo
et al., 2021).

1.1.4.4. La dysarthrie

C’est un trouble de parole et l'incapacité a articuler les mots de fagon normale., la dysarthrie
touche plus de 80% des patients, ce symptdme affecte la parole et la qualité de la parole et
l'intelligibilité ou la prosodie. (SOFMA et al., 2020).

1.1.4.5 Les troubles de Phumeur

Les troubles de 'humeur dans la maladie de parkinson idiopathique (MPI) peuvent étre dus au

déficit dopamino-sérotoninergique ou au stress lié aux conséquences de la maladie. lls peuvent
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étre influencés par différentes facteurs de risque : dépression et le troubles du sommeil (Laroussi
etal., 2021).

1.1.5 Lapathogénese

L'un des principaux objectifs de la recherche actuelle sur la maladie de parkinson est d'identifier
tous les facteurs impliqués dans la mort des neurones dopaminergiques, l'ordre dans lequel ces
facteurs interviennent dans cette cascade délétere et néfaste ; Une telle identification Il sera

possible d'envisager des stratégies de traitement adaptées a la MP.
1.1.5.1 Pathogénicité sur le plan histologique et anatomique

La maladie de Parkinson se caractérise par I'atteinte localisée au niveau de mésencéphale dans
la substance noire du cerveau qui s’appel (locus niger), la sévérité des symptdmes moteurs est
corrélée a l'importance de la perte de cellules nerveuses dans cette région, mais aussi dans le
noyau dorsal du vague et le locus ceruleus ; Les neurones de ces régions produisent des
catécholamines, principalement la dopamine, et leur disparition entraine une chute progressive

des taux de dopamine dans le striatum (Folgoas et al., 2013).

Les neurones qui composent ce systeme sécretent de la dopamine leurs corps cellulaires se
situent dans la substance noire et I'extrémité de leurs axones et synapses se situe au niveau de
striatum. La substance noire est un noyau du systeme nerveux situé a la base du cerveau dans
le mésencéphale, son nom provient de la couleur des cellules dense qui composent ce noyau, en
effet, elles sont riches en neuromélanine, un pigment de couleur noire. Le striatum est une

structure cérébrale qui regroupant deux noyau gris le caudé et le putamen. (Dresse, 1966).

Histologiquement, cette atteinte est mise en évidence par une dépigmentation progressive
principalement du locus niger, mais également d’autres régions par exemple le noyau dorsal du
vague et locus ceruleus, en effet, les neurones producteurs de dopamine dans ces régions
contiennent la neuromélanine c’est un pigment qui confére a celles-ci leur coloration sombre, des
enquétes d’autopsie complétes ont néanmoins démontré que les conségquences de la maladie
résulte une diminution trés forte de la quantité de ces nouerons et la formation de petit dépbts
extracellulaire de neuromélanine, sont relachés par les neurones apoptotiques, ces derniers
restants atrophiques et contiennent des inclusions intra-cytoplasmiques circulaires appelées

corps de Lewy (Couloume et al., 2018) (Folgoas et al., 2013).
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Figure 1.2 A Substance noire normale , B Substance noire dépigmentée dans la maladie de Parkinson
(Kumar et al., 2005)

Les corps de Lewy sont des inclusions neuronales intra-cytoplasmiques éosinophiles et
habituellement sphériques, ils sont principalement constitués de filaments neuronaux dits
intermédiaires, éléments normaux du cytosquelette et d’'une protéine du neurone, anormalement
agrégée en filaments insolubles, I'alpha-synucleine c’est une protéine présynaptique qui aurait un

réle dans I'apprentissage. (Couloume et al., 2018).

Les corps de Lewy ont été décrits pour la premiere fois par Friedrich H. Lewy en 1912 dans les

neurones de patients atteint de maladie de Parkinson. (Couloume et al., 2018).

La physiopathologie de la démence a CL reste mal comprise, 'accumulation intracellulaire sous
forme insoluble de l'alpha-synucléine et le mécanisme de déclenchement de cette accumulation
lié & une mutation du géne de l'alpha-synucléine dans certaines formes familiales de maladies de
Parkinson. (Ferchichi et al., 2000).

Les corps de Lewy résultent en grande partie d’agrégations intracellulaires composées de la
protéine a-synucléine, présente dans ce cas sous forme insoluble et dans une conformation
anormale, mais également de neurofilaments, de parkine et d’ubiquitine, ces inclusions
intracellulaires éosinophiles et sphériques sont souvent remarquables grace a leur centre
entouré d’'un fin halo plus péle ; Les corps de Lewy s’accumulent progressivement dans les
neurones et aboutissant lentement a la dégénérescence de ces derniers (Couloume et al.,
2018).
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Figure 1.3 (L) : Corps de Lewy dans un neurone dopaminergique du locus niger dans un cerveau atteint
la MP (Stevens an Lowe, 1997)

Les innervations autonomes des glandes salivaires, du tube digestif et de la peau sont touchées
par le processus pathologique au cours de la maladie de Parkinson et contiennent donc des
dépdts d'alphasynucléine agrégée, Ceci a conduit plusieurs équipes de recherche a utiliser des
biopsies digestives, cutanées et de glandes salivaires pour essayer de mettre au point des
marqueurs périphériques de la maladie de Parkinson afin de confirmer le diagnostic de la

maladie (Couloume et al., 2018).

Certains des circuits neuronaux périphériques affectés par Lewy les pathologies sont accessibles
aux biopsies, ce qui les rend une source originale de marqueurs qui permettront d’évaluer
directement le processus neuropathologique chez les patients vivants atteints de MP, haute
densité de corp de Lewy dans linnervation autonome de la glande sous mandibulaire et la
glande salivaire majeure pourrait représenter un site de biopsie prometteur pour cette maladie.
(Folgoas et al.,, 2013). Actuellement es chercheurs utilisent I'immunohistochimie du aSYN

agrégée comme un biomarqueur de la maladie. (Shahnawaz et al., 2020) (Folgoas et al., 2013).
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Figure 1.4 Photo-micrographie de 'immuno-histochimique montre I'agrégation du alpha-synucléine
phosphorylée dans des sections de paraffine d’'une glande salivaire mineure forment un corp de Lewy
autour d’un acinus, ( échelle 20 Um) (Folgoas et al., 2013)

1.1.5.2 Pathogénicité sur le plan immunitaire

1.1.5.2.1 L’activation de 'immunité Inné

Le déclenchement de mécanismes immunitaires innés apparait comme un élément crucial des
principales maladies neurodégénératives, la microglie et d'autres types de cellules du cerveau
peuvent étre activés dans un premier temps en réponse a des protéines mal repliées ou localisés
de maniére aberrante, l'activation de microglie dans la maladie de parkinson se fait par
l'agrégation anormal de lalpha-synucleine a lintérieure des neurones dopaminergiques, ou
'accumulation de I'amyloide-B dans I'espace extracellulaire du tissu dans le cas de 'Alzheimer.
(Heneka et al., 2014).

La microglie apparait comme une composante essentielle du systéme immunitaire innée du
cerveau et l'une des cellules importantes des principales maladies neurodégénératives, elles
dérivent de précurseurs qui expriment la stimulation des colonies de macrophages. (Heneka et
al., 2014).

La microglie et d'autres types de cellules du cerveau peuvent étre activés en réponse a des
protéines mal repliées et agreges ou des acides nucléiques localisés de maniere aberrante, cela

détourne cette cellule de ses fonctions physiologiques et conduit a la libération soutenue de
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médiateurs pro-inflammatoires ,en particulier l'inflammasome NLRP3 activer ; par des protéines
hotes anormale « l'alpha-synucleine » (Wang et al., 2020).

Pendant des décennies, le cerveau a été considéré comme un organe immunitaire privilégié, ou
l'inflammation ne peut se produire que par une infection directe ou apres la rupture de la barriere
hémato-encéphalique et l'infiltration ultérieure de cellules immunitaires périphériques, ce dernier
posseéde son propre systeme de défense qui peut intervenir rapidement dans les infections
systémiques mineures grace a différents types de cellules cérébrales qui expriment des
récepteurs de reconnaissance de formes (PRR) spécialisés qui peuvent déclencher des voies de
signalisation inflammatoires,ces PRR peuvent reconnaitre des molécules microbiennes appelées
motifs moléculaires associés aux agents pathogénes (PAMP) et il s'accumule généralement dans

les tissus infectés. (Heneka et al., 2014).

L’'une des découvertes les plus remarquables concernant le mécanisme d activation des cellules
microgliales dans la MP a été celle révélant les propriétés structurelles des assemblages ou
agrégats d'aSyn capables d'agir comme de véritables motifs moléculaires, ces motifs sont
reconnus par les cellules de I'immunité innée, et donc les cellules microgliales, grace a des
récepteurs de reconnaissance de ces motifs moléculaires PRR, tels que les récepteurs Toll-like
(TLRs).

En effet, ces découvertes ont permis de mieux comprendre les propriétés proinflammatoires des
agrégats d'aSyn et notamment leur capacité a stimuler dans les cellules microgliales la
production de cytokines (TNFa, IL6, IL1b), Par ailleurs, il semblerait que la capacité
proinflammatoire des assemblages d'aSyn augmente a mesure que leur solubilité diminue, ainsi,
les formes fibrillaires induisent une plus forte production de TNFa et d’IL1b que les formes
oligomériques ,les autres faits récents liés a la fonction de l'agrégat aSyn induit la production
d'IL1b dans les cellules microgliales, c'est la preuve de leur donner une neurotoxicité réle
important de l'inflammasome de type NLRP3 de la famille des récepteurs NOD-like incluant le

domaine pyrine 03 avec ces mécanismes.

l'inflammasome est complexe Protéines oligomeres impliquées dans l'immunité innée Favorise
l'activation par divers signaux inflammatoires maturation des cytokines inflammatoires IL1b et
IL18 clivage par activation de la caspasel, dans le cerveau patients atteints de la maladie de
Parkinson l'activation de la microglie NLRP3 a été documenté par ailleurs, I'administration orale

d’'un inhibiteur du NLRP3 (MCC950, composé diarylsulfonyluré) réduit considérablement la
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dégeénérescence dopaminergique et 'accumulation nigrale d’aSyn agrégée dans ces modeéles
suggérant que l'activation du NLRP3 microgliale pourrait affections neurologiques comme la
sclérose en plaques dans lesquelles un déréglement primitif du systéme immunitaire est causal.
(Wang et al., 2020).

Comme la microglie représente le principal type de cellule immunologiqguement active dans le
cerveau ,il convient de noter que d'autres types de cellules du cerveau notamment les astrocytes,
les cellules endothéliales expriment également des récepteurs de limmunité innée et peuvent

étre activés par ceux-ci (Heneka et al., 2014).

En outre, il est prouvé que des ligands PRR dérivés de I'héte appelés modeles moléculaires
associés au danger (DAMP) peuvent étre trouvés dans les cerveaux malades sous la forme de
protéines mal repliées, ou de peptides agrégées, ces DAMP peuvent servir directement a
déclencher une neuroinflammation dans différents types de cellules cérébrales, récemment les
chercheurs sont montré que l'a-synucléine extracellulaire peut agir comme un DAMP pour la

microglie dans la maladie de parkinson. (Heneka et al., 2014).

Cependant, il a été démontré que l'activation des microglies avant méme l'apparition de tout
symptéme (Wang et al., 2020). Elles sont recrutées soit directement par les molécules de danger
(DAMP) elles-mémes, soit par des chimiokines libérées par les autres cellules neuronales
alertées du danger. (Wang et al., 2015). Dans un cerveau sain, la microglie forme un réseau
presque uniformément réparti commun aux macrophages résidents, sont en contact étroit avec
les dendrites et les synapses des neurones voisins. Cette cellule joue un réle essentiel dans
I'élimination des débris accumulés dans le cerveau maintien de I'homéostasie tissulaire. (Heneka
et al., 2014).

Plusieurs protéines endogénes comme l'amyloide-B et l'a-synucléine peuvent se lier aux
récepteur qui sont exprimés a la surface de la microglie teurs de reconnaissance des formes
(PRR) tels que les récepteurs Toll-like- (TLR2), TLR4, TLR6, CD33, CD36 qui sont exprimés a la
surface de la microglie, ce qui favorise leur activation en fonction de la force de la signalisation et
répondre en renforgant I'élimination du stimulant ou en sécrétant des médiateurs inflammatoires.
(Heneka et al., 2014).
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1.1.5.2.1.1 La signalisation par la voie NLRP3

NLRP3 est une protéine de 115 kda constituée d’'un domaine LRR (leucin-rich repeat C-terminal)
avec domaine N-terminal effecteur PYD (pyrin domain) capable de recruter 'adaptateur ASC, de
nombreux motifs moléculaires les PAMP pour pathogene ou les DAMP molécule associé au
danger qui sont associés aux réponses pathologiques de la cellule et activent le NLRP3, on peut
citer par exemple, des agrégats protéiques comme I'a-synucléine, des cristaux de cholestérol,

d’urate de sodium (Groslambert and Py, 2018).

La réponse immunitaire innée protége I'organisme par la détection rapide des agents pathogénes
et des lésions grace a des récepteurs spécialisés comme NLRP3 , ce dernier assemble un
inflammasome qui est un complexe cytosolique de signalisation qui active la caspase-1 et
contréle la libération de cytokines et de facteurs inflammatoires produits dans le cytosol comme
les interleukines 1B , les pathologies inflammatoires associées a NLRP3 dont la goutte, la MP,

'Alzheimer, révelent la nécessité d’un contrble étroit de son activité (Groslambert and Py, 2018).

Dans les microglies, 'assemblage de I'inflammasome NLRP3 nécessite deux signaux, le premier

signale dits le priming ou amorcgage, et le deuxieme c’est le signale d’activation.

Les signaux de priming peuvent étre des cytokines ou des PAMP/DAMP qui sont reconnus par
des récepteurs TLR qui initient la transcription de nombreux génes grace a NF-kB pour « nuclear
factor-kappa B » qui est une protéine de la superfamille des facteurs de transcription impliquée

dans la réponse immunitaire (Groslambert and Py, 2018, p. 2018).

Le premier signale, le priming de NLRP3 se produit a la suite de l'activation par leurs ligands
(DAMPS/PAMPS) de récepteurs TLR, plusieurs voies de priming sont activées successivement

lors de 'engagement des TLR.

Ce priming nommé transcriptionnel il commence son activité plusieurs heures apres
'engagement des récepteurs, puis il active le facteur NF-kB (nuclear factor-kappa B) pour
I'expression de NLRP3 fortement augmentée, suffit & se substituer au ce priming, donc, il a été
suggéré que le niveau basal de NLRP3 serait insuffisant pour 'assemblage de l'inflammasome et
gue le priming reposerait alors sur 'augmentation de son expression, ce signal transcriptionnel
est nécessaire pour I'expression de certains substrats de I'inflammasome comme la pro-IL-1[ et
IL-18 (Groslambert and Py, 2018).
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Le deuxieme signale d’activation, [I'a-synucléine déclenche I'assemblage du NLRP3
inflammasome et I'activation de la caspase-1 par la suite la caspase-1 activée clive pro-IL-13 et
pro-IL-18 ,la caspase-1 activée clive également la GSDMD en sa forme bioactive la
GSDMDNterm, puis la GSDMDNterm s'insére dans la membrane cellulaire et forme des
pores,cela affecte la courbure de la membrane et provoquant la formation de MVs et le
bourgeonnement des exosomes vers l'extérieur, les MVs recrutent les IL-1f et IL-18 matures, les
emballent et transportent leur contenu directement vers la membrane pour libérer les exosomes,
les cytokines inflammatoires médiées par les exosomes, ainsi que la transmission et la libération
de l'a-synucléine, induisent alors une neuroinflammation et une dégénérescence des neurones
dopaminergique ,en retour, les neurones dégénérés libérent de l'a-synucléine qui stimule a

nouveau la microglie. (Si et al., 2021).

L’assemblage de l'inflammasome NLRP3 est donc finement contrélé par la coordination des
étapes de priming et d’activation, ce processus et ces voies de signalisation qui contrlent son
assemblage restent cependant insuffisamment comprises (Groslambert and Py, 2018) (Si et al.,

2021).
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Figure 1.5 Modele proposé de la sécrétion d'exosomes dépendante du NLRP3 inflamma some microglial
et de la transmission de I'a-synucléine exosomale (Si et al., 2021).
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1.1.5.2.2 L’activation de I'immunité adaptative

Si les cellules microgliales représentent de toute évidence un acteur cellulaire majeur dans
l'orchestration des processus neuro-inflammatoires dans la MP, elles ne sont pas les seules
cellules immunitaires a participer et a réguler ces réponses neuro-immunes pathologiques, en
effet, a l'instar des réactions inflammatoires périphériques, nous savons aujourd’hui que des
mécanismes immunitaires adaptatifs, impliquant des cellules T et B, sont également a I'ceuvre
dans cette maladie. Ainsi, notre équipe a montré une infiltration de cellules T CD4+ (T auxiliaires)
et CD8+ (T cytotoxiques) dans la substance noire des patients parkinsoniens ,ces processus
d’infiltration de cellules T sont également observés dans plusieurs modéles de MP chez la souris
et participent a la dégénérescence neuronale, cette réponse immune adaptative au niveau
central est reflétée d’une certaine fagon en périphérie par des modifications du compartiment
lymphocytaire circulant chez les patients, en effet, une étude récente montre une réduction
globale des cellules T CD4+ chez les sujets parkinsoniens qui serait due a une diminution des
populations Th2 (qui sécrétent les cytokines anti-inflammatoires IL-4, IL-5 et IL-13) et T
régulatrice (population immunorégulatrice des cellules T effectrices et pathogéniques), par
ailleurs, les cellules T CD4+ des patients parkinsoniens montrent sous activation, une plus forte
propension a se différencier en population Thl produisant les cytokines pro-inflammatoires IFN-g
et TNF-a, dans la continuité de ces observations, qui en l'état restent descriptives, une
découverte majeure a toutefois grandement contribué a établir un lien physiopathologigue avec
ces mécanismes immuns adaptatifs ,l'identification de variants géniques associés a la maladie
dans le géne HLADR (acronyme de Human Leucocyte Antigene - DR isotype; une molécule du
complexe majeur d’histocompatibilité de type 2) ,le complexe majeur d’histocompatibilité de type
2, exprimé en surface des cellules présentatrices d’antigéne, est indispensable a la présentation
de peptides antigéniques aux lymphocytes T CD4 naifs afin d’assurer leur différenciation en

cellules auxiliaires effectrices (Thl, Th2) (Tian et al., 2022).
1.1.5.2.3 Lerble immunologique de la dopamine

Les neurotransmetteurs, en particulier la dopamine, assurent non seulement la communication
neuronale, mais aussi la diaphonie entre les systémes nerveux et immunitaire ,la dopamine est
produite dans le systéme nerveux périphérique et central, et est généralement associée a un

comportement motivé par la récompense dans le cerveau ,les tissus lymphoides peuvent étre
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innervés par des neurones dopaminergiques ,nombreux types de cellules immunitaires
(lymphocytes T et B, cellules dendritiques, monocytes/macrophages, neutrophiles et cellules
tueuses naturelles) répondent a la dopamine par lintermédiaire de récepteurs spécifiques
exprimés dans les systéemes immunitaires innés et adaptatifs , ces récepteurs présentent des
affinités distinctes pour la dopamine , par conséquent, ce neurotransmetteur joue des roles
immunomodulateurs complexes, en fonction de sa concentration du sous-type de récepteur et de
la cellule immunitaire cible, I'hypoactivité dopaminergique centrale a été associée a un risque
accru d'inflammation , il a été démontré que linhibition dopaminergique de la fonction
immunosuppressive Treg en réponse a la dopamine endogéne ou exogéene et se produit par
I'activation des récepteurs dopaminergiques de type D1 qui activent l'adénylate cyclase et

favorisant ainsi la prolifération incontrélée des cellules T effectrices (Pajares et al., 2020a).

De plus, la dopamine peut conduire de maniére différentielle la différenciation des cellules T
CD4+ en phénotypes inflammatoires Thl ou Th17, selon le contexte, ce qui pourrait représenter
une force motrice au cours de l'auto-immunité, de son coté, la dopamine peut limiter les
processus inflammatoires en exercant un effet inhibiteur sur l'inflammasome NLRP3, Ainsi le
récepteur D2 de la dopamine inhibe l'activation de l'inflammasome NLRP3 dans les astrocytes
par un mécanisme dépendant de la B-arrestine2 ,il est intéressant de noter que les cellules
immunitaires, telles que les cellules présentatrices d'antigenes (CD cellules dendritiques,
monocytes) peuvent produire elles-mémes de la dopamine et répondre de maniére autocrine a la
dopamine ou la libérer pour moduler les cellules immunitaires voisines , la dopamine stockée
dans les cellules dendritiques dérivées de monocytes humains peut étre libérée dans la synapse
immunologigue aprés une interaction antigene-cellule T, et favorise la différenciation des cellules
T vers le phénotype fonctionnel Th2 anti-inflammatoire , en accord avec l'activité dopaminergique
réduite dans la MP (Pajares et al., 2020a).

Bien que le réle de la dopamine dans l'inflammation systémique soit largement reconnu, ce n'est
gue récemment gu'il a été démontré que la dopamine inhibe l'activation du NF-kB médiée par
TRAF6 et l'inflammation via le récepteur D5 de la dopamine dans les macrophages ; Dans une
autre étude récente, il a été signalé que la signalisation du récepteur D2 de la dopamine
spécifigue aux myéloides contréle l'inflammation dans la pancréatite aigué inhibant la polarisation
des macrophages M1 ,ce neurotransmetteur peut également étre produite par les neurones du
systéme entérique et les niveaux de dopamine périphérigue peuvent donc étre influencés par le

microbiote intestinal, il est possible de penser que des altérations du microbiote intestinal ou de
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I'agrégation d'a-Syn entrainent des perturbations du systéme entérique, modifiant la perméabilité
de l'intestin et conduisant a une inflammation intestinale précoce, en outre, les changements
locaux dans l'activité des neurones dopaminergiques entériques affectent le systéme nerveux
autonome et avec les altérations d'autres neurotransmetteurs catécholaminergiques, peuvent
conduire a certaines dysautonomies de la MP, y compris des anomalies neurocardiologiques et
autres anomalies non motrices (Pajares et al., 2020b).

1.1.6 Traitements et Thérapeutiques

Le traitement de la maladie de Parkinson est symptomatique. Il repose sur l'utilisation d'agonistes
dopaminergiques, dopathérapie, et inhibiteurs enzymatiques. La molécule de dopamine est
incapable a traverser la barriere hémato-encéphalique (BHE) et d'arriver au niveau du cerveau
contrairement a son précurseur la L-Dopa qui est utilisé en association avec des inhibiteurs de la

dopa décarboxylase périphérique (IDDP).

Au stade précoce, l'objectif principal est d'améliorer la qualité de vie du patient et de retarder
l'apparition des complications motrices en favorisant une combinaison de ces traitements en
fonction du handicap et de la tolérance des différents traitements. Par la suite, au stade des
complications modérées de la dopathérapie, des inhibiteurs enzymatiques de type IMAOB et
ICOMT ont été proposés pour traiter la variabilité motrice et non motrice, 'amantadine permettant
de limiter des dyskinésies modérées.Finalement, au stade des fluctuations invalidantes, trois
techniques seront discutées, sont la stimulation cérébrale profonde de différentes cibles, la

pompe sous-cutanée a apomorphine et la pompe intra intestinale a Duodopa.

L’objectif des différentes techniques chirurgicales est de corriger les symptdmes de la maladie de

Parkinson. (Defebvre and Moreau, 2017).

1.2 Laphénylalanine (Phe)

1.2.1 Définition et structure

La Phe est un acide aminé essentiel qui posséde une chaine latérale aromatique, le radical de la
Phe comprend deux carbones suivis d’'un noyau aromatique hydrophobe, I'hydrophobie du
radical de la Phe permet la formation de liaisons hydrophobes faibles, avec d’autres AA
hydrophobes (Isoleucine, leuc) qui contribuent & la structure tertiaire et quaternaire des
protéines.(Matthews, 2007)

e Le nom IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) : la phénylalanine
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e Abréviation international Phe.

e Code a une lettre F.

e Poids moléculaire 165 g/mol.

e La concentration plasmatique normale de Phe sont d'environ 50 /-Lmol/ILes besoins
journaliers combinés de l'adulte en Phe et Tyr sont de 39mg/kg

e La Phe cest un acide aminé essentiel dont la teneur en azote est de 8,5 % (Kohlmeier,
2003)

Cette molécule existe sous deux formes : la L-phénylalanine et la D-phénylalanine, elles sont des
isoméres, cest la forme L qui se trouve dans les aliments et qui est utilisée par notre corps.
(Kohlmeier, 2003).

Groupe fonctionnel

/ Amine
Phénylalanine

N|H2
CHy=—— CH — COOH
\

/ Groupe fonctionnel
acide

Noyou benzénique aromtique

Figure 1.6 Structure de la phénylalanine (Kohimeier, 2003)

1.2.2 Classification

La phénylalanine est un acide aminé faisant partie des acides aminés essentiels qui vient de

l'alimentation, et de la famille des acide amines aromatique (Bhagavan and Ha, 2015).
1.2.2.1 Acide amines aromatique

Les acides aminés aromatique forment un groupe important de biomolécules aux fonctions
diverses, ce sont les éléments de base des peptides et des protéines ces AA contiennent des
systémes cycliqgues stabilisés par mésomérie et Il existe trois, la phénylalanine (Phe) qui
présente des propriétés fortement apolaires, le tyrosine (Tyr) et le Tryptophane (Trp) (Litwack,
2018).
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1.2.3 Digestion et absorption

Machage des aliments dans la bouche et dénaturation par I'acide chlorhydrique et diverses
protéases dont la pepsine gastrique et hydrolyser par les cellules pancréatiques et entériques.

Pour I'absorption les dipeptides et tripeptides sont absorbés par le cotransporteur ion-hydrogéne
peptide 1 (PepTl, SLC 15A 1) et dans une moindre mesure 2 (PepT2, SLC 15A2), le transport de
la Phe libre est médié par le systéme de cotransport sodium-acide aminé B°.

Pres d'un tiers de la Phe absorbée semble étre utilisée par les entérocytes eux-mémes,
principalement pour la synthése des protéines 80% apres conversion en tyrosine, le transporteur
| d'acides aminés de type T (TAT ) facilite la diffusion a travers la membrane basolatéralendes

entérocytes du jéjunum de l'iléon et du cblon (Kohimeier, 2003).
1.2.4 Origine

La phénylalanine est un acide aminé que l'on trouve dans le lait maternel et un certain nombre
aliments, dont la viande, la volaille, le poisson, le fromage blanc, les lentilles, les cacahuétes et
les graines de sésame , la Phe est un nutriment essentiel mais certaines personnes naissent
avec une maladie génétique, la phénylcétonurie (PCU), qui les empéche de métaboliser la
phénylalanine et en l'absence de traitement, la phénylalanine s'accumule dans I'organisme, se
transforme en phénylpyruvate, et l'individu développe généralement des crises, des lésions
cérébrales et un retard mental, la PCU est généralement traitte en modifiant le régime
alimentaire pour éviter les aliments riches en phénylalanine sur le plan structurel, la
phénylalanine est étroitement liée a la dopamine, I'épinéphrine (adrénaline) et la tyrosine, a
phénylalanine est transformée en Tyrosine , qui se transforme ensuite en neurotransmetteurs
catécholamines. Par conséquent, la supplémentation en phénylalanine est censée avoir des

effets antidépresseurs. (Nutritional and Herbal Therapies for Children and Adolescents, 2010).

Les apports alimentaires de la Phe et le Trp sont des AA indispensables, obligatoirement
apportés par l'alimentation car il n’y a pas de biosynthése endogéne chez 'lHomme, a l'inverse, la
Tyr est un AA non indispensable, synthétisé a partir de la Phe, la concentration en Phe est
régulée de maniére constante, 'excédent de Phe est métabolisé au niveau hépatique. (Litwack,
2018)
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1.2.5 Le métabolisme de la phényle-alanine

La phénylalanine est un acide aminé essentiel et puisque la tyrosine est synthétisée par
hydroxylation de la phénylalanine et n'est donc pas essentielle, toutefois si le systéme
hydroxylase est déficient ou absent, les besoins en tyrosine doivent étre couverts par
I'alimentation. Ces acides aminés participent a la synthese de divers composés importants, dont
la thyroxine, la mélanine, la norépinéphrine et I'épinéphrine (Bhagavan and Ha, 2015).

/ L'alimentation \

NH; J— NH;

y— CHy—CH— COQ : Ho —{/ "‘5';:- CHy— CH— COO
phénylalanine hydroxylase

. phelnyflalanlne latyrosine [ essentielle en cas
( acide aminé essentiel) dinsufisance de phénylalanine)

(foie)
hormones thyroidiennes
protéines corporelles

neurofransmetteure

Figure 1.7 La conversion de L-phénylalanine en L-tyrosine sous l'action enzymatique de phénylalanine
hydroxylase (Kohlmeier, 2003)

La L-phénylalanine est un précurseur important de la L-tyrosine qui va permettre la synthése des
catécholamines, la dopamine (dans un premier temps) et I'adrénaline et la noradrénaline (dans
un second temps). Ces trois neurotransmetteurs contribuent au bon fonctionnement du systeme

nerveux et hormonal.

La biosynthése de la tyrosine a partir de la phénylalanine par la phénylalanine (5)-hydroxylase
nécessite le cofacteur 5,6,7,8-tétrahydrobioptérine (BH4). Le produit tyrosine est a nouveau
converti en DOPA par la tyrosine hydroxylase, cette deuxieéme étape enzymatique nécessitant a
nouveau le cofacteur BH4. Dans les deux réactions enzymatiques BH4 est oxydé en
dihydrobioptérine quinonoide et recyclé par la dihydroptéridine réductase qui utilise le NADPH

comme donneur d'hydrogéne (Ploder et al., 2008).

L-phénylalanine (Phe) est nécessaire pour la synthése des protéines, des catécholamines, et de

la mélanine ; c'est aussi un précurseur important de I'acide aminé L-tyrosine (Tyr), la Phe est
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utilisée comme combustible énergétique ; son oxydation compléte nécessite de la bioptérine, de
'acrobate, de la thiamine, de la riboflavine, de la niacine, de la vitamine B6, du pantothénate, du

lipoate, de l'ubiquinone, du magnésium et du fer (Kohlmeier, 2003).

OH

H
NH; )\/
HO. M
oY o
HO
Phenylalanine Adrenaline
Phenylalanine Methyl
hydroxylase hydroxylase
BH,
CH
NH,
HO COOH HO
Tyrosing Moradrenalne
Tyrosine Dopanmine
hydroxylase hydroxylase
HO NH, HO Hz
€O, HO
HOD/C\‘OZH '
Dopamineg
DOPA Aromatic
aming acid
decarboxylase

Figure 1.8 La synthese des diverses catécholamines a partir de la phénylalanine (Ploder et al., 2008)

Un manque prolongé de Phe, comme de tous les acides aminés essentiels, ou un manque de
protéines provoque un retard de croissance, une perte de masse musculaire et des lésions

organiques (Kohlmeier, 2003).
1.2.6 Régulation

Une diminution des apports en protéines proche ou inférieure a l'apport adéquat ralentit la
conversion de Phe en Tyr, l'activité de la phénylalanine hydroxylase est régulée de maniére

allostérique par la Phe (Kohlmeier, 2003).
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STUDY DESIGN

-Chercher les pattients, ( a laide des neurologues
... laboratoires ... centres de réeducation

-
- parler aux patients, et les convainre, gagner leur confiance
- Remplir le consentement , le q i ire, et I'enquéte
nutritionnelle journalier
-~

- Faire le prelevement sanguins , dans un tube sec ( 4 cc de sang)
- Centrifier le sang.
- Sépare le sérum dans des tubes Eppendorf. y

- Le déplacement des échantillons se fait par une glaciéere
isotherme.

- Les échantillons sont conservés au congélateur a (— 22°C)

- Analyser le bilan nutritionnelle journalier, se fait grace a un logiciel
danalyse Nutrilog

- Garder les resultats .

- Rechercher des personnes temoins ( controle matché )
-Refaire les mémes &tapes avec les témoins.

- Aprés avoir terminé la collecte ( 20 échantillions des MP+ 20
échantillions témoins).

- Commencer la CCM.

- préparer I'éluent ,100 ml I'éluant (butanol 70 ml + acide
acétique 18 ml + eau distillé 12ml).

- Préparation de la cuve chromatographique.

- Préparation des plaques de CCM. ‘

(€ O L (€ (o

- Préparation des échantillons.

-
e

- Réalisation des dépdts sur la plaque .

- Déposition de la plaque dans la cuve.

- Migration et séchage.

Se— \ s ‘. .'I

- Révélation de la CCM par la ninhydrine- ‘

- Etudes statistique. j

@agas
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2 Chapitre Il Matériels et méthodes
2.1 Population étudiée

Une chromatographie sur couche mince (CCM) a été réalisée sur des sérums sanguins prélevés
chez vingt 20 patients [(5 Femmes et 15 hommes) de moyenne d’age (57,8 + 0,8)], atteints de la
maladie de parkinson et 20 témoins sains contrdles [(5 Femmes et 15 hommes) de moyenne
d’age 58,5 + 0,9)], matchés pour le sexe et 'age (population homogéne, p=0.03, p<0.05). Les
échantillons sanguins sélectionnés pour cette étude ont été recueillis au niveau de plusieurs

laboratoires privés du centre algérien (Alger — Blida — Médéa — Djelfa).

2.1.1 Considérations éthigques et administratives

Cette recherche est validée par l'université « Dr Yahia Farés - Médéa », département SNV et en
accord avec le cadre de la Santé Publique, aprés validation administrative le 07/03/2022, par la

direction des ressources humaines, DSP de Médéa (Annexe).

Selon la déclaration d’Helsinki, et les lois de I'association Médicale Mondiale (AMM) dans le
cadre des principes éthiques applicables a la recherche médicale des étres humains y compris la
recherche sur le matériel biologigue humain et sur des données identifiables ; « Toutes les
personnes impliquées dans des recherches médicales devraient avoir le choix d’étre informées
des conclusions générales et des résultats de celles-ci, et aucune personne capable de donner
un consentement éclairé ne peut étre impliguée dans une recherche sans avoir donné son

consentement libre et éclairé. » (Declaration of Helsinki 2004 — The World Medical Association).

Dans ce sen, les patients ont recu une notice d’information leur présentant I'objectif de I'étude
afin d’envisager de leur part un accord éclairé qu’ils ont confirmé par la signature d'un

consentement de participation a I'étude, en tant que sujet (patient ou contréle sain).
2.1.2 Le cadre spatio-temporel de la réalisation des prélévements

Les tubes ont été centrifugés dans les 20 minutes aprés chaque prélévement a 3000 tours/min,
pendant 15 minutes et les surnageants ont été transférés dans des tubes Eppendorf, puis
congelés a -20°C. Les échantillons ont été acheminés au niveau du Laboratoire de recherche
Biologie et pharmacologie expérimentales, université de Médéa. Les travaux expérimentaux ont

été réalisés au sein du méme laboratoire.
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Les prélevements se sont déroulés au cours de la période allant du, 28 mars 2022 jusqu’au 14
mai 2022.

11 prélévements parkinsoniens sont réalisés au laboratoire de I'établissement public de
santé de proximité (EPSP) Ismaél Mohamed a Médéa

01 prélévement parkinsonien a été réalisé au niveau de I'Etablissement Hospitalier
Spécialisé Neurochirurgie Ali Ait Idir & Alger.

01 prélévement parkinsonien a été réalisé au niveau de I'Etablissement Public Hospitalier
(EPH) Mouhad Abdelkader & Djelfa.

01 prélevement parkinsonien a été réalisé au niveau de I'laboratoire d’analyses médicale
Dr Saidi a Birtouta Alger

01 préléevement parkinsonien a été réalisé au niveau de EPSP de Dergana a Alger.

01 prélevement parkinsonien a été réalisé au niveau de I'laboratoire d’analyses médicale
Dr Baazia a Birkhadem a Alger.

01 prélévement parkinsonien a été réalisé au niveau de I'laboratoire d’analyses médicale
Dr Zemouli a Boufarik a Blida.

03 prélevements a domicile.

20 préléevements (témoins) sont réalisés au laboratoire d’analyse médicale Dr Zitouni
Médéa.

Les prélevements sanguins des témoins, ont été soumis a des critéres d’inclusions et

d’exclusions semblables a ceux des patients.

2.1.3 Les critéres d’inclusion

Les patients inclus dans cette étude sont tous les patients atteints de la de la Maladie de
parkinson de différents stades et différents sexe et ages, varie entre 43 ans et 74 ans
pour les hommes et entre 43 ans et 68 ans pour les femmes.

Les prélevements sont effectués la matinée sur des patients a jeun.

Les patients qui ont confirmé leur maladie par un dossier médical.

Consentement éclairé par écrit avant l'initiation de toute procédure liée a I'étude (Annexe).
Les sérums ont été transportés en respectant la chaine de froid par (Dans une glaciére

isotherme a 4-5°C).
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2.1.4 Les critéeres d’exclusion

La présence d'une autre pathologie importante ou systémique pouvant altérer les
résultats de la recherche, insuffisance hépatigue ou rénale peuvent empécher les
résultats de I'étude.

Les patients qui participent a I'étude ne doivent pas étre des fumeurs/ toxicomanes.

Ne devraient pas prendre le médicament L-Dopa (5 h avant le prélevement au minimum
5h).

Le sérum ne doit pas étre hémolysé.

2.1.5 Préparation des échantillons

Les prélevements sanguins sont recueillis dans des tubes secs (sans anticoagulants)
entre 03 cc et 04 cc du sang dans chaque tube.

Le déplacement des échantillons se fait par une glaciére isotherme

Ensuite les échantillons sont centrifugés (aprés coagulation) a 3000 tours / min pendant
10 min dans une Centrifugeuse de paillasse réfrigérée universelle (SIGMA 2-16KL).

Les aliquotes de sérum sont recueillis dans des tubes Eppendorf, le prélevement et
subdivisé en plusieurs tubes.

Apres, les échantillons sont conservés au congélateur a (— 22°C) Aprés cheminement au
Laboratoire de Recherche « Biologie et pharmacologie expérimentales a l'université de
Médéa ».

Chaque échantillon doit étre identifié, a partir d’'une étiquette autocollante, et doit résister
a la congélation afin d’éviter la dégradation de I'encre.

Nous avons mis les échantillons en ordre sur un portoir dans la boite appropriée.

Figure 2.2 Centrifugation de Figure 2.3 Une photo Figure 2.4 : Le déplacement des échantillons
I’échantillon, (SIGMA 2-16KL) montre les deux phases se en respectant la chaine de froid, glaciere
Figure 2.1 Prélévement Obtention de la phase SERUM sanguines séparé aprés isotherme (4-5°C).
sanguin recueilli dans un centrifugation
tube sec
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Figure 2.5 Préparation des Alicots des Figure 2.6 Congélation
échantillons sanguins. des échantillons et
conservation a (— 22°C)

2.2 Lachromatographie sur couche mince (CCM)
2.2.1 Généralité sur la méthode
En anglais (TLC pour Thin Layer Chromatography), Il s’agit d’'une technique de séparation des
constituants d’'un mélange basé sur leurs affinités respectives pour une phase stationnaire et une

phase mobile.

Cette méthode de séparation trés polyvalente largement utilisée pour l'analyse qualitative et
guantitative des échantillons, peut utiliser pour analyser pratiguement toutes les classes de
substances, y compris, les stéroides, les alcaloides, les lipides, les nucléotides, les glycosides, et

les acides gras et les acides aminés.

Dans la CCM, la phase stationnaire est une fine couche de matériau adsorbant, généralement du
gel de silice ou de I'oxyde d'aluminium déposée sur une surface de plaque inerte en verre ou en
plastique, I'échantillon est déposé sur une extrémité de la plaque CCM et placé verticalement

dans une chambre fermée avec un solvant organique (phase mobile).

La phase mobile se déplace vers le haut de la plague par des forces capillaires et les
composants de I'échantillon migrent sur des distances variables en fonction de leurs affinités
différentielles pour les phases stationnaire et mobile, lorsque, le solvant atteint le haut de la

plaque, celle-ci est retirée de la chambre de développement et séchée.
Les composants séparés apparaissent sous forme de taches sur la plaque.

Pour les calculs, le facteur de rétention (Rf) de chague composant est évalué et chaque
constituant migre d’'une certaine hauteur caractéristique de la substance que I'on appelle rapport

frontal ou rétention frontale (Rf).

Le Rf est déterminé par le rapport Rf = % Rf dans lequel.
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e Le d représente la distance parcourue par la substance.

e Le ds ladistance parcourue par le solvant.

2.2.2 CCMdes acides amines

La CCM des AA qui est une chromatographie sur couche mince, permet de séparer les acides
aminés en solution déposer sur une plaque & CCM, un solvant organique migre par capillarité sur

le support et solubilise ces derniers.

Les AA qui se déplacent plus ou moins rapidement en fonction de leurs propriétés biochimique
(polarité des radicaux, taille), aprés révélation du chromatogramme, une tache colorée est
obtenue a l'aide de la ninhydrine (2, 2-dihydroxyindan-1, 3-dione), un colorant spécifique des
groupements terminaux des acides aminés et un composé aromatique utilisé comme révélateur
des AA et qui donne une coloration violettes aprés réaction avec les acides aminés (sauf avec la

proline : couleur jaune).

Les acides aminés d’'un mélange sont identifiés en référence a des AA purifiés témoins, pour
limiter le nombre d’AA purifiés utilisés on choisit des AA aux propriétés opposées (glycine,

proline, lysine, histidine, valine)

. 0 OH 0
| on RO N
H,N—CH—COOH + 2 ——» CH=O+ CO, + N=—
OH H
0 \o
Ninhydrin Ruhemann's purple

Figure 2.7 Réaction acide aminé et ninhydrine
2.2.3 Matériel et réactifs

2.2.3.1 Matériel

Cuves a chromatographie (diamétre 11cm a 7 | Emboutes de micropipettes jaunes et blanc

cm) (quantité 60 unité)

Les plaques de cellulose (acétate de cellulose) | Bicher

Etuve Récipient en verre

Séchoir Ballon de laboratoire (a fond plat)
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Agitateur Flacons

Balance Portoir pour embouts
Vortex Portoirs pour les tubes
Hotte aspirante Pinces

Papier filtre Papier filtre

2.2.3.2 Réactifs et solution

e L’échantillon (sérum)

e Ethanol, pour dulie les sérums.

e Solutions d’AA, 2 mg d’AA (phénylalanine)

L’éluant, le choix dépendait de la polarité (100 ml de solvant polaire) celui qui empéchent
la migration des acides aminés, dans ce cas on a choisi : butanol 70 ml + acide acétique
pur 18 ml + eau distillée 12 ml, a placer dans un flacon hermétiquement clos, et le volume
total c’est 100 ml.

Réactif de révélation, (pour la coloration) la ninhydrine a 5% dans I'acétone a placer dans
un flacon pulvérisateur a parois opaques (la ninhydrine s’altére a la lumiére), ou bien
flacon recouvrer par papier aluminium.

2.2.4 Méthodes

2.2.4.1 Préparation de la cuve chromatographique

Une cuve de chromatographie se compose de la cuve et d'un couvercle, habituellement en verre

le réle du couvercle a éviter I'évaporation du solvant mais surtout a réaliser la CCM en

atmosphére saturée.

Couper un papier filtre des petits morceaux de (10*4cm)
Eventuellement, placer les morceaux de papier filtre verticalement dans les parois de la
cuve, pour saturer I'atmosphére en vapeur de solvant d'éluant, ce qui évitera a I'éluant

présent sur la plaque de s'évaporer et donc de perturber l'analyse chromatographique.

34



Phénylalanine et immuno-pathogénése de la maladie de Parkinson

Figure 2.9 placer le papier
Figure 2.8Matériel pour préparer la cuve filtre dans paroi de la cuve

e On prépare 100 ml I'éluant en respectant les proportions du mode opératoire le choix
dépend de la polarité, on mélange : butanol 70 ml + acide acétique 18 ml + eau distillé 12
ml a placer dans un flacon hermétiquement clos en pourcentage volumique.

o Imprégné d’éluant et plaqué contre les parois.

e Introduire I'éluant jusqu’a une hauteur d’environ 0.5 cm dans le fond de cuve a
chromatographie puis fermer le couvercle.

e Attendre 24 h pour que I'atmosphére de la cuve soit saturée de vapeur d'éluant.

Figure 2.10 la préparation
de 100 ml de I'éluant
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2.2.4.2 Préparation des plaques de CCM
e Découpe une plague de CCM aux dimensions raisonnables 5 cm sur 10 cm (avec des
gans sans les toucher avec les doigts)
e On prépare les plaques de cellulose (en verre) a I'étuve a 105°C pendant 60 min pour les

réactiver.

Figure 2.11 Réactivation des paques CCM a I'étuve a 105°C pendant 60 min

e Sur la plague on trace délicatement une ligne de départ (ligne de dépdts) a l'aide de
crayon (a environ 1 cm du bord inferieur).

¢ Indiquer sur cette ligne les positions des dépdts (les pointes ol seront déposées les 4
dépbts espacés) et ne jamais toucher la plague avec les doigts.

e Tracer un autre trait de repére pour arréter I'élution a (environ 4 cm du bord supérieur).
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Figure 2.12 Tracer avec crayon la ligne de départ et les points des dépbts

2.2.4.3 Préparation des échantillons
Retirer les sérums de congélateurs et on les laisse décongelés (a température ambiante)
Diluer 50 ul de sérum dans 100 pl d’éthanol et verser le dans un tube Eppendort étiqueté.
Par une micropipette mélanger le par reflux et flux pour ne pas coller.

On fait la mémé manipulation pour les 40 échantillon (patients + témoins).

Figure 2. 13 Retirer les sérums de congélateurs et on les laisse décongelés
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2.2.4.4 Réalisation des dépdts sur la plaque

Met le tube dans le vortex puis mélanger le par reflux et flux.

Déposer les sérums dilués a I'aide d'une micropipette 6 ul dans chaque dép6ét.

Mettre les gouttes successives dans chaque goute 1ul d’'un méme échantillon au méme
point et en séchant entre chaque goutte avec un seche-cheveux (air froid).

On répéte la méme manipulation pour les trois autres dépots.

Les gouttes doivent étre les plus petites possibles et séparer, les dépbts d’au moins 5mm.

Ne jamais toucher la plaque avec les doigts et changer le cbne de micropipette pour

chaque échantillon.

Figure 2.14 Echantillons
pars ordre et préparer le

matériel nécessaire.

MASTER T

x‘““\\"‘w’b%" o mabdies

nfectioms

Ulte . Roumfi-merwe
¢ J

Figure 2.15 Mettre le tube
dans le vortex.
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Figure 2.16 déposer le sérum dans les
dépots.

Figure 2. 17Sécher entre chaque goute Figure 2.18 placer la plaque dans la cuve
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¢ Une fois 'ensemble des dépdts réalisés, placer la plaque dans la cuve a l'aide d’'une
pince, et la refermer immédiatement et laisser I'éluant diffuser, sans bouger la cuve.

e Le solvant ne doit pas atteindre le trait de repere.

i, S

Figure 2.19 Fermer le couvercle immédiatement

2.2.4.5 Migration et séchage

o Arréter la CCM lorsque le front d'éluant est arrivé a la ligne de repere, du haut de la
plaque, cette opération prend 30 min.

o Récupérer la plaque a la fin de la migration a I'aide d’'une pince.

e Marquer, au crayon la limite de migration.

o Evaporer le solvant en le plagant a I'étuve 37 °C, ou en utilisant sous la hotte aspirante, le
séche-cheveux, la plaque doit étre incolore.
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Figure 2.20 Arréter la CCM lorsque le front d'éluant est arrivé a la ligne de repere.

Figure 2.21 Préparation du matériel de révélation avec le matériel de sécurité.
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Figure 2.22 sécher la plaque

2.2.4.6 Révélation de la CCM

e Préparer la solution de la ninhydrine : a l'aide de la balance peser 1g de ninhydrine
poudre et la diluer dans 99 ml de I'acétone pure, volume totale de solution c’est 100ml.
¢ Ne dispersez pas le poudre dans la paillasse.

e Remarque : la ninhydrine c’est un produit toxique et cancérogéne.

Figure 2.21 Placer la plague dans la ninhydrine
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e Apres migration, les taches correspondant a chaque acide amines doivent étre révélées.
e Placer la plaque dans la ninhydrine horizontalement pendant 10 min.

e Sécher la plague au séche-cheveux et pendant 10 min a I'étuve 37° C.

Figure 2. 24 mettre la plaque a I’étuve 10 min 37° C

Figure 2. 25 photo des plaques CCM apres

révélation

e Les spots colorés apparaissent lentement.
e Sous une source lumineuse repérer la position des taches révélées, puis les cercler avec

un crayon.
¢ Analyser le chromatogramme obtenu, les substances séparées sont révélées sous forme

de spots colorés (violacés ou jaune) et identifiées en comparaison avec les positions des

spots témoins.
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Figure 2.26 CHROMATOGRAMME, Résultat aprés migration
e Ces spots sont traités ensuite a I'aide du logiciel imageJ.

e On Calcule les RF (Rapport frontal) de chaque dép6t.

2.2.5 Sécurité

e La ninhydrine est un produit irritant pour les yeux, les voies respiratoires et la peau été
identifi@ comme cancérigéne probable.

e L’obligation d’utiliser des lunettes de protection avec une protection sur les cbtés, porter

des gants appropriés et une bavette.
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Figure 2.27 Les mesures de sécurité au laboratoire

2.2.6 Analyse Statistique / Analyse des Chromatogrammes

Les moyennes ont été comparées a l'aide du test-t de Student. Les analyses statistiques ont été
effectués grace aux logiciels JASP 16.1.0.0 pour Windows. Les valeurs de p < 0,05 ont été

considérées statistiquement significatives.

Les concentrations de phénylalanine ont été déterminées qualitativement et semi-
guantitativement par analyse numérique des chromatogrammes a laide d'un logiciel de

traitement d'images spécialisé.
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Annexe 2.1 Ordre de stage (pour faires les prélévements)
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; République Algérienne démocratique ot populaire —

Q“:‘;} Ministere de I'enseignement supérieure de la rechorche scientifique b ("‘a

. Université Dr Yahia fares Médéa "’g”m g
Faculté des sciences

e B ot

Prénom et nom de bindme : RASSOUL Mahfoud- ROUMIL marwa
Téléphone :
E-mail:

A Médéa, le 07/03/2022

Objet : Demande d’accés au laboratoire ¢ de fin de prélévements (sérum) des
personnes atteintes la maladie de parkinson,

Madame, Monsieur,

J'ai I'honneur de solliciter votre bienveillance de bien vouloir m’accorder ma
demande citée en objet ci-dessus.
Je vous informe Mr que notre travail s’inscrit dans le cadre d’un projet de fin d’étude
en vue de 'obtention du dipléme de master IMMUNOLOGIE et maladies infectieuses
dont nous aurons besoin d’ échantillons des prélevements (sérum) des personnes
atteintes de la maladie de parkinson, et ce pour procéder aux différentes analyses
chromatographiques des acides aminés au niveau du laboratoire de recherche en
biologie et pharmacologie expérimentale.

Je reste a votre entiére disposition pour toute information complémentaire, JS:
vous prie d’agréer, Madame, Monsieur, I'expression de mes salutations distinguéés.

Sl S
:’./;b,;) _—\:’\?\\\

ﬁ—-ﬁ) 39 et

Signature d’étudiants : Le 0%/63/ 2092 , 2

Signature d’étudiants :

Dre. Wasiia MLDANE, B0 IDGHENE STAMBOULI

' . Ensrigante Chechglift- PO T
A e E Urarsite Yolfia fargp -

e ges
i fnediane
o3 \_)/\,/ Jl‘j ezl
g % f
; e TN At
Avis deseadfpa sl
YA/ i
ch X

Annexe 2.2 Demande administrative pour les prélévements des patients

47



Chapitre 2. Matériels et méthodes

ﬁ/::, Sl République Algérienne démocratique et populaire
m@;} Ministere de I'enseignement supérieure de la recherche scientifique !
Université Dr Yahia fares Médéa 2

Faculté des sciences

Prénom et nom de bindme : RASSOUL Mahfoud- ROUMIL marwa
Téléphone :
E-mail:

A Meédéa, le 25/05/2022
Objet : Demande des prélévements (sérum dans un tube sec)

, Monsieur le directeur de laboratoire : A. ZITOUN!

J'ai I'honneur de solliciter de votre bienveillance de bien vouloir accepter ma
demande au sein de votre laboratoire d’analyses médicales — Dans le cadre de
développement de I'enseignement supérieure et la recherche scientifique en vue de
I'obtention du dipléme de master IMMUNOLOGIE et maladies infectieuses, Nous
avons besoin de 20 prélévements (sérum) des personnes sains pour témoigner notre
étude sur la maladie de parkinson (aprés avoir l'accord des patients) pour les étudier
dans le cadre de la recherche scientifique au niveau de laboratoire universitaire de
biologie et pharmacologie expérimentales.

Je reste & votre disposition pour toute information complémentaire, Je vous prie
d’agréer, Monsieur, I'expression de mes salutations distinguées.

Vous trouverez ci joints : Une liste des conditions relatives aux témoins (AGE — SEX ...)

et conditions de prélévements (tube sec- sans anticoagulant) et les conditions de
conservation. '

274

7= 7
ignature de étudiants : A

Signature de étudiants : "M;J

i'/‘

Avis de structure d'accueil

Signature de I'encadrant :

Annexe 2.3 Demande administrative pour prélévements des témoins
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"_,.pv—""l
P: 0%

Ao Avrif 2022

MINISTERE DI L1 rISE(CGNEMENT SUPFRICUTC 1 D5 LA REC RO SOIE AT
UNIVERSITE YAUIA TARES ) 1k A
FACUL [T DES SCIENCES
DEPARTEMEN| SHV

2

CONSENTEMENT ECLAIRE CONCERNANT UNE ETUDE SUR

Titre du mémoire :

CONSENTEMENT ECLAIRE

wr, M™%, M (Sujet) : .. e
Né(e)le: ..........08" .- . PA—
Demeuranta:.......ext —/\ﬁc‘/b

J'autorise les étudiants : ymba marwes. ..
1 A me recruter en tant qIJe patient (e) éligible dans leurs études

2.7 A effectuer des prélévements sanguins périphériques.

3. A prendre toutes les photographies sur ma personne nécessaires a leurs étu
hies prises dans le cadre de leur travail.

des.

4 A publier les résultats obtenus et diffuse les photograp

Signature du Tuteur/Tutrice (si moins de 16 ans) Médéa, le: [ [ /
Ao - Avnl -t o2

Lu et approuvé

by

/‘/

Annexe 2.4 Consentement éclairé en francais
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Annexe 2.5 Consentement éclairé en arabe
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Questionnaire

Date@'eNqUBLE ittt tiasss e ssnonsnes N du dossier médical ..............
Malade : hospitalisé [ ], Ambulatoire || SOIVIOR v
A. Données démographiques Sexe: M [:] . F D “
NOm, srvsmnsssr s s s s ; PEENOM. 0.0 oosiovsetimpmseimssmimsisionns
Date et lieU d& NAISSANCE .......vvieeeeeeitee e eee et eee e e ere et eeeaiaens Age ..............
AArESSE ACHUBIIE vy vesmwuas suvusnussimsprsomsesvsw i oA ih s SO P ST I R S s S o
VIS, i5i6n amsosnmmempes st s amevamssraneiits Tk s s T e
B. Données anthropométriques Groupe sanguin
Poids .. .. kg Taille . CM Hauteur de genou %N ........... cm
Indice de masse corporelle IMC ...... - — ....... kg/m? ‘ |
Avez-vous eu une perte de poids : oui D, non D , combien ........... {0 [ AR
C. Critéres socioculturels
L5111 [[o] ) [——————————————— , Profession ..........coccci
Situation matrimoniale : [ | célibataire , [ | marié(e), [] divorcé(e) |,

D Veuve ; D indéterminé
Niveau d’instruction : D analphabete, |:| primaire, D moyen
Secondaire, supérD indétemD. D
D. Habitudes particuliéres
Tabagisme D oui i [l non ; (nombre de cigarettes / jour).......
Alcoolisme D oui ; D non (durée de consommation) .........

Problémes particuliers

E. Antécédents

° Médicaux,
° Chirurgicaux, L .
o stiques (Membre de la famille ayant la méme pathologie) . Si oui, il s'agit de qu

F. Diagnostic (Information sur la maladie/stade d’avancement...)
Quel age aviez-vous lors du premier diagnostic positif de la maladie ?

G. Prise de Médicaments au cours de 'année présente

Annexe 2.6 Exemplaire de questionnaire.
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3 Chapitre lll. Résultats et interprétation
3.1 Résultats et interprétation des données statistiques

L’analyse des données statistique a été réalisée par l'utilisation du Microsoft Excel).

3.1.1 Répartition des patients selon I’dge (population étudie)

o 80

Ag
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73 74
69 68 68
66 64 63 63 64
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54 55
52 52

48 49 48

‘ | ‘ | | ‘ ‘ |
0 = | = - = =
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Figure 3.1 Répartition des patients selon I’dge
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La répartition des pattients selon |'age de 1er diagnostic
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Figure 3.2 Répartition des patients selon I'dge de 1° diagnostic
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Figure 3.3 Répartition des patients selon le genre (sexe)
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Figure 3.4 Répartition des patients selon le groupe sanguin

3.1.5. Répartition des patients selon le mode de Transmission génétique

Notre résultat montre deux groupe des patients, 15 patients avec une forme de parkinson
isotopique non héréditaire (75%), et 5 patients avec la forme héréditaire.

Transmission
héréditaire
25%

Transmission
non
héréditaire
75%

Figure 3.5 Répartition des patients selon le mode de Transmission

54



Phénylalanine et immuno-pathogéneése de la maladie de Parkinson

3.1.3 Répartition des patients selon

consanguinité)

la consanguinité des parents (mariage avec

Notre série d’étude répartir en deux groupe, le premier regroupes les patients avec des parents de
méme consanguinité et représentants 25% des patients, et le 2eme groupes des patientes avec
des parents non-consanguinité représentants 75% de totalité.

Figure 3.6 Répartition des patients selon le la consanguinité des parents

3.1.4 Répartition des patients selon leurs conditions quotidiennes

non

cosanguinité

des parents
75%

cosanguinité
des parents
25%

Codes Age de ler Héréditaire | Facteur déclenchant Mariage de profession Provenance
diagnostic consanguinité
pl 50 ans Oui (TM) traumatisme psychique oui domaine Rural
d'agriculteur
p2 46ans Oui (TM) _ non macon Urbain
p3 59ans non _ non administrateur Urbain
p4 32ans non _ non _ Rural
p5 32ans Oui (TM) | traumatisme psychique oui _ Urbain
p6 45ans non toxicomanie non _ Urbain
p7 38ans non traumatisme psychique oui Enterprise de Urbain
fabrication de
ciment
p8 34ans Oui (TM) _ non _ Rural
p9 48ans non traumatisme psychique non couturiere Urbain
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p10 68ans non traumatisme cranien non Entraineur Urbain
( musculation)
pll 43ans non traumatisme psychique non administrateur Urbain
pl2 56ans non traumatisme cranien non entrepreneur Urbain
p13 64ans non _ non professeur Urbain
pl4 34ans Oui (TM) _ oui pharmacien Urbain
p15 39ans non traumatisme psychique oui _ Urbain
pl6 58ans non traumatisme psychique non _ Urbain
p17 59ans non _ non domaine Rural
d'agriculture
p18 74ans non COVID (delta) non domaine Rural
d'agriculture
p19 65ans non traumatisme psychique non professeur de Urbain
francais
p20 37ans non traumatisme psychique non domaine Urbain
d'agriculture

Tableau 3.1 Répartition des patients selon leurs conditions quotidiennes

3.2 Résultats et interprétation des plagues CCM — CHROMATOGRAMMES

Les figures suivantes représentent 'ensemble des chromatogrammes établissant le profil sérique

de la phénylalanine chez les patients atteints de la Maladie de Parkinson et les contréles sais.

Pour I'ensemble des plaques :

e A droite: Représentation du de la bande de migration de la Phénylalanine a une

concentration connue.

e Agauche : Représentation des bandes de migration des échantillons sériques des patients
et des témoins.

Le Rapport frontal de migration des fractions de PHE dans les différents échantillons est calculé
en fonction de celui établi pour la solution contrdle de Phénylalanine.

Mode de calcule du Rapport Frontal (RF)
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On détermine le ratio frontal Rf = L1/L2 étant le rapport entre la distance parcourue par le soluté
divisé par la distance parcourue par le front du solvant.

front de l'éuart
solution témni.\\ O
- © O
meélange initial [
ligne de base ] L2
L1
rivean initial
de l'éluant .
début fin
Plague de chromato, hie

Détection du pic

Sommet du pic

Début du
chromatogramme

Temps de rétention

Phe |

Phe . T1 T2 T8 T4

Figure 3.7 Plaque CCM numéro 01
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pRa
Mhe ccxd-

Phe | T5 T6 T7 T8

Figure 3.8 Plaque CCM numéro 02

Phe e

CCLM. on.

Phe T9 T10TI11 T12

Figure 3.9 Plaque CCM numéro 03
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 plaame
Fhe CCM _oM.

Phe | T13 T14 T15 TI6

Figure 3.10 Plaque CCM numéro 04

}%w
Mhe CeM_ oS.

> »
) _

Phe T17 TI18 T20 T19

Figure 3.11 Plaque CCM numéro 05
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?ﬂa que
Phe i

Phe Y )( "T10 T17

Figure 3.12 Plaque CCM ( T*) refait pour les témoins (T10-T17)

Phe P\""Q

CCM_oé.

non o
] ,

Phe pl P2 P3 P4

Figure 3.13 Plaque CCM numéro 06
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Phe plaqu
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Figure 3.14Plague CCM numéro 07
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Figure 3.15 Plaque CCM numéro 08
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Po.qut
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Figure 3.16 Plaque CCM numéro 09
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Figure 3.17 Plaque CCM numéro 10
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Figure3.18 Représentation graphique du profil sérique de Phénylalanine chez les

patients atteints de la maladie de Parkinson comparés aux témoins sains (p =0.117 ,p
> 0.05).

Test of Normality (Shapiro-Wilk)

Independent Samples T-Test
w p

Test Statistic df p - -
[Ph.nylalanine] Pateints 0.566 <.001

[Ph.nylalanine] Student 1.602 38.000 0.117 ..
Témoins 0.751 <.001

Welch 1.602 37.938 0.117

Note. Significant results suggest a deviation from normality.

Tableau 3.2 Independent Samples T-Test

Assumption Checks
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4. Chapitre IV. Discussion

La maladie de Parkinson (MP) est caractérisée cliniquement par I'apparition de tremblements,
rigidité, bradykinésie et troubles posturaux ; sur le plan pathologique elle présente une
dégénérescence et perte des neurones pigmentés dans le tronc cérébral, la cause de cette maladie
est encore inconnue (De Virgilio et al., 2016).

Il a été rapporté dans des recherches précédentes que les acides aminés excitateurs jouent un
role dans le mécanisme de la mort neuronale dans plusieurs maladies (De Virgilio et al., 2016).
Ainsi, es acides aminés jouent de nombreux réles dans le systéme nerveux central sur different
plans, en servant de neurotransmetteurs et de neuromodulateurs (Hirayama et al., n.d.). Les acides
aminés exercent aussi la fonction de régulateurs du métabolisme énergétique dans la cellules
immunitaires, via la synthése de nombreuses protéines immunitaires et inflammatoires (Geisler et
al., 2013). lls présentent aussi, une fonction immunomodulatrice conséquente, régule des
paramétres métaboliques cellulaires et qui a été démontrée dans de nombreuses études (Figura
et al., 2018; Miyajima, 2020) ainsi que dans le cas de la Maladie de Parkinson (Figura et al., 2018).
Parallelement, les paramétres métaboliques exercent de méme, un role direct dans la régulation
de la fonction des cellules immunitaires et donc la régulation de la réponse inflammatoire incriminée

dans I'apparition et la progression de la maladie (Miyajima, 2020).

Par ailleurs, le profil des acides aminés libres dans le sérum des patients atteints de la maladie de
la MP peut étre influencé par de nombreux facteurs, allant de la neurodégénérescence, le
dysfonctionnement mitochondrial, la malabsorption dans le tractus gastro-entériqgue et méme le
traitement thérapeutique recu (Hirayama et al., n.d.). Il est bien établi aussi, que les acides aminés
aromatigues dans le cerveau fonctionnent comme précurseurs pour les neurotransmetteurs de la
monoamine sérotonine et les catécholamines comme la dopamine, norépinéphrine, épinéphrine
(Fernstrom and Fernstrom, 2007). Ainsi, d’autres voies de la biosynthése des neurotransmetteurs,
les taux de synthése de la sérotonine et des catécholamines dans le cerveau sont sensibles aux

concentrations du substrat local, en particulier dans les plages normalement trouvées in vivo.

En conséquence physiologique les facteurs qui influencent les bassins cérébraux de ces acides
aminés, notamment l'alimentation, influencent leurs taux de conversion en neurotransmetteurs
produits, avec des conséquences fonctionnelles sur la concentration de la Tyrosine et la

phénylalanine (Phe) (Hirayama et al., n.d.).
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Il est important de rappeler, que le but de notre étude était d’évaluer le profil sérique de
concentration en la phénylalanine chez des patients atteints de la maladie de Parkinson. Nous
avons évalué, dans botre présente recherche, le profil sérique de I'» acide aminé « Phénylalanine »
(Phe) chez 20 patients atteints de la MP a des stades confondus de la pathologie « précoce et
tardif », comparés a 20 contrdles sains matché pour I'age et le sexe . L’analyse des acides aminés

sérigues a été effectuée par la chromatographie sur couche mince.

Nos résultats montrent que les taux sériques de phénylalanine, sont Iégérement plus élevés chez
les patients comparés aux témoins ; mais ils n’existent pas de différence significative ente les deux
populations comparées. Ceci reflete la retenue de I'hypothése nulle, HO ou les teneurs de PHE

sont comparables chez les deux populations etudiées.

D’apres la figure 3.1, la moyenne des concentrations sériques de Phe est Iégerement élevée dans
le groupe des patients (phe = 2.85 mg/mL) par rapport le groupe des témoins (phe = 2.37mg/mL),
mais la différence n’atteint pas 'ordre significatif aprés réalisation du test statistique de Student (p
=0.117).

En effet, plusieurs études ont montré une association négative ou absence d’association entre cet
acide aminé et le développement de la MP, et leur concentration plasmatique n’étaient pas

significativement différente de ceux trouvés chez les témoins, et aucune relation n’a été trouvé.

Une étude ancienne, décrit que les concentrations plasmatiques a jeun de phénylalanine chez les
patients atteints de la maladie de Parkinson n’étaient pas différente de celles des témoins,
(Granerus et al., 1971), ce qui concorde avec nos résultats présents. Chez la plupart des sujets,
les patients parkinsoniens et les témoins, le volume de distribution apparent de la phénylalanine

était semblable (Granerus et al., 1971).

Par contre une autre étude récente, a estimé le profil des acides aminés dans le sérum de 73
patients parkinsoniens, I'analyse des acides aminés sériques a été effectuée par chromatographie
liquide a haute pression avec détection par fluorescence, les chercheurs ont observé des
différences significatives dans les concentrations d’alanine, d’arginine, et de phénylalanine (p =
0.008) et de thréonine mais aucune différence significative n’a été observée en ce qui concerne
les autres acides aminés. Nous résultats s’‘opposent a ces derniers, peut-étre en raison de
différences facteurs d’inclusions et d’exclusions retenus, la technique d’analyse, et la taille de

I'échantillon étudié (Figura et al., 2018).
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Une autre étude effectuée sur des échantillons de sueur qui ont été analysés par chromatographie
liquide/spectrométrie de masse chez 42 patients atteints de MP et 16 témoins. Elle a clairement
guantifié les concentrations sériques de Phe en utilisant le systéme de détection de fluorescence
HPLC ; I'étude a constaté que les niveaux de phe serique chez les patients étaient plus élevés que
ceux appartenant aux contrdles (Hirayama et al., n.d.).

Si on parle de I'dge de l'apparition de la maladie, nos résultats montrent que I'dge moyen

d’apparition de la maladie est de 49,05 ans avec I'écart-type de 13,08 ans.

Des études statistiques pareilles, de (Ascherio and Schwarzschild, 2016; Dorsey et al., 2007,
Tanner and Goldman, 1996), estiment que les résultats des études de série de la littérature sont
presque similaires avec un age moyen de début entre 50 et 62 ans ; la maladie est exceptionnelle
avant 20 ans, c’est le parkinson juvénile et doit s’interroger sur la recherche d’un terrain héréditaire,
ou mutation de la parkine. Avant 40 ans la maladie représente 10% des cas selon les études de
série et aprés I'age, et a 80 ans la maladie est trés rare et représente 2%. Globalement la majorité
des patients ont un age de début entre 40 et 80 ans (90% des cas) (Ascherio and Schwarzschild,
2016; Dorsey et al., 2007; Tanner and Goldman, 1996).

Une étude prospective épidémiologique en Algérie sur la MP, réalisée par le professeur
Benmahjoub Mustapha sur une période de 12 ans (2006 a 2018) a été publié récemment, sur un
nombre de patients colligés de 488 cas ; 122 patients (25 %) avaient un début de la maladie avant
50 ans et 'age moyen de début de la maladie : 33,44 + 5,509, l'effectif le plus élevé avait un age
de 34 ans et le sex-ratio 2/1 (Benmahdjoub et al., 2022). Ce qui en accord avec le choix de notre

population étudiée.

Ces résultats épidémiologiques sont trés logiques, étant donné que, les facteurs génétiques
interviennent dans la MP, c’est une indication que les génes responsables sont affaiblis, et
lorsqu’ils s’associent avec l'un des facteurs de risques déclenchants comme I'exposition aux
insecticides par exemple, la maladie apparait tét, et ca apparait clairement si on compare 'age de

1°¢" diagnostique avec I'hérédité (voir Tableau 3.1)

Enfin, il existe également des raisons de I'ordre physiologique liés aux vieillissement, le corps
s’adapte moins bien aux changements immunologiques et métaboliques, ce qui provoque

'apparition des pathologies cachées dans notre répertoire génétique (Bianchi et al., 2015).

Il'y a un autre facteur a étudier c’est le sexe, un indicateur épidémiologique trés important, nous

avons trouvé un pourcentage de 75% pour Homme et 25% pour les femmes. Le risque de
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développer une maladie de Parkinson semble 1,5 fois plus important chez les hommes que chez
les femmes (Ascherio and Schwarzschild, 2016). Si aujourd’hui, il existe des différences entre les
femmes et les hommes en terme de développement de la maladie, cela reste une maladie
multifactorielle probablement lie au profil hormonal, un possible effet neuroprotecteur des
cestrogénes est difficile & démontrer, le fait que l'incidence de la maladie devienne similaire entre
les femmes ménopausees et les hommes suggére un effet bénéfique des cestrogénes (Desport
and Couratier, 2002) (Duval, 2020). Comme les cestrogénes ont des propriétés anti-
inflammatoires, leurs actions pourraient étre une partie de I'explication des différences de risque
et de symptbmes liées au sexe ; les différences biologiques liées au sexe, telles que les
cestrogénes, pourraient jouer un role important dans le développement de la maladie de Parkinson

et ses manifestations symptomatiques (Desport and Couratier, 2002).

Des preuves récemment établies laissent supposer que I'cestrogéne peut avoir un effet sur d’autres
produits chimiques du cerveau, comme la dopamine, ainsi, 'cestrogéne peut lui-méme devenir un

neuromodulateur qui transmet de I'information aux cellules cérébrales (Taxier et al., 2020).

Pour le groupe sanguin ABO, on a trouvé un pourcentage de O+ (50%), B+ (15%), B- (5%), A+
(25%), et le groupe A- (5%), il n’y a pas des études concernent l'influence de groupe sanguin dans
cette pathologie, les résultats sont similaires en fonction d’ordre de répartition général de systeme
ABO en Afrique (Koerber, 1948).

Pour la transmission héréditaire on a détecté 25 % de transmission héréditaire, et 27% non
héréditaire (De la mére a ces enfants). Les recherches prétendent, que les mutations génétiques
impliqué dans la MP touchent ’ADN mitochondrial, ce qui provoque le dysfonctionnent métabolique
mitochondrial dans un premier temps et la perte neuronal dans un 2eme temps, et finalement ce
qui expligue la transmission génétique la MP par une transmission maternelle (Guillet-Pichon and
Verny, 2016).

Pour ce qui est de la consanguine des parents, Une étude récente montre que la maladie de
Parkinson forme précoce notamment les formes familiales sont fréquentes en Algérie, la

consanguinité semble jouer un réle important (Benmahdjoub et al., 2022).

67



Chapitre V. Conclusions et perspectives

Chapitre V. Conclusion et perspectives

La maladie de parkinson est une affection neurodégénérative d’étiologie mal connue. Bien que les
bases moléculaires du développement de la MP soient encore peu définies, de nombreuses
preuves provenant d'échantillons humains et de modeles animaux soutiennent l'implication de
l'inflammation dans son apparition ou sa progression. Cependant, le déclencheur exact de cette
réponse reste incertain. Cette neuroinflammation est en cause dans la perte des cellules nerveuses
dopaminergiques, et donc responsable du maque de dopamine et autres neurotransmetteurs du
cerveau. Les précurseurs ce neurotransmetteur sont deux acides aminés clés, la phénylalanine et
la tyrosine, et ils comptent parmi les acides aminés les plus importants dans la synthése de

nombreuses protéines immunitaires et inflammatoires, neurotransmetteurs, catécholamines .

Notre étude montre des taux sériques de phénylalanine, Iégérement plus élevés chez les patients
comparés aux témoins ; Nonobstant, nous concluons que le les concentrations sériques de I'acide
aminé Phénylalanine chez les patients atteints de la MP sont proches de ceux des témoins, et ce

malgré la présence avérée une neuroinflammation chronique due a la pathologie.

En perspectives, augmenter la population étudiée « la cohorte » pourrait nous renseigner
davantage sur les taux sériques de phénylalanine chez cette population. Aussi, établir un profil
sérique de I'ensemble des acides aminés restants dont particulierement la tyrosine, substrat de la
dopamine, pourra apporter plus de preuves scientifiques afin d’étoffer ce travail. Une autre
perspective, est d’étudier lors d’'une enquéte nutritionnelle les taux apportés de cet acide aminé

Phe. Ou bien, piloter une étude similaire sur un modele animal supplémenté en phénylalanine.
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Introduction : La maladie de Parkinson (MP) est la deuxieme maladie neurodégénérative la plus courante qui touche 2 a 3 % de la
population &gée de = 65 ans (Poewe et al., 2017). Elle est provoquée par une neuro-inflammation chronique se caractérisant principalement
par la perte de neurones dopaminergiques, et de troubles neuropsychiatriques et cognitifs, liés & une perturbation du métabolisme des
acides aminés et de neurotransmetteurs (Figura et al., 2018; Latif et al., 2021).

Objectifs : L'objectif de ce travail de master est d’étudier qualitativement et quantitativement I'acide aminé, phénylalanine chez les patients
adultes atteints de la maladie de Parkinson comparés aux témoins sains.

But : Evaluer le profil sérique de concentration en la phénylalanine contre la progression de la maladie de Parkinson.

Matériels et méthodes : Une chromatographie sur couche mince (CCM) a été réalisée sur des sérums sanguins prélevés chez vingt 20
patients [(5 Femmes et 15 hommes) de moyenne d’age (57,8 + 0,8)], atteints de la maladie de parkinson et 20 témoins sains contrdles [(5
Femmes et 15 hommes) de moyenne d’age 58,5 + 0,9)], matchés pour le sexe et I'age (population homogene, p=0.03, p<0.05). Les
échantillons sanguins sélectionnés pour cette étude ont été recueillis au niveau de plusieurs laboratoires privés du centre algérien (Alger
— Blida — Médéa — Djelfa).

Résultats: Les chromatogrammes représentant les bandes de migration des composés sériques en phénylalanine montrent bien,
qualitativement, la présence de cet acide aminé a des taux différents chez les patients atteints de la MP comparés aux contrdles sains.
Les taux sériques de phénylalanine, sont plus élevés chez les patients comparés aux témoins ; Nonobstant, la moyenne des concentrations
obtenue ne présente pas de différence significative ente les deux populations comparées (p=0,117 ; p>0.05). Ceci refléte la retenue de
I'hypothése nulle, HO ou les concentrations de PHE sont comparables chez les deux populations étudiées.

Conclusion: Nous concluons que le les concentrations sériques de l'acide aminé Phénylalanine chez les patients atteints de la MP sont
proches de ceux des témoins, et ce malgré la présence avérée une neuroinflammation chronique due a la pathologie.

Mots clés : Phenylalanine, Maladie de Parkinson , Acides amines, Chromatographie sur couche mince (CCM), Immunométabolisme
cellulaire.
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Introduction: Parkinson's disease (PD) is the second most common neurodegenerative disease affecting 2-3% of the population aged =
65 years (Poewe et al., 2017). It is caused by chronic neuroinflammation characterized mainly by the loss of dopaminergic neurons, and
neuropsychiatric and cognitive disorders, linked to a disturbance in the metabolism of amino acids and neurotransmitters (Figura et al.,
2018; Latif et al. , 2021).

Objectives: The objective of this master's thesis is to qualitatively and quantitatively study the amino acid, phenylalanine in adult patients
with Parkinson's disease compared to healthy controls.

Purpose: To assess the serum phenylalanine concentration profile against the progression of Parkinson's disease.

Materials and Methods: Thin layer chromatography (TLC) was performed on blood sera taken from twenty patients [(5 women and 15
men) of mean age (57.8 £ 0.8)], suffering from Parkinson's disease and 20 healthy controls [(5 women and 15 men) with an average age
of 58.5 + 0.9], matched for sex and age (homogeneous population, p=0.03, p< 0.05). The blood samples selected for this study were
collected at several private laboratories in the Algerian center (Algiers — Blida — Médéa — Djelfa).

Results: The chromatograms representing the migration bands of serum compounds into phenylalanine clearly show, qualitatively, the
presence of this amino acid at different levels in patients with PD compared to healthy controls. Serum phenylalanine levels are higher in
patients compared to controls; Notwithstanding, the average of the concentrations obtained does not show any significant difference
between the two populations compared (p=0.117; p>0.05). This reflects the retention of the null hypothesis, HO where PHE concentrations
are comparable in the two populations studied.

Conclusion: We conclude that the serum concentrations of the amino acid Phenylalanine in patients with PD are close to those of controls,
despite the proven presence of chronic neuroinflammation due to the pathology.

Keywords: Phenylalanine, Parkinson's disease, Amino acids, Thin layer chromatography (TLC), Cellular immunometabolism.
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