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RESUME

EFFET PROTECTEUR DES ACIDES GRAS POLYINSATURES N-3 SUR LA
NEUROINFLAMMATION : IMPLICATION DES DERIVES LIPIDIQUES

RESUME :

Le cerveau est trés riche en acide docosahexaénoique (DHA, acide gras polyinsaturé
(AGPI) n-3) et en acide arachidonique (AGPI n-6) qui sont de puissants immunomodulateurs.
lls pourraient étre impliqués dans le contréle de la neuroinflammation via leur conversion en
dérivés lipidiques bioactifs. Dans ce contexte, notre objectif était de définir le réle des
médiateurs lipidiques dérivés des AGPI n-3 possédant des propriétés anti-inflammatoires et

pro-résolutives dans la régulation de I'inflammation au niveau du cerveau.

Nous avons d’abord caractérisé I'impact d’'une modulation nutritionnelle en AGPI n-3
sur la composition lipidique cérébrale. Dans un modele d’inflammation cérébrale, la
consommation d’AGPI n-3 induit 1) une augmentation des métabolites lipidiques dérivés des
AGPI n-3, 2) une diminution des métabolites lipidiques dérivés des AGPI n-6, et 3) une
diminution de l'inflammation dans I'hippocampe. De plus, un apport en AGPI n-3 au cours de
la période périnatale n’affecte pas la composition lipidique des cellules immunitaires du
cerveau, les cellules microgliales. Ensuite, nous avons choisi une approche thérapeutique
afin de démontrer in vitro dans un modele de cellules microgliales que la RvD1, dérivée du
DHA, en se fixant a son récepteur ALX/Fpr2, atténue I'inflammation via la régulation de la
voie NFkB et de microARN. In vivo, linjection i.c.v. de la RvD1 et du DHA atténue
inflammation dans I'hippocampe par des processus différents.

Les dérivés lipidiques bioactifs issus des AGPI n-3 pourraient étre les médiateurs par
lesquels les AGPI n-3 exercent leur effet bénéfique sur la régulation de l'inflammation au

niveau du cerveau, la RvD1 étant fortement impliquée.

MOTS CLES : AGPI, DERIVES LIPIDIQUES BIOACTIFS, RESOLVINE D1,
NEUROINFLAMMATION, MICROGLIE
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SUMMARY

PROTECTIVE EFFECT OF POLYUNSATURATED FATTY  ACIDS ON
NEUROINFLAMMATION: ROLE OF LIPID DERIVATIVES

ABSTRACT:

The brain is highly enriched in docosahexaenoic acid (DHA, n-3 polyunsaturated fatty
acid, PUFA) and in arachidonic acid (n-6 PUFA) that are strong immunomodulators. They
could be involved in the regulation of neuroinflammation through their conversion into
bioactive lipid derivatives. Then, our objective was to define the role of n-3 PUFA derived
lipid mediators that have anti-inflammatory and pro-resolutive properties in the regulation of

brain inflammation.

First, we characterized the impact of dietary n-3 PUFA modulation on brain lipid
composition. In a central inflammatory model, n-3 PUFA intake induced 1) an increase in n-3
PUFA-derived lipid mediators, 2) a decrease in n-6 PUFA-derived lipid mediators, and 3) a
decrease in inflammation in the hippocampus. Moreover, n-3 PUFA intake during the
perinatal period did not affect lipid composition of brain immune microglial cells. Then, we
chose a therapeutic approach to demonstrate in vitro in microglial cells that RvD1 derived
from DHA, through the binding on its receptor ALX-Fpr2, attenuated inflammation via the
regulation of NFkB pathway and microRNA expressions. In vivo, intracerebral injection of
RvD1 and DHA reduced inflammation in the hippocampus by different pathways.

Thus, the bioactive lipid derivatives from n-3 PUFA could be the mediators by which
n-3 PUFA exert their beneficial effects on neuroinflammation, RvD1 playing a crucial role in
this regulation.

KEYWORDS: PUFA, BIOACTIVE LIPID DERIVATIVES, RESOLVIN D1,
NEUROINFLAMMATION, MICROGLIA
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Dans les pays industrialisés d’Europe et d’Amérique du Nord, les données de la
consommation lipidique obtenues au cours de ces derniéres décennies font état d’'un apport
insuffisant en acides gras polyinsaturés (AGPI) n-3, et plus particulierement en acide
docosahexaénoique (DHA), en faveur d'une trop grande consommation d’AGPI n-6, au
regard des recommandations nutritionnelles (Simopoulos, 2011b). Ce déséquilibre d’apport
alimentaire semble étre associé a [lincidence dun certain nombre d’altérations
physiologiques, notamment par le développement de pathologies neurologiques
caractérisées par une composante inflammatoire (Simopoulos, 2008, 2011a, Janssen and
Kiliaan, 2014). La neuroinflammation est un mécanisme de défense du systéme nerveux
central (SNC) face a une agression. Bien que l'inflammation soit un processus de protection
permettant de contréler I'infection et promouvoir la réparation des tissus endommagés, elle
peut aussi entrainer des dommages neuronaux importants si elle n’est pas finement régulée
(Williamson and Bilbo, 2013). Les cytokines sont les principaux médiateurs de I'inflammation
dont I'expression est rapidement induite afin de coordonner la réponse inflammatoire. Dans
le cerveau, elles sont produites par les cellules endothéliales et les cellules gliales incluant
les astrocytes, les oligodendrocytes et les cellules microgliales (Becher et al., 2017). Les
cellules microgliales sont les cellules immunocompétentes majeures résidentes du SNC et
constituent la premiére ligne de défense du SNC. Elles sont capables d’assurer le maintien
de 'hnoméostasie des tissus en contrélant et protégeant les cellules voisines (Colonna and
Butovsky, 2017).

Outre leurs effets dans la fonctionnalité du cerveau, les AGPI n-3 et n-6 dont le DHA
et I'acide arachidonique (AA) qui représentent les AGPI majoritaires du cerveau, possedent
des propriétés immunomodulatrices et incarnent a ce titre des candidats pertinents a
exploiter dans des stratégies nutritionnelles ou pharmacologiques afin de lutter contre
linflammation (Bazinet and Laye, 2014). En effet, la composition en AGPI n-3 et n-6 des
membranes cellulaires va déterminer la vulnérabilité a l'inflammation du SNC. Des études
chez 'Homme ont montré qu'une supplémentation en AGPI n-3 peut avoir des effets
bénéfiques sur les pathologies neurologiques a composante inflammatoire telles que la
maladie d’Alzheimer, I'autisme, la schizophrénie ou encore les troubles de ’humeur (Calon,
2011, Madore et al., 2016, Pawelczyk et al., 2016, Messamore et al., 2017, Yanai, 2017).
Chez le rongeur, de nombreuses études ont démontré que I'exposition a des régimes
déficients en AGPI n-8 entraine une diminution du DHA dans le cerveau et une
augmentation de linflammation associée a des troubles cognitifs telles qu’'une perte de
mémoire et d’apprentissage (Delpech et al., 2015b, Leyrolle, 2016). Un régime enrichi en
AGPI n-3 ou un enrichissement des membranes cérébrales en AGPI n-3 permet alors de
prévenir ou restaurer ces altérations (Delpech et al., 2015b). Par ailleurs, des études in vitro
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sur des cellules microgliales ont mis en évidence que le DHA permettait d’atténuer la
réponse inflammatoire en inhibant I'expression des cytokines pro-inflammatoires (De Smedt-
Peyrusse et al., 2008). Ainsi, prévenir l'inflammation dans le SNC en modulant le profil en
AGPI cérébral est une réelle stratégie afin de limiter I'apparition de troubles neurologiques.

Le DHA et I'AA sont des précurseurs de dérivés lipidiques bioactifs (Serhan et al.,
2008). Il a été démontré dans des modeles d’inflammation que ces métabolites jouent un
rble majeur dans l'orchestration de la réponse inflammatoire dans les tissus périphériques
(Serhan et al., 2015). lls sont synthétisés spontanément en réponse a un stimulus
inflammatoire, les dérivés de I'AA vont permettre de propager l'inflammation tandis que les
dérivés du DHA posseédent des propriétés anti-inflammatoires et sont impliqués dans la
phase de résolution de l'inflammation (Levy et al., 2001). Notamment, la résolvine D1 est un
dérive bioactif du DHA dont les fonctions anti-inflammatoires et pro-résolutives, déja établies
en périphérie, restent a déterminer dans le SNC.

Dans ce contexte, ce travail de these a pour objectif général d’approfondir les
connaissances quant aux effets protecteurs des AGPI n-3 sur la neuroinflammation par le
biais de I'étude de l'implication de leurs dérivés lipidiques dans la réponse inflammatoire
cérébrale.
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l. LES ACIDES GRAS POLYINSATURES

1.1 GENERALITES

Les acides gras sont des acides carboxyliques a chaine aliphatique hydrophobe saturée
ou insaturée, c'est-a-dire portant des simples ou doubles liaisons. lls possédent tous un
groupement méthyle, une chaine hydrocarbonée et une fonction carboxylique (Figure 1).

CHCH,(,y COOH

chaine groupement
hydrocarbonée carboxyle

Figure 1 Structure générale des acides gras

Les acides gras différent entre eux selon la longueur de la chaine carbonée et le
nombre, la position et la structure spatiale (cis, trans) des doubles liaisons. Dans la nature,
les doubles liaisons sont majoritairement en position cis. Les acides gras sont notés n:m, le n
représentant le nombre de carbone et mle nombre de double liaison.

Les acides gras peuvent étre saturés, monoinsaturés ou polyinsaturés selon leur
degré d’insaturation. Les acides gras saturés (AGS) sont composés de liaison simple. La
plupart des AGS contiennent 12 a 22 atomes de carbone et ont un nombre pair de carbone.
Les acides gras monoinsaturés (AGMI) possédent une double liaison tandis que les acides
gras polyinsaturés (AGPI) présentent aux moins deux doubles liaisons. Chaque double
liaison est distante d’'une autre de 3 atomes de carbone. La position de la double liaison
s’identifie par n-x ou x correspond au premier atome de carbone compté a partir de
'extrémité méthyle ou se trouve l'insaturation. Il existe des acides gras n-9, n-7, n-6 et n-3
correspondant a la double liaison présente respectivement a la 9°me, 7éme geme gy 3eme
position a partir de l'extrémité méthyle. Les AGPI se répartissent en deux familles
principales : les omégas 6 (w6 ou AGPI n-6) et les omégas 3 (w3 ou AGPI n-3) incluant
l'acide linoléique (LA), I'acide arachidonique (AA) et I'acide docosapentaénoique (DPA n-6)
pour les AGPI n-6 et I'acide a-linolénique (ALA), 'acide eicosapentaénoique (EPA) et I'acide
docosahexaénoique (DHA) pour les AGPI n-3 (Figure 2).
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LA 18:2 n-6 ALA 18:3 n-3

PN NP — =

AA 20:4 n-6 , EPA 20:5 n-3

DPA 22:5 n-6 ; DHA 22:6 n-3

Figure 2 Structure moléculaire des principaux AGPI

Les AGPI sont classés selon le nombre d’atomes de carbone de leur chaine et le nombre de

doubles liaisons (Tableau 1).

Linoléique (LA) AGPI n-6 18 2 18:2 n-6
Arachidonique (AA) AGPI n-6 20 4 20:4 n-6
Docosapentaénoique (DPA) n-6 AGPI n-6 22 5 22:5n-6
a-linolénique (ALA) AGPI n-3 18 3 18:3 n-3
Eicosapentaénoique (EPA) AGPI n-3 20 5 20:5n-3
Docosapentaénoique (DPA) n-3 AGPI n-3 22 5 22:5n-3
Docosahexaénoique (DHA) AGPI n-3 22 6 22:6 n-3

Tableau 1 Classification des AGPI

Les mammiféres ne possédent pas les enzymes (désaturases) permettant d’insérer les
doubles liaisons cis aux positions n-3 et n-6 des acides gras. Parmi les AGPI, le LA et 'ALA
sont donc des acides gras dits indispensables. Une fois absorbés, ils peuvent étre convertis
en AGPI a chaine longue par une série de désaturations (ajout de doubles liaisons) et
d’élongations (ajout de deux atomes de carbone) successives sous l'action de désaturases
et d’élongases, respectivement (Figure 3).

L’ALA et le LA sont en compétition pour les mémes enzymes dans la voie de synthése
des AGPI a longue chaine (Figure 3). Une rétroconversion du DHA en EPA peut aussi se

dérouler dans les peroxysomes (Gronn et al., 1991). Les élongases 2 et 5 ainsi que les A6 et
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A5 désaturases sont fortement exprimées dans le foie par rapport aux autres tissus tels que
le cerveau, faisant du foie le principal organe de synthése des AGPI (Cho et al., 1999, Wang
et al., 2005, Rapoport et al., 2007).

LA ALA
18:2 n-6 18:3 n-3
18:3 n-6 18:4 n-3
20:3 n-6 20:4 n-3

AA EPA
20:4 n-6 20:5n-3

v DPA
22:4n-6 22:5n-3
24:4 n-6 24:5n-3
24:5 n-6 24:6 n-3

DPA DHA
22:5n-6 22:6 n-3
Figure 3 Synthése des AGPI

Les AGPI de notre alimentation proviennent de sources végétales et animales.
Les huiles végétales sont particulierement riches en LA et ALA, les poissons sont riches
en EPA et DHA tandis que I'AA est majoritairement présent dans la viande rouge et la
volaille (Tableau 2).
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g/100g d’aliment

Tournesol 54,4 0 0,08 0 0 54,5
Huile Noix 56,1 0 11,9 0 0 69,6
Colza 19,3 0 7,6 0 0 26,1
Fruit a coque Noix 36,7 0 7,4 0 0 44,1
et graines Chia 5,8 - 17,8 - - 23,7
Lin 4,3 0 16,7 0 0 24,9
Sardine 0,2 - 0,8 1,9 2,6 5,8
Poisson Maquereau 0,1 0,1 0,1 0,9 1,6 3,9
Saumon - - - 0,3 1,1 2,4
) Abats 1,9 0,7 0,1 trace 0,4 2
Viande rouge Boeuf 0,3 0,2 trace trace trace 0,5
Volaille Porc 2,1 trace  trace 0 trace 2
CEuf CEufs 1,8 0,3 trace 0 trace 1,8
Poulet 3,0 trace trace trace trace 3,0

Tableau 2 Composition moyenne en AGPI n-3 et AGPI n-6 de quelques sources alimentaires
(Référence Table Ciqual ANSES)

Recommandations nutritionnelles

En 2010, I'Agence nationale de sécurité sanitaire de [Ialimentation, de
environnement et du travail (ANSES) a réactualisé les apports nutritionnels conseillés
(ANC) pour les acides gras. Les acides gras représentent 30-35% de I'apport énergétique
(AE) total dans les pays industrialisés (ANSES, 2011).

Un apport en acides gras totaux inférieur & 30% de I'AE conduit a réduire
significativement les apports en AGPI en dessous des besoins. Ainsi, un apport en lipides
totaux représentant 35 a 40 % de I'AE est conseillé chez I‘adulte consommant 2000
kcal/jour. Pour un tel apport, les ANC pour les acides gras sont rapportés dans le tableau 3
(Tableau 3). Concernant I'apport en AGPI, TANSES préconise la consommation d’'un AGPI
n-3 pour quatre AGPI n-6.

Données de consommations en France

L’étude individuelle nationale de consommation alimentaire (INCA 2) a été effectuée
afin de disposer d’'une base de données précise de la consommation alimentaire de la
population vivant en France métropolitaine au cours des années 2006-2007.
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L’apport moyen quotidien en AGPI n-3 est deux fois inférieur aux ANC (Tableau 3) :
0,4 % de I'AE pour I'ALA (ANC de 1 %), 137 mg pour le DHA (ANC de 250 mg) et 102 mg
pour 'EPA (ANC de 250 mg). Seule 14,6% de la population adulte atteint les
recommandations pour le DHA, 7,8% pour 'EPA, et seulement 1,2% pour 'ALA, pourtant
essentiel, ne pouvant pas étre synthétisé par I'organisme. En revanche, I'apport moyen en
LA est satisfaisant par rapport a la recommandation de TANSES (3,9 % de I'AE pour un ANC
de 4%). Ainsi, les apports nettement insuffisants en ALA induisent un rapport LA/ALA moyen
de 9,6 (pour une recommandation de 'ANSES <5), malgré un apport équilibré en LA.

AG LA 18:2 n-6 4 % 3,9%
- ALA 18:3 n-3 1% 0,4 %
indispensables
DHA 22:6 n-3 250 mg 137 mg
AG EPA 20:5 n-3 250 mg 102 mg
non AGS spécifiques <8 % 9,5%
indispensables  AGS totaux <12% 14,4%
Acide oléique 18:1 n-9 15-20 % 10,8%

Tableau 3 ANC recommandés par I’ANSES pour un adulte consommant 2000 kcal/jour et profil
moyen d’apport en acides gras chez I’adulte. Données issues de I'analyse des données INCA 2.
Les données sont exprimées en % par rapport a I'AE ou en mg/jour. (AGS spécifiques : Acide laurique, myristique
et palmitique). LA : acide linoléique, ALA : acide o-linolénique, DHA : acide docosahexaénoique, EPA : acide

eicosapentaénoique, AGS : acide gras saturé.

1.2 LES AGPI DANS LE CERVEAU

Le cerveau est le deuxieme organe le plus riche en lipides aprés le tissu adipeux, il
contient 50-60% de lipides (Sastry, 1985).

Dans le cerveau, les AGPI sont présents majoritairement sous forme estérifiée dans
les phospholipides (PL) qui représentent 50% des lipides totaux cérébraux. lls sont
principalement incorporés dans les phosphatidylcholines (PC), les
phosphatidyléthanolamines (PE), les phosphatidylsérines (PS), les phosphatidylinositols (PI)
ou encore les phosphatidylglycérols (PG). Les PC représentent 42-44% des PL totaux, les
PE 36-40%, les PS 11-13%, et les Pl 2-3% (Sastry, 1985). A ces principales classes
s’ajoutent la sphingomyéline (SM) et quelques lysophospholipides (Sastry, 1985).

Le DHA est majoritairement présent dans les PE et les PS tandis que I'AA est porté
par les PC et les Pl (Garcia et al., 1998, Bazinet and Laye, 2014, Bascoul-Colombo et al.,
2016).
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Chez 'Homme, Mc Namara et Carlson ont analysé la composition en acides gras du
cortex préfrontal post-mortem chez I'adulte (McNamara and Carlson, 2006). Il est composé
de ~40% d'AGS par rapport aux acides gras totaux, ~30% d’AGMI, ~30% d'AGPI,
(McNamara and Carlson, 2006). Les principaux AGPI sont 'AA (~9%) et le DHA (~14%)
tandis que le LA, le DPA n-6, 'ALA, 'EPA et le DPA n-3 représentent chacun moins de 1%
des acides gras totaux du cortex préfrontal (McNamara and Carlson, 2006).

Chez le rongeur adulte, les proportions en acides gras sont approximativement les
mémes que chez 'Homme avec environ 40% d’AGS, 25% d’AGMI, 25% d’AGPI et 10% de
dimethylacetal dans le cortex préfrontal (Xiao et al., 2005, Joffre et al., 2016). Les AGPI
majoritaires sont le DHA (~12%) et 'AA (~10%) (Carrie et al., 2000, Little et al., 2007, Chung
et al., 2008, Joffre et al., 2016). L’EPA, I'ALA et le LA sont présents a des concentrations
<1% (Joffre et al., 2016). Les proportions d’AGPI dans les phospholipides varient en fonction
de I'espéce moléculaire de phospholipides (Aid et al., 2005) (Figure 4). De plus, les travaux
de Little et Yetimler montrent que les taux de DHA dans le cerveau dépendent de I'age (Little
et al., 2007, Yetimler et al.,, 2012). Chez le rongeur &4gé de 22 mois, les taux de DHA
diminuent par rapport a des rongeurs de 2-4 mois (Little et al., 2007, Yetimler et al., 2012).

Dans le cerveau, Le DHA et 'AA sont également présents sous forme libre a des
concentrations tres faibles par rapport aux formes estérifiées : 1nmol/g de tissu versus
10umol/g (Green et al., 2010).

Composition en acides gras Composition en acides gras
des PE dans le cerveau des PC dans le cerveau

25 g/100 g des acides gras totaux 60 9/100 g des acides gras totaux

20 50
40

15
30

10
20

5 [] : I

0 = 0

AGS AGMI AA DTA  DPAn6  DHA AGS AGMI AA DTA  DPAn6  DHA

Figure 4 Composition en acides gras des PE et des PC dans le cerveau de rongeur adulte (Aid
et al., 2005)

La distribution des AGPIs dans le cerveau est hétérogéne, elle varie d’'une région a
lautre et également d’un type cellulaire a I'autre.

Chez la souris a I'age adulte, I'hippocampe et le cortex préfrontal contiennent les plus
fortes teneurs en AA et en DHA et I'hypothalamus est la structure avec le plus haut ratio n-
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6/n-3 (Carrie et al., 2000, Xiao et al., 2005, Joffre et al., 2016) (Tableau 4). L'EPA, 'ALA et le
LA sont présents a de trés faibles concentrations quelle que soit la structure cérébrale (Xiao
et al., 2005, Delpech et al., 2015b, Joffre et al., 2016).

AGS 42,2 45,0 40,0 46,0 45,7 36,4
AGMI 24,0 19,2 27,9 22,9 18,8 33,3
AGPI 23,3 27,9 21,7 22,9 27,6 17,8
AA 7,7 9,7 6,5 8,5 10,2 5,5
DHA 11,9 14,3 12,2 10,1 13,7 8,2
n-6/ n-3 0,9 0,9 0,7 1,2 1,0 0,9

Tableau 4 Composition en acides gras de différentes structures cérébrales chez le rongeur
(exprimé en % des acides gras totaux) (n-6/n-3 : ratio des AGPI n-6 totaux sur les AGPI n-3
totaux) (Adapté de Joffre et al., 2016)

Le systeme erveux central (SNC) se compose de plusieurs types cellulaires incluant
les cellules neuronales et les cellules gliales. Parmi les cellules gliales, les astrocytes
représentent jusqu'a 70% de la névroglie, les oligodendrocytes environ 10-15% et les
cellules microgliales environ 10-15% (Renaud et al., 2015). La composition en acides gras
des astrocytes, des neurones et des oligodendrocytes est présentée dans le tableau 5
(Bourre et al., 1984). Les AGPI majoritaires dans ces cellules sont 'AA et le DHA. Il a été
démontré que la barriére hématoencéphalique (BHE) pouvait elle-méme produire des AGPls
a longue chaine via les cellules endothéliales et les astrocytes initiant les étapes de
désaturation et d’élongation (Moore et al., 1990, Zhang et al., 2017b) mais en faible
proportion (Demar et al., 2005, Rapoport et al., 2007). Les neurones ne produisent que de
trés faibles quantités d’AGPI a longue chaine mais sont par contre capables de capter ces
acides gras et de les intégrer dans les membranes (Moore et al., 1991).

LA 1,2 2,7 7,0
AA 10,2 9,3 10,3
DPA n-6 2,7 3,5 2,2
DHA 12,1 5,1 8,3
DPA n-3 2,5 - 1,8

Tableau 5 Proportion d'acides gras (% des acides gras totaux) dans les cellules cérébrales de

rongeur adulte soumis a un régime enrichi en huile de soja (Adapté de Bourre et al., 1984)
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L'incorporation des AGPI dans le cerveau est maximale au cours de la période
périnatale : chez 'Homme, du dernier trimestre de la grossesse jusqu’aux premieres années
de vie de l'enfant. Chez le rongeur, la majorité de I'accumulation des acides gras se fait
également au cours du dernier trimestre de gestation, entre E14 et E17, et au cours de la
lactation (Green et al., 1999) (Figure 5). Cette période est trés importante dans le neuro-
développement car elle est associée a des processus actifs de neurogénése, de migration et
différenciation neuroblastique, de synaptogénese et de myélinisation (McNamara and
Carlson, 2006, Bazinet and Laye, 2014).

3500 T . . . .i
22:6n-3 ‘

3000 ..... 20:4n-6
2500 f
2000 F

1500

1000

Acide gras (ug/g cerveau)

Naissance

-10 -5 0 5 10 15 20
Age (Jours)

Figure 5 Accumulation du DHA et de I’AA dans le cerveau au cours du développement (Adapté
de Green et al., 1999)

Une fois cette phase de croissance rapide achevée, puis jusqu’a I'age adulte, le taux
d’AGPI a longue chaine dans le cerveau se stabilise, les modifications de composition
persistent mais de maniére moins importante. Une étude menée chez le rat a montré grace a
l'injection intraveineuse d’AA et de DHA que les acides gras accumulés dans les membranes
cérébrales sont constamment renouvelés a I'adge adulte (Rapoport et al., 2001). Ainsi, 3 a 5%
de I'AA et 2 a 8% du DHA se renouvellent chaque jour dans le cerveau. Chez I'animal, la
demi-vie de I'AA et du DHA sont de 42 jours et 33 jours respectivement (DeMar et al., 2004,
Green et al., 2010, Chen et al., 2011). Leur taux de renouvellement est beaucoup plus faible
chez I'Homme, la demi-vie de I'AA et du DHA étant estimée a 147 et 773 jours
respectivement (Bazinet and Laye, 2014).

L’ALA et le LA, de par leur faible concentration dans le cerveau, ne contribuent pas
significativement au stock de DHA et d’AA (Demar et al., 2005, Rapoport et al., 2007). Ainsi,
'AA et le DHA du cerveau proviennent quasi exclusivement de la circulation sanguine
(Rapoport et al.,, 2001). Les taux d'incorporation du DHA, de I'AA, du LA et de I'ALA
provenant du pool plasmatique, dans le cerveau, sont de 'ordre de 2-10pmol/g/sec chez le
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rongeur (Figure 6). Par ailleurs, les travaux de Kitson (Kitson et al., 2016) montrent que le
DHA apporté sous forme de phospholipides permet un enrichissement plus important du
cerveau que lorsqu’il est apporté sous forme de triglycérides.

Taux d'entrée dans les phospholipides
10— Ccérébraux (pmol/g/s)

I1

T
4 T
2
T
0 B
DHA AA LA

ALA

Figure 6 Taux d'incorporation des AGPI dans le cerveau a partir

des pools plasmatiques (Adapté de Chen et al., 2008)

Les AGPI sont principalement transportés depuis le foie dans la circulation sanguine vers
le cerveau par des lipoprotéines telles que les LDL (low density lipoprotein) et les VLDL (very
low-density lipoprotein) ou bien sous forme de complexe avec I'albumine. lls peuvent étre
transportés sous forme estérifiée ou non-estérifiée (Liu et al., 2015).

Des études chez le rongeur ont montré que des AGPI non-estérifiés radioactifs injectés
dans le plasma peuvent entrer dans le cerveau (Washizaki et al., 1994, Rapoport et al.,
2001, Taha et al., 2016). Les lipoprotéines transportant les AGPI sont hydrolysées au niveau
des cellules endothéliales par la lipoprotéine lipase permettant le transfert des acides gras
non-estérifiés a travers la membrane (Brecher and Kuan, 1979, Shirai et al., 1986, Purdon et
al., 1997).

Une fois arrivés au niveau du cerveau, les acides gras vont traverser la BHE qui
constitue une barriere protectrice entre les vaisseaux sanguins cérébraux et I'environnement
extracellulaire du cerveau. Deux points de vue s’affrontent concernant le transport des
acides gras dans le cerveau : par diffusion passive par un mécanisme appelé « flip-flop » ou
par transport actif impliquant I'action de protéines de transport (Figure 7).
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Diffusion passive

Les acides gras a chaine courte et moyenne ont un haut coefficient de perméabilité et
peuvent traverser facilement la bicouche lipidique. Les acides gras a plus de 12 atomes de
carbone sont moins solubles, ils doivent étre transportés sous forme non-ionique pour
traverser plus rapidement la membrane. Un modéle artificiel de BHE a permis de mettre en
évidence la capacité des acides gras a traverser les bicouches lipidiques sans transporteur
spécifique. lls se lient a la surface luminale des cellules endothéliales, intégrent la bicouche
de phospholipides et se transloquent dans le feuillet interne de la bicouche lipidique par le
mécanisme de « flip-flop » (Hamilton and Brunaldi, 2007, Zhang et al., 2017b).

Protéines de transport

Il existe 5 types de protéines de transport d’acides gras impliquées dans le transport des
AGPI dans le cerveau. Leur expression varie selon la région du cerveau mais aussi selon la

période de développement.

La protéine « fatty acid translocase/CD36 » (FAT/CD36) est exprimée dans le cerveau
et plus précisément dans les cellules endothéliales et les cellules microgliales. Ce
transporteur a une forte affinité pour les AGPI a chaine longue. Son mécanisme d’action
n’est pas bien connu. Il semblerait qu’il agisse plus comme un médiateur de transport plutot
qgu’'un réel transporteur car il facilite la dissociation du complexe acide gras/albumine
(Mitchell and Hatch, 2011). Des études récentes démontrent qu'il aurait surtout un réle dans
le métabolisme des acides gras en améliorant I'estérification des acides gras dans les
cellules (Xu et al., 2013a).

La protéine « fatty acid binding protein » (FABP) facilite la dissociation des acides gras
de l'aloumine pour les accumuler dans la bicouche lipidique et induire ultérieurement le
mécanisme de flip-flop (Zhang et al., 2017b). Plus précisément, elle prévient 'oxydation des
AGPI, régule leur transport cellulaire et leur métabolisme et permet leur stockage pour
enclencher ultérieurement la diffusion dans la membrane plasmique (Zhang et al., 2017b).
Ces protéines ont aussi la capacité de faciliter le transport des acides gras vers les
récepteurs nucléaires (Wolfrum, 2007). La FABP-5 se lie préférentiellement aux AGS. La
FABP-7 a une forte affinité pour les AGPI n-3 et plus spécifiquement pour le DHA et est
abondamment exprimée dans les zones ou la neurogénese est prédominante comme
I'hippocampe et les cellules gliales. LA FABP-3 a une affinité préférentielle pour les AGPI n-6
et est fortement exprimée dans les neurones présents dans I'hippocampe et les couches
corticales.
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La protéine « fatty acid transport protein » (FATP) facilite le transport des acides gras
a chaine longue supérieure a 10 atomes de carbone spécifiquement (Mitchell and Hatch,
2011). La FATP-1 est la protéine la plus exprimée dans le SNC, elle peut étre régulée par
différents facteurs comme PPAR ou RXR. La FATP-4 est aussi exprimée dans le cerveau et
permet l'internalisation des AGPI (Zhang et al., 2017b).

Les calvéoles sont de petites invaginations intracellulaires des membranes plasmiques
qui sont formées a partir des rafts lipidiques permettant de transporter les acides gras
(Mitchell and Hatch, 2011). La calvéoline-1 est présente sur les cellules endothéliales mais
aussi au niveau des astrocytes et peut agir indirectement en contrélant la localisation de
CD36 (Kagawa et al., 2015).

Le transporteur MFSD2A (« major facilitator superfamily domain-containing protein
D2A ») a été récemment identifié€ comme un transporteur majeur du DHA. MFSD2A est
exclusivement et constitutivement exprimé dans les cellules endothéliales de la BHE. I
transporte spécifiquement le DHA sous forme de lyso-PC (Nguyen et al., 2014). Il semble
également jouer plusieurs réles dans le maintien et le développement de l'intégrité de la BHE
et le métabolisme des lipides (Ben-2Zvi et al., 2014).
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Figure 7 Mécanisme de transport des AGPI dans le cerveau (Adapté de Bazinet and Laye, 2014)
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Une fois dans le cerveau, les AGPI estérifiés vont étre libérés des membranes par
des phospholipases A2 (PLA2) qui hydrolysent les acides gras estérifiés en position sn-2 des
phospholipides. Il existe plusieurs isoformes de PLA2. Dans le cerveau, on trouve la PLA2
cytosolique du groupe IV (cPLA2), la PLA2 sécrétoire calcium-dépendante du groupe IIA ou
V (sPLA2), la PLA2 calcium-indépendante du grouple VI (iPLa2) et la PLA2 plasmalogéne-
sélective (PIsEtn-PLA2) (Farooqui and Horrocks, 2006) qui vont permettre notamment
I'hydrolyse de I'AA, du DHA et de 'EPA :

- 85% de I'AA injecté dans le plasma est retrouvé dans les phospholipides du cerveau
(Washizaki et al., 1994). L'AA est hydrolysé par la cPLA2 qui posséde un domaine de
liaison des phospholipides dépendant de la présence de calcium. Environ 97% de
'AA libéré par la cPLA2 va aussitt étre réincorporé a la membrane et une faible
quantité sera B-oxydée ou entrainera la génération de seconds messagers lipidiques,
les oxylipines.

- Le DHA va étre hydrolysé par la iPLA2 ou par le PIsEtn-PLA2. Une majorité du DHA
libéré, environ 90%, va étre re-estérifiée en position sn-2, une autre partie va étre
transformée en oxylipines ou étre B-oxydé (Chen et al., 2008, Green et al., 2008).

- Les taux d’EPA retrouvé dans le cerveau sont 250 a 300 fois inférieurs au taux de
DHA. Ces taux faibles d’EPA sont le résultat d’'une B-oxydation rapide lors de son
entrée dans le cerveau (Chen et al., 2009). Ainsi, une fois entré dans le cerveau, une
grande partie de 'EPA est rapidement B-oxydée, une autre génére des dérivés
lipidiques et seulement trés peu est estérifiée dans les phospholipides.

1.3 LA NUTRITION : UN FACTEUR DE VARIATION IMPORTANT DES TENEURS EN
AGPI CEREBRALES

Le cerveau est sensible aux changements environnementaux et notamment & une
modulation nutritionnelle. La teneur en AGPl du cerveau est influencée par des
changements d’apports alimentaires en AGPI quelle que soit la période de vie, de la
gestation a I'age adulte (Alashmali et al., 2016). Les teneurs en AA et en DHA dans le
cerveau varient aussi selon la structure cérébrale. Néanmoins, toutes les structures sont
impactées par les régimes, seule 'amplitude de la réponse aux modulations en AGPI varie
(Joffre et al., 2016).

Un régime supplémenté en AGPI n-3 permet de moduler les taux en AGPI, et
notamment d’enrichir le cerveau en DHA quel que soit le type d’AGPI n-3 apporté (ALA ou
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EPA/DHA). Un régime enrichi en ALA (ratio n-6/n-3<5) ou en ALA+DHA (ratio n-6/n-3<4)
donné depuis la gestation jusqu’a I'age adulte, permet d’augmenter les taux de PC-DHA, PS-
DHA, PE-DHA et PI-DHA dans le cerveau de rongeurs (Murthy et al., 2002, Hiratsuka et al.,
2009). Chez le rongeur adulte, plusieurs études ont démontré qu’un apport en AGPI n-3 a
longue chaine, par un régime enrichi en huile de poisson, contenant du DHA et de 'EPA, va
augmenter également les taux de DHA et diminuer les taux de AA et de DPA n-6 dans le
cerveau (Hiratsuka et al., 2009, de Theije et al., 2015, Skorve et al., 2015, Kitson et al.,
2016).

Lacombe et al. ont comparé I'apport en ALA et I'apport en DHA depuis la gestation
pendant 2 générations (Lacombe et al., 2017). lls mesurent par analyse du *C les taux de
DHA cérébraux et montrent qu’un régime riche en DHA est plus efficace pour augmenter les
taux de DHA dans le cerveau qu’un régime riche en ALA quelle que soit la génération
(Lacombe et al., 2017). Da fagon intéressante, Dinel et al. (Dinel et al., 2016) décrivent que
des animaux nourris depuis la gestation avec un régime riche en lipides laitiers plutét qu’en
lipides végétaux est plus efficace pour augmenter les taux de DHA chez la souris a P14 et
P90.

D’autres études se sont intéressées a I'effet d’'une supplémentation en AGPI n-3 chez
'animal &gé. Le rat agé de 20 mois présente un taux plus faible de DHA dans le cortex par
rapport au rat jeune de 2 mois (Little et al., 2007). La consommation de DHA de I'age de 16
semaines jusqu’a I'age de 16 mois enrichit le cortex, I'hippocampe et le cervelet en PE-DHA,
PC-DHA tandis que les taux de PE-AA, PC-AA et PS-AA sont réduits (Bascoul-Colombo et
al., 2016). Une supplémentation commencée plus tard a 20 mois pendant 2 mois permet
aussi d’augmenter le DHA dans le cerveau, ainsi que 'EPA et le DPA n-3 (Labrousse et al.,
2012). A ces études chez le rongeur s’ajoutent des études chez le primate. L’équipe de Diau
décrit qu’une supplémentation en DHA pendant la lactation jusqu’a I'adge de 24 jours permet
d’augmenter le DHA dans le cerveau des nouveau-nés dans toutes les structures du cerveau
(Diau et al., 2005).

Le modele de souris transgénique Fat-1 est porteur du gene fat-1 codant pour une
désaturase catalysant la conversion des AGPI n-6 en AGPI n-3 (Kang et al., 2004). Ces
souris présentent un taux endogéne élevé en AGPI n-3 dans les tissus et un ratio n-6/n-3
trés faible (Kang et al., 2004). Dans le cerveau, Delpech et al. montrent que les taux de DPA
n-3 et dEPA augmentent dans I'hippocampe par rapport a une souris non-transgénique
tandis que les taux d’AA diminuent (Delpech et al., 2015a). Dans ce modéle, les taux de
DHA ne sont pas modulés par le transgéne (Delpech et al., 2015a, Siegert et al., 2017). De

facon intéressante, si les animaux Fat-1 et contréles sont nourris avec un régime déficient en
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AGPI n-3, les taux de DHA sont amplifiés dans le cerveau, et le taux de DPA n-6 diminue
alors que le taux d’EPA n’est pas modulé par le transgéne par rapport au contréle (Boudrault
et al., 2010, Orr et al., 2010). Le régime déficient en AGPI n-3 n’altére pas les taux d’AA ou
induit une légére diminution chez les animaux Fat-1 (Boudrault et al., 2010, Orr et al., 2010).

De plus, il a été démontré que la diminution des apports nutritionnels en AGPI n-3
altére les taux de DHA du cerveau. Un régime déficient en AGPI n-3 administré a partir du
sevrage pendant 2-4 mois induit une diminution de tous les AGPI n-3 et en particulier du
DHA dans toutes les structures du cerveau, I'hippocampe est la structure majoritairement
impactée tandis que I'hypothalamus est la structure la plus résistante a ces changements
(Delpech et al., 2015b, Joffre et al., 2016). Cette diminution en DHA est associée a une
augmentation en DPA n-6, 'analogue métabolique de la série n-6 du DHA, pour compenser
la perte en fluidité de la membrane (Mingam et al., 2008, Joffre et al., 2016). Ainsi, les
diminutions des taux en DHA sont aussi associées a une augmentation des taux en AA et en
DPA n-6, dans le cerveau (Delpech et al., 2015b, Joffre et al., 2016). Par contre, un régime
dont seul le taux de DHA est diminué entraine une diminution des taux de DHA dans le
cerveau mais les taux d’AA ne sont pas impactés (Watanabe et al., 2003). Au cours de la
période périnatale, une déficience en AGPI n-3 dés la gestation induit une déplétion des taux
de DHA a PO (naissance) et a P21 (sevrage) qui est compensée par une augmentation des
taux de DPA n-6 dans le cortex des souris (Madore et al., 2014). Si le régime est consommé
jusqu’a I'age adulte, ces altérations persistent. En effet, Lafoucarde et al. (Lafourcade et al.,
2011) décrivent une augmentation de DPA n-6 et une diminution du DPA n-3 et du DHA
dans le cerveau de souris adulte. De plus, chez I'animal 4gé, une déficience en AGPI n-3
depuis la gestation jusqu’a I'dge de 20 mois induit également une diminution des taux de
DHA et une augmentation des taux d’AA et de DPA n-6 dans le cortex (Moranis et al., 2012).

Il est important de préciser que les pertes cérébrales en DHA induites par ces
réegimes déficients en AGPI n-3 ne sont pas immuables. L’apport d’'un régime supplémenté
en huile de poisson au sevrage chez des animaux nourris depuis la gestation avec un
régime déficient en AGPI n-6 permet au bout de deux mois de diminuer les taux de DPA n-6
et de restaurer les taux de DHA dans I'hippocampe (Orr et al., 2013). D’autres études ont
étudié l'effet d’'une déficience en AGPI n-3 induite pendant plusieurs générations et la
capacité du cerveau a rétablir les niveaux en AGPI n-3 lorsque la derniere génération est
supplémentée en AGPI n-3 (Xiao et al., 2005). Un régime déficient en AGPI n-3 (0% de DHA
et EPA et <0.01% d’ALA) pendant 2 générations induit une déplétion de 75% en DHA dans
le cerveau (Xiao et al., 2005). La seconde génération est ensuite supplémentée a 'dge de 5
semaines avec de I'ALA (3 ,5%) pendant 12 semaines (Xiao et al., 2005). Ce régime permet
de restaurer les niveaux de DHA dans la plupart des régions du cerveau sachant que
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I'hippocampe est la structure ou la récupération du taux initial de DHA est la plus lente (Xiao
et al., 2005). De plus, I'étude de Kodas (Kodas et al., 2002) montre, dans le méme modéle
de déficience sur plusieurs générations, qu'un enrichissement en AGPI n-3 apporté soit a
partir de la naissance, soit au jours 7, 14 ou au sevrage, permet également de restaurer des
taux en DHA équivalents aux souris contréles. Moriguchi et al. montrent également que les
niveaux de DHA dans le plasma et le foie sont restaurés (Moriguchi et al., 2001). Par
ailleurs, une étude chez le primate a mis également en évidence la capacité du cerveau a
restaurer des taux élevés de DHA. Des primates ont été soumis a une déficience en AGPI n-
3 de la gestation jusqu’a I'age de 10 mois puis ils ont été supplémentés en huile de poisson
jusqu’'a l'age de 24 mois. A partir de 12-16 semaines, les taux de DHA et de DPA n-6 sont
normalisés comparativement au groupe contréle (Connor et al., 1990).

Rapoport et al. (Rapoport et al., 2007) ont montré de facon trés intéressante que la
demi-vie du DHA varie selon le régime alimentaire. Ainsi, un régime déficient en AGPI n-3 va
augmenter la demi-vie du DHA de 33 a 90 jours et ralentir ainsi la perte en DHA dans le
cerveau de 0,25 umol/g/jour a 0,06 umol/g/jour. Inversement, Taha et al. (Taha et al., 2016)
ont montré qu’un régime pauvre en AGPI n-6 (LA) diminue le taux d’incorporation de I'AA

dans le cerveau.

Aussi, l'alimentation peut impacter I'expression des enzymes impliquées dans le
métabolisme des AGPI dans le foie et dans le cerveau. Au niveau du cerveau, il a été montré
gu’un régime déficient en AGPI n-6 va entrainer une augmentation d’iPLA2 responsable de
la libération de DHA et une diminution de cPLA2 associé a I'estérification de I'AA dans le
cerveau (Kim et al.,, 2011). Dans le foie, un régime déficient en AGPI n-3 conduit a
augmentation de I'activité de la A6-désaturase et des élongases (Cho et al., 1999, Wang et
al., 2005, Igarashi et al., 2007). Ces résultats suggérent que le métabolisme des AGPI dans
le foie dépend des apports nutritionnels en AGPI qui définissent ainsi la disponibilité des
AGPI a chaine longue pour le cerveau.

Les cellules du SNC sont également impactées par différents niveaux d’apport
alimentaire en AGPI. Ainsi, un régime déficient en AGPI n-3 (ALA 0,2% vs 6,5%) administré
depuis la gestation jusqu'a I'dge de 2 semaines post-natal chez le rat entraine une
diminution des taux en DHA des neurones, des astrocytes et des oligodendrocytes. Cette
diminution est compensée par une augmentation des taux de DPA n-6 (Bourre et al., 1984).
Plus tard, Bourre et al. ont étudié l'effet d’'une déficience en AGPI n-3 induite pendant
plusieurs générations sur les cellules du cerveau du rat et la capacité des neurones,
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astrocytes et oligodendrocytes a rétablir leurs niveaux en AGPI n-3 lorsque la derniére
génération est supplémentée en AGPI n-3 (Bourre et al., 1989). La déficience en AGPI n-3
diminue de moitié les taux de DHA dans les cellules. A 'age de 2 mois, le régime déficient
en AGPI n-3 est changé par un régime supplémenté en ALA (7,4% vs 0,4%). Aprés 4 mois
de régime, les neurones et astrocytes recouvrent 75% des taux de DHA et les
oligodendrocytes 50% des taux de DHA par rapport aux animaux nourris avec un régime
supplémenté en ALA depuis 3 générations (Bourre et al., 1989).

D’autres études se sont portées sur I'effet d’'un apport en AGPI n-3 a chaine longue
sur les cellules gliales. Un régime supplémenté en DHA ou DHA+EPA, administré au cours
de la gestation et de la lactation, augmente les taux de PE-DHA et PS-DHA dans les cellules
gliales (Bowen and Clandinin, 2005, Destaillats et al., 2010). Une supplémentation en
DHA+EPA entraine une diminution des taux en AA et DPA n-6 alors qu’une supplémentation
en DHA seul conduit uniquement a une réduction du taux de DPA n-6 (Bowen and Clandinin,
2005, Destalillats et al., 2010).

1.4 ROLES DES AGPI DANS LE FONCTIONNEMENT CEREBRAL

De nombreux travaux ont démontré I'importance des AGPI n-3 a longue chaine dans
la survie cellulaire ou neuroprotection. En effet, 'ALA protége de la mort neuronale dans
certaines pathologies cérébrales incluant I'épilepsie ou les ischémies cérébrales en limitant
notamment la transmission glutamatergique (Lauritzen et al., 2000, Blondeau et al., 2002).
Des études expérimentales chez le rongeur ont également mis en évidence le rdle
neuroprotecteur du DHA. Une injection intraveineuse (i.v.) de DHA aprés un accident
vasculaire cérébral (AVC) agit comme un agent neuroprotecteur en diminuant la taille et la
sevérité de 'AVC, restaurant les fonctions mitochondriales, atténuant les marqueurs pro-
inflammatoires et diminuant les troubles neurologiques (Belayev et al., 2011, Berressem et
al., 2016). De plus, le DHA est un stimulateur de la survie neuronale via sa capacité a
réguler la voie de la protéine kinase B, Akt, qui est essentielle dans la survie cellulaire (Akbar
et al., 2005). Par ailleurs, une supplémentation en DHA et EPA lors de la gestation et
lactation va induire 'augmentation des taux de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 dans le
cerveau de rat de 2 semaines (Sinha et al., 2009).

La plasticité cérébrale est un processus adaptatif du SNC correspondant a la

réorganisation des réseaux neuronaux afin d’en optimiser le fonctionnement (Nava and
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Roder, 2011). Elle prend en compte la neurogénese, la plasticité synaptique et la
neurotransmission aussi appelé transmission synaptique (Duffau, 2006).

Un régime déficient en AGPI n-3 administré au cours de la période périnatale altere
la plasticité synaptique hippocampique (Madore et al., 2014), le métabolisme des
neurotransmetteurs comme la dopamine et la sérotonine et I'activité membranaire de leurs
enzymes et récepteurs associés (Innis, 2007). Ces modifications pourraient étre la cause
d’altérations neurodéveloppementales. En effet, un déficit alimentaire en AGPI n-3 est
également associé a des désordres neurologiques séveres mis en évidence chez des

patients schizophréniques (McNamara, 2013).

Plus précisément, les AGPI n-3 ont tout d’abord un réle dans la formation de
neurones fonctionnels, on parle de neurogénese (Crupi et al., 2013). En effet, un régime
déficient en AGPI n-3 au cours de la période périnatale entraine des altérations de la
neurogénése (Fan et al.,, 2016). A I'opposé, il a été démontré qu’'un traitement au DHA
favorise la neurogénése dans un modeéle in vitro de cellules souches neuronales ainsi qu’in
vivo aprés administration orale de DHA chez le rat (Kawakita et al., 2006, Borsini et al.,
2017). De plus, chez le rat agé, un régime enrichi en EPA et DHA pendant 12 semaines a
partir de 24 mois permet de stimuler la neurogénése dans I'hippocampe (Dyall et al., 2010).
Un traumatisme cérébral est un bon modéle pour étudier I'impact des AGPI sur la
neurogénese car il est caractérisé par une augmentation de la mort neuronale. Suite a un
traumatisme cérébral, des administrations quotidiennes en intrapéritonéale (i.p.) de DHA et
EPA accompagnées d'un régime supplémenté en huile de poisson pendant 14 jours chez
des souris adultes permettent d’atténuer la mort neuronale dans le cortex et le striatum par
rapport aux animaux nourris avec un régime standard, grace a la génération de neurones
immatures et de micro-vaisseaux (Pu et al., 2017). L’équipe de Blondeau (Blondeau et al.,
2009) montre aussi que des injections en i.v. d’ALA permettent de stimuler la neurogénéese
et notamment d’augmenter les marqueurs de neurones immatures et les marqueurs de la
synaptogénése. Les souris Fat-1, dont la teneur en AGPI n-3 cérébrale est élevée,
présentent une augmentation de la prolifération cellulaire dans I'hippocampe (He et al.,
2009). Les AGPI n-3 apportés soit par I'alimentation sous forme de DHA et d’EPA pendant 4
a 6 semaines ou soit par injections répétées i.v. sous forme d’ALA chez le rongeur adulte
permettent de stimuler les neurotrophines dont fait partie le BDNF qui favorise la prolifération
et la différenciation cellulaire (Wu et al., 2004, Blondeau et al., 2009, Venna et al., 2009).

Le DHA et 'EPA sont aussi impliqués dans le processus de plasticité synaptique,
qui regroupe I'ensemble des phénoménes de modifications de I'efficacité de la transmission
synaptique. Au niveau hippocampique, la potentialisation a long terme (LTP), mécanisme de
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renforcement synaptique persistant, a en particulier été étudié pour son rble dans les
processus de mémoire (Stuchlik, 2014).

Une déficience en AGPI n-3 a été associée a une altération de la plasticité
synaptique a long terme dans I'hippocampe (Delpech et al., 2015b) et a une diminution des
récepteurs NMDA au glutamate impliquée dans la LTP (Cao et al.,, 2009). De fagon
intéressante, le blocage de la iPLA2 inhibe la LTP et I'application de DHA sur la tranche de
cerveau permet de la restaurer (Mazzocchi-Jones, 2015). L’EPA restaure également la LTP
dont l'inhibition a été induite par un traitement au LPS (Kavanagh et al., 2004). Par ailleurs,
un régime supplémenté en EPA permet d’améliorer la LTP suite a un stimulus inflammatoire

ou dans un modele de rat 4gé (Martin et al., 2002, Minogue et al., 2007).

Les AGPI n-3 sont aussi impliqués dans le processus de neurotransmission
correspondant a la libération des neurotransmetteurs dans la fente synaptique qui, en
activant les récepteurs cibles, vont permetire la transduction du signal entre les
compartiments pré et post synaptiques (Harvey Lodish, 2000). Les AGPI n-3 régulent le
transport et le stockage des neurotransmetteurs (glutamate, dopamine, sérotonine,
acétylcholine...) (Hennebelle et al., 2014). En effet, il a été démontré qu’une déficience en
AGPI n-3 induit une diminution du stockage de la dopamine et de son récepteur (Chalon et
al., 1998, Zimmer et al., 2000, Kuperstein et al., 2005) et une augmentation des taux de
sérotonine et d’acétylcholine libérés en situation basale (Aid et al., 2003, Kodas et al., 2004,
Chalon, 2006). Une stimulation a 'amphétamine révéle également une altération de la
libération de la dopamine chez les animaux soumis a un régime déficient en AGPI n-3
(Zimmer et al., 2002). Comme vu précédemment, ce régime diminue I'expression du
récepteur D2 a la dopamine dans le cortex préfrontal mais il 'augmente dans le noyau
accumbens (Zimmer et al., 2002). Kodas et al. montrent chez des animaux dont la 1¢®
génération est soumise a un régime déficient en AGPI n-3, qu’une supplémentation en AGPI
n-3 pendant la période de lactation de la 2" génération permet de rétablir la
neurotransmission dopaminergique (Kodas et al., 2002).

Lors d’'un stress chronique, Vancassel et al. montrent que les taux de sérotonine
sont diminués dans le cerveau de souris (Vancassel et al., 2008). Un gavage en DHA et EPA
tous les jours pendant 8 semaines au cours de la période d’induction de stress permet de
restaurer les taux de sérotonine dans le cerveau (Vancassel et al., 2008). De plus, Perez et
al. montrent qu’une supplémentation en DHA et EPA depuis le sevrage jusqu’a I'age de 2
mois restaure la transmission GABAergique synaptique dans I'hippocampe altérée par un
stress de contention (Perez et al., 2017). Par ailleurs, dans un modéle d’allergie alimentaire

altérant les taux de dopamine cérébraux, les niveaux de dopamine sont restaurés dans le
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cortex préfrontal grace a un apport nutritionnel en DHA et EPA pendant 6 semaines (de
Theije et al., 2015).

De nombreuses études chez I'Homme et le rongeur ont mis en évidence que les

AGPI n-3 sont impliqués dans le maintien des performances cognitives.

Etudes chez 'Homme

Beaucoup d’études ont évalué la relation entre les performances cognitives et le
statut en AGPI chez ’'Homme a différentes périodes de la vie (période périnatale, age adulte,
vieillissement). Elles se sont basées sur des mesures cognitives réalisées en parallele avec
des analyses d’'acides gras plasmatiques ou des questionnaires alimentaires. Des études
chez I'enfant ont montré des effets positifs des AGPI n-3 administrés au cours de la période
périnatale sur le développement mental (Helland et al., 2003, Fewtrell et al., 2004, Clandinin
et al., 2005, Kirby et al., 2010, Lassek and Gaulin, 2011, Joffre et al., 2014). Chez des
personnes agées présentant des altérations cognitives modérées, I'apport en DHA pendant
plusieurs mois améliore la mémoire de travail et la mémoire a long terme (Freund-Levi et al.,
2006, Lee et al., 2013). A I'age adulte, une supplémentation en AGPI n-3 est associée a une
diminution du risque de développer des altérations cognitives (Fontani et al., 2005). L’équipe
de Muldoon a montré que des taux élevés en DHA dans le sang sont associés a des scores
élevés aux tests de performances cognitives chez des volontaires agés de 35 a 54 ans
(Muldoon et al., 2010). De fagon intéressante, Bauer et al. montrent qu’une supplémentation
pendant 30 jours en EPA chez les patients de 20 a 34 ans est plus efficace qu'une
supplémentation en DHA pour améliorer les performances de mémoire (Bauer et al., 2014).
D’autres études n’ont pas rapporté d’effet bénéfique des AGPI n-3 sur la cognition (Boston et
al., 2004, Kennedy et al., 2009, Quinn et al., 2010, Karr et al., 2012, Kiecolt-Glaser et al.,
2012, Stough et al., 2012, Gould et al., 2013), suggérant qu’il existe une grande disparité
dans les résultats des études interventionnelles chez 'lHomme. Ces résultats contradictoires
quant a l'effet des AGPI n-3 sur la cognition pourraient étre attribués a la variabilité des
doses d’AGPI n-3 apportés, de la source d’AGPI n-3 utilisée, du type d’AGPI n-3 administré
(précurseur versus chaine longue), de la durée du traitement, du niveau social
démographique et de la tranche d’age de la population étudiée.

Etudes chez 'animal

De nombreuses études réalisées chez le rongeur ont étudié I'impact d’une déficience
ou d’'une supplémentation en AGPI n-3 a différentes périodes de la vie. Les travaux de
Moriguchi évaluent l'effet de plusieurs générations de déficience en AGPI n-3 et montrent
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que la mémoire de travail est plus affectée chez les animaux déficients en AGPI n-3 par
rapport aux animaux contréles quelle que soit la génération mais la 3°™® génération est
encore plus impactée que la 2" (Moriguchi et al., 2000). Les auteurs expliquent cette
différence par la variation du ratio DPA n-6/DHA qui est plus élevé dans le cerveau des
animaux de la 3*™ génération de déficience comparé a la 2" (Moriguchi et al., 2000). Bien
que le DPA n-6 soit 'analogue structurale du DHA et compense les pertes de DHA dans le
cerveau (Delion et al., 1997, Chalon, 2006, Fedorova and Salem, 2006, Levant et al., 2007,
Chung et al., 2008), il ne le remplace pas dans I'amélioration des performances cognitives
(Moriguchi et al., 2000, Lim et al., 2005, Delpech et al., 2015b). De plus, I'équipe de Lozada
montre que des altérations de mémoire induites par une déficience en AGPI n-3 de la
gestation a 'dge adulte ne sont pas rétablies si la supplémentation en AGPI n-3 (ALA)
s’'effectue aprés 3 semaines d’age (Lozada et al., 2017). Si la supplémentation en DHA et en
EPA intervient a I'dge de 2 mois, la mémoire de travail peut étre améliorée mais elle n’est
pas totalement restaurée au niveau du groupe contréle (Chung et al., 2008). Par contre, des
rats déficients en AGPI n-3 depuis trois générations soumis a un régime contenant des
quantités adéquates d’ALA et de DHA des la naissance ou le sevrage, présentent des
performances d’apprentissage spatial équivalentes aux témoins (Moriguchi and Salem,
20083).

Peu d’études se sont consacrées a l'impact de la déficience en AGPI n-3 sur la
cognition chez l'adulte. En 2012, Agrawal et Pinilla montrent que 6 semaines de régime
déficient en AGPI n-3 chez le rat adulte induisent une altération de I'apprentissage et de la
mémoire (Agrawal and Gomez-Pinilla, 2012). De fagon intéressante, Delpech et al.
démontrent qu’un régime déficient en AGPI n-3 depuis le sevrage jusqu’a I'age adulte induit
une altération de la mémoire spatiale uniquement lorsque les animaux sont soumis a une
inflammation, suggérant que la déficience en AGPI n-3 induit une vulnérabilité a
linflammation a I'dge adulte (Delpech et al., 2015b).

Une supplémentation alimentaire en AGPIl n-3 permet d’améliorer les fonctions
cognitives (Joffre et al., 2014). Le modele de souris transgéniques Fat-1 qui contient plus
d’AGPI n-3, est préservé des déficits cognitifs induits par une inflammation a 'Age adulte
(Delpech et al., 2015a). De plus, la consommation de DHA et d’EPA débuté au cours de la
gestation ou au sevrage jusqu’a 'age adulte améliore les capacités d’apprentissage et les
performances de mémoire de travail par rapport aux animaux nourris avec un régime
standard (Fedorova and Salem, 2006, Chung et al., 2008). Par ailleurs, il a été démontré
qu’'un apport nutritionnel en DHA débuté a I'dge adulte améliore les performances de
mémoire spatiale (Lim and Suzuki, 2000, Pan et al., 2011). Chez les animaux agés, une
supplémentation en DHA et EPA depuis la gestation jusqu’a 'age de 20 mois, protége des
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altérations cognitives observés chez les animaux contréles (Labrousse 2012). Cependant, il
existe aussi de nombreuses études qui n‘ont observé aucun effet de la supplémentation en
AGPI n-3 sur la cognition chez le nouveau-né ou a I'dge adulte (Wainwright et al., 1999,
Coluccia et al., 2009, Perez et al., 2017). En effet, chez l'animal, les effets d’une
supplémentation sont principalement visibles lorsque les animaux sont initialement déficients
en AGPI n-3. Certaines études montrent méme qu’un apport trop élevé en AGPI n-3 peut
aussi étre néfaste pour la cognition. Un apport supérieur a 600mg/kg par jour de DHA
pendant 1 mois chez I'animal adulte induit de graves altérations de I'apprentissage spatial et
de la mémoire de travail (Pan et al., 2011).

Les AGPI n-3 et n-6 jouent un r6le majeur dans la régulation de l'inflammation dans le
cerveau. La fonction essentielle de ces AGPI dans l'inflammation sera développée dans la
partie /I.

Il. LES AGPI : REGULATEURS DE L’INFLAMMATION CEREBRALE

2.1 LE SYSTEME DE L’ IMMUNITE INNEE CEREBRALE

Le systeme immunitaire est un systéme biologique complexe essentiel pour défendre
lorganisme contre des agressions et restaurer 'homéostasie lorsquelle est affectée.
L’homéostasie désigne la capacité de l'organisme a maintenir a I'équilibre ses fonctions
physiologiques internes. L'immunité innée est la premiére ligne de défense vis-a-vis des
agents infectieux et pathogénes. Elle met en jeu des barrieres anatomiques et
physiologiques constituées de la peau, des muqueuses et de la BHE ainsi qu’un processus
inflammatoire exercé par les cellules immunitaires. Chaque microorganisme est porteur d’un
motif moléculaire caractéristique désigné par PAMPs pour « pathogen associated molecular
patterns », dit du « non soi », essentiel pour la survie du pathogéne. Lors de l'arrivée d'un
pathogene, celui-ci va étre reconnu via le motif PAMP par les récepteurs PRR pour « pattern
recognition receptor, dit «du soi » comme les récepteurs TLR pour « toll-like receptor
(Medzhitov, 2001, Hanke and Kielian, 2011). La liaison des PAMPs aux récepteurs PRRs
entraine la production de cytokines pro-inflammatoires, de chemokines et de médiateurs
lipidiques pro-inflammatoires par les neutrophiles, les macrophages, les cellules dendritiques
et les mastocytes (Freire and Van Dyke, 2013). Ces facteurs libérés vont permettre de

contrdler linduction de linflammation et de réguler son amplitude et sa durée. Le réle
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primordial de cette réponse inflammatoire est d’éliminer les substances étrangeres par
phagocytose et de présenter ces antigénes aux cellules du systeme de limmunité
adaptative, les lymphocytes. Le systéme de I'immunité adaptative se caractérise par la
reconnaissance d’antigéne du <« non-soi » et la capacité de mémorisation des cellules

immunitaires pour se défendre contre une attaque ultérieure.

Immunité innée et voie de signalisation du TLR4

Le TLR4 est le TLR le mieux caractérisé, il reconnait un composant de la membrane
externe des bactéries a gram négatif, le lipopolysaccharide (LPS) (Beutler and Rietschel,
2003). Afin d’activer la voie de signalisation du TLR4, le LPS interagit avec différentes
protéines dont la protéine liant le LPS (LBP), CD14, MD-2 et TLR4 (Figure 8) (Lu et al.,
2008). MD-2 est une protéine soluble qui s’associe au récepteur TLR4 mais peut aussi se
lier au LPS en absence de TLR4. Par contre, TLR4 ne peut pas se lier directement au LPS, il
peut simplement faciliter la liaison du LPS a MD-2. LBP est une protéine navette soluble qui
se lie directement au LPS et facilite I'association entre le LPS et CD14. CD14 est une
protéine ancrée a un glycosyl-phosphatidylinositol, pouvant aussi exister sous forme soluble,
facilitant le transfert du LPS au complexe TLR4/MD-2. Une fois le LPS associé au TLR4, le
TLR4 va recruter des molécules adaptatrices et des kinases, initialisant une cascade de
signalisation aboutissant a la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et de chémokines.
La transduction du signal de TLR4 est divisé en deux voies : 'une dépendante de la protéine
MyD88 (myeloid differentiation primary response gene 88) responsable de I'expression des
cytokines pro-inflammatoires et l'autre indépendante de MyD88 (dépendante de TRIF)
induisant l'induction d’interféron (IFN) et des génes induits par I'lFN (Lu et al., 2008) (Figures
8-9).
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Figure 8 Interaction du LPS avec son récepteur (Adapté de Lu et al., 2008)

Voie dépendante de MyD88 — Cette voie nécessite la protéine adaptatrice TIRAP
(« Toll-interleukine 1 receptor domain containing adaptor protein ») et MyD88 pour initier la
cascade aboutissant a la production de cytokines pro-inflammatoires (Trotta et al., 2014). En
réponse au LPS, MyD88 va recruter une série de protéines (Figure 9) commandant
l'activation des protéines IKK (« IkB kinase ») et des voies des MAP (mitogen-activated
protein) kinases (MAPK) qui induisent les facteurs de transcription NFkB (nuclear factor-
kappa B) et AP-1 (protéines activatrice 1). D’autres protéines sont dépendantes de la
protéine MyD88 et sont rapidement induites par le LPS : IKB( et IRF5 (« interferon regulatory
factor 5) (Lu et al., 2008). Cette voie dépendante de MyD88 aboutit a I'expression de I'oxyde
nitrique synthase (iNOS), de cytokines pro-inflammatoires, de chémokines et de leurs
récepteurs (Trotta et al., 2014).

Voie indépendante de MyD88 — Cette voie est contrblée par les protéines
adaptatrices qui activent le facteur de transcription IRF3 (« IFN regulatory factor 3), NFxB et
AP-1 stimulant la production d’IFN, de la chémokine RANTES (« Regulated on activation
normal T cell expressed and secreted ») et d’autres génes cibles inflammatoires (Lu et al.,
2008, Trotta et al., 2014) (Figure 9).
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Figure 9 Voies dépendante et indépendante de MyD88 (Adapté de Lu et al., 2008)

Le SNC a longtemps été considéré comme un organe privilégié car protégé par la
BHE du passage des composants extérieurs. Pourtant, le SNC n’est pas inaccessible et
possede un systéme immunitaire inné développé. La réaction immunitaire innée s’amorce au
niveau des cellules endothéliales, des macrophages périvasculaires et des organes
circumventriculaires (OCV) qui ne possédent pas de jonctions serrées semblables a celles
qui caractérisent la BHE et vont reconnaitre le signal inflammatoire via leurs PRR ou des
réecepteurs aux molécules issues de linflammation périphérique telles que les cytokines
(Vallieres and Rivest, 1997, Lacroix and Rivest, 1998, Nadeau and Rivest, 1999, Laflamme
and Rivest, 2001). L'inflammation s’étend ensuite progressivement a tout le tissu cérébral,
mettant en jeu les cellules de limmunité innée cérébrale sources des cytokines
inflammatoires, les cellules microgliales, qui sont les macrophages résidents du cerveau, et
les astrocytes (Aloisi, 2001, Dong and Benveniste, 2001). Comme a la périphérie, les
cytokines sont les principaux médiateurs de I'immunité innée du SNC. L’activation organisée,
coordonnée et finement régulée des cellules de I'immunité innée cérébrale pourrait étre

déterminante dans la protection neuronale au cours d’une infection.
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Le SNC se compose de plusieurs types cellulaires incluant les cellules neuronales et
les cellules gliales. Avant l'invention de nouvelles techniques de comptage cellulaire, les
neuroscientifiques s’accordaient pour dire que les cellules gliales représentaient 10 a 50 fois
plus de cellules que les neurones (Kandel ER, 2000, Bear MF, 2007, von Bartheld et al.,
2016). Cependant, de récentes études chez 'Homme ont démontré que le ratio glie:neurone
se rapprochait plutét de 3 :1 a 1 :1 selon la région du cerveau (von Bartheld et al., 2016).
Parmi les cellules gliales, les astrocytes représentent jusqu’a 70% de la névroglie, les
oligodendrocytes 10-15% et les cellules microgliales environ 10-15% (Renaud et al., 2015,
von Bartheld et al., 2016).

Chacun de ces types cellulaires joue un réle dans le maintien de 'homéostasie du
cerveau. Ces cellules communiquent par des interactions cellulaires directes ou par la
libération de facteurs solubles comme les cytokines qui jouent un r6le prépondérant dans la
régulation de l'inflammation. Toutefois, les cellules immunocompétentes majeures du SNC
sont les cellules microgliales.

A. Oirigine des cellules microgliales

Au cours du développement, les cellules microgliales envahissent le SNC de
'embryon. Les cellules progénitrices des cellules microgliales proviennent de 'hnématopoiése
primitive mésodermique. En condition pathologique, les cellules microgliales peuvent

également avoir une origine monocytaire.

Origine mésodermique

Pio Del Rio-Hortega a été le premier a identifier les cellules microgliales dans le SNC.
[l décrit une petite population de cellules phagocytaires ayant la capacité de migrer et les
définit comme les «cellules migratoires ». Il postule alors qu’elles sont d’origine
mésodermique. lls les distinguent des neurones, des astrocytes et des oligodendrocytes
constituant la « macroglia » (Del Rio-Hortega, 2012). Plus tard, Alliot et al. observent en
1999 des cellules microgliales au stage embryonnaire E9.5 dans le cerveau de rongeur et
suggére que les précurseurs des cellules sont originaires du sac vitellin, formé du
mésoderme et de I'endoderme (Alliot et al., 1999). Le sac vitellin est le siege de
'hématopoiese ou se déroule la différenciation des macrophages primitifs (Figure 10). Ces
macrophages sont libérés dans la circulation sanguine et colonisent les tissus. Le
neuroépithélium est alors le premier organe colonisé a E9.5, les microglies embryonnaires
se forment et vont ensuite s’étendre, coloniser tout le cerveau et se maintenir tout au long de
la vie (Ginhoux and Prinz, 2015).
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Origine monocytaire

Apres la naissance, la population microgliale continue de s’accroitre suggérant une
origine différente des cellules microgliales embryonnaires. De nombreuses études ont
proposé que les monocytes circulants dérivés de la moelle osseuse pouvaient étre a 'origine
des cellules microgliales colonisant le cerveau pendant la période post-natale (Ling, 1976,
Imamoto and Leblond, 1978). Cependant, les études de I'équipe de Ginhoux et Kierdorf
démontrent que les cellules microgliales proviennent exclusivement d’une source
embryonnaire sans faire appel aux monocytes circulants (Ginhoux et al., 2010, Kierdorf et
al., 2013). En effet, a E13.5 chez le rongeur, la BHE commence a se construire et isole le
cerveau de la colonisation des monocytes (Ginhoux and Prinz, 2015). Seules des
circonstances particuliéres, lorsque la microglie embryonnaire est éradiquée ou lorsque la
BHE est endommagée, ont montré que les monocytes circulants pouvaient infiltrer le SNC
(Beers et al., 2006, Ginhoux et al., 2013).
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Figure 10 Ontogénie de la microglie et développement
du cerveau (Adapté de (Ginhoux and Prinz, 2015)

56



INTRODUCTION

Plasticité morphologigue des cellules microgliales

Les cellules microgliales représentent environ 10-15% des cellules gliales et sont
distribuées dans toutes les régions du cerveau (Carson et al., 2006). La densité microgliale
est la plus forte dans le cortex, puis dans le systéeme limbique, les ganglions de la base, le
diencéphale, le tronc cérébral et le cervelet (Yang et al., 2013).

En condition physiologique, la microglie présente un phénotype dit quiescent ou elle
est pourtant trés active. Elle adopte un profil morphologique ramifié caractéristique avec de
longs processus fins et arborisés en perpétuels mouvements (Davalos et al., 2005,
Nimmerjahn et al., 2005). Lorsqu’elle reconnait un agent infectieux, la microglie s’active et
change de phénotype. Les cellules adoptent une morphologie plus arrondie dite
« amiboide » en rétractant leurs prolongements et en augmentant la taille de leur noyau
(Nimmerjahn et al., 2005). Elles expriment alors de nombreux marqueurs membranaires
témoignant d’'une activité macrophagique et sont capables de produire de nombreuses
cytokines pro-inflammatoires telles que l'interleukine (IL)-18, le facteur de nécrose tumorale
(TNF)-a et I'lL-6 mais aussi anti-inflammatoire telles que I'lL-10, I'lL-1ra et le facteur de
croissance transformant (TGF)-B (Orihuela et al., 2016). Cependant, la microglie ne se limite
pas a ces deux seuls états morphologiques. En effet, les modifications d’activité de la
microglie ne s’accompagnent pas toujours de modifications morphologiques (Eskes et al.,
2003).

La nomenclature des phénotypes microgliaux repose sur celles décrites pour les
macrophages périphériques (Mosser and Edwards, 2008). En 2007, Mantovani et al.
proposent que les phénotypes macrophagiques qui sont reconnaissables par I'expression de
marqueurs spécifiques a la surface de ces cellules, ne sont pas figés mais dynamiques en
suivant un continuum d’activation temporelle au cours de la réaction inflammatoire
(Mantovani et al., 2007). Les phénotypes des macrophages M1 et M2, ont été proposés sur
la base des morphotypes décrits précédemment pour les lymphocytes T (Th1 et Th2). Le
phénotype microglial M1 serait induit sous I'effet de l'interféron (IFN)-y et du LPS (Chhor et
al., 2013, Orihuela et al.,, 2016). Il correspond aux cellules microgliales activées
classiquement qui ont un rbéle de défense du cerveau lésé ou infecté. Les cellules
microgliales synthétisent des cytokines pro-inflammatoires comme I'lL-13, I'lL-6 et le TNF-q,
iINOS et la cyclooxygenase (COX)-2 (Colton, 2009, Hirai et al., 2013) et expriment le
marqueur de surface CD86 (Remington et al., 2007) (Figure 11). Cependant, cet état
d’activation M1, s’il est prolongé, peut étre délétére pour le cerveau (Hagberg et al., 2012).

Le phénotype M2 ou phénotype activé de maniére alternative serait induit par I'lL-
4/IL-13 (Orihuela et al., 2016). Il correspond a un état de neuroprotection et de réparation
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tissulaire dans lequel la microglie synthétise des cytokines anti-inflammatoires telles que I'lL-
4, I'lL-10, I'IL-13 ou le TGF-B (Orihuela et al., 2016). Ce phénotype participe également a
I'élimination des débris cellulaires et moléculaires par phagocytose (Colton, 2009) (Figure
11). Les cellules microgliales sont caractérisées par I'expression des marqueurs de surface
CD206 et CD36 (Hirai et al., 2013, Orihuela et al., 2016).

Cependant, la microglie étant hautement plastique, ce concept de classification a été
remis en cause car il ne prend pas en compte la diversité des phénotypes existants in vivo. A
présent, les chercheurs analysent et compilent les profils d’expression génomiques de
microglie ex-vivo dans différents modéles de développement ou de pathologies afin de
catégoriser les différents états de la microglie évitant ainsi le cloisonnement M1/M2 (Crotti
and Ransohoff, 2016).

Cellule microgliale

phénotype M1 phénotype M2

TNF

iNOS Arg1
CMH Il CD206
1L-1 Ym1
IL-6 TGF-
IL-12 IL-10
1L-23 IL-1ra

Figure 11 Proposition de classification de la polarisation phénotypique de la microglie (Adapté
de Hu et al., 2014)

Propriétés des cellules microgliales en situations physiologiques et pathologiques

Motilité et migration microgliale

En condition physiologique, la microglie est en permanence dans un état dynamique
afin de surveiller son environnement moléculaire et cellulaire. La microglie posséde des
prolongements qui peuvent s’allonger ou se rétracter, le soma quant a lui reste fixe
(Nimmerjahn et al., 2005). Dans cet état, la microglie interagit avec les neurones, les
astrocytes et les vaisseaux sanguins et nettoie le parenchyme de composants métaboliques
ou de débris tissulaires (Nimmerjahn et al., 2005). Les mouvements de la microglie sont en
partie dus a I'adénosine triphosphate (ATP) (Nimmerjahn et al., 2005). La neurotransmission
glutamatergique ou de GABAergique est également un facteur régulant la motilité de la
microglie (Fontainhas et al., 2011). Les cellules microgliales scannent les signaux
environnant grace aux récepteurs de surface a la fractalkine CX3CR1 (Liang 2009) ou
purinergiques (ATP) (Davalos et al., 2005, Liang et al., 2009). Cette motilité implique une
réorganisation du cytosquelette de I'actine.
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En situation pathologique, la microglie va avoir la capacité de migrer immédiatement
vers le site de lésion afin de participer a I'élimination des débris et la réparation tissulaire
(Davalos et al., 2005). Le nombre de microglie répondante dépend de la sévérité des
dommages. La microglie change de morphologie et adopte une forme amiboide indiquant
une activité phagocytaire. La convergence des cellules microgliales en direction du site de la
Iésion témoigne de la présence d’'un gradient chimiotactique d’ATP (Davalos et al., 2005). En
effet, les neurones, les astrocytes, les oligodendrocytes et les cellulles endothéliales sont
capables de libérer de 'ATP lors d’une agression (Davalos et al., 2005). La migration dépend
aussi du gradient de chemokines et de I'expression a leurs surfaces des récepteurs a la
fractalkine, a 'ATP, du complément, des immunoglobulines, des molécules d’adhésions ou
d’un stimulus inflammatoire (Flynn et al., 2003, Dijkstra et al., 2004, Tanuma et al., 2006,
Wang et al., 2008a).

Plasticité synaptique

La régulation de l'activité neuronale est un processus qui peut intégrer, en plus des
neurones pré-synaptiques et post-synaptiques, les astrocytes afin de réguler I'activité
synaptique : on parle de synapse tripartite (Halassa and Haydon, 2010, Perea and Araque,
2010). Cette notion a de nouveau évolué et intégre également la microglie qui serait le
quatrieme partenaire de cette synapse permettant de réguler la transmission synaptique
(Coull et al., 2005, Pascual et al., 2012, Schafer et al., 2013).

Un modéle de déplétion des cellules microgliales montre une altération des taches
d’apprentissage suggérant son réle dans la formation des synapses (Parkhurst et al., 2013).
De plus, in vitro, I'ajout de microglie sur des cultures de neurones modulent la transmission
synaptique en augmentant la LTP (Hayashi et al., 2006). L’activation de la microglie par du
LPS entraine une augmentation de I'activité des synapses et module I'activité neuronale sur
des tranches hippocampiques (Pascual et al., 2012). D’ailleurs, La microglie posséde des
récepteurs aux neurotransmetteurs (Colonna and Butovsky, 2017) et change de morphologie
lorsqu’on la met en contact avec du GABA (Nimmerjahn et al., 2005).

Cette modulation de I'activité neuronale s’effectue via 'ATP libéré par la microglie qui
agit sur les astrocytes. En effet, les astrocytes et les cellules microgliales communiquent via
de nombreux signaux par la libération d’ATP, de TGF-B et de GABA (Colonna and Butovsky,
2017). Un fois le signal capté, les astrocytes libérent alors a leur tour de I'ATP et du
glutamate qui régulent la neurotransmission (Pascual et al., 2012). La microglie joue aussi
sur les courants GABAergiques en inversant les courants via la libération de BDNF (Tsuda et
al., 2003, Coull et al., 2005).
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Les cytokines jouent aussi un rble central dans la plasticité synaptique. Par sa
sécrétion d’IL-1B, la microglie altére la cascade de signalisation du facteur neurotrophique
BDNF favorisant la formation d’épines dendritiques essentielles a la plasticité synaptique
(Lynch, 2015, Colonna and Butovsky, 2017). L'IL-1B est aussi impliquée dans la
consolidation de la mémoire et I'apprentissage (Goshen et al., 2007), au méme titre que I'lL-
6 et le TNF-a (Boulanger, 2009, Yirmiya and Goshen, 2011). Par ailleurs, les cytokines pro-
inflammatoires libérées par la microglie peuvent également activer les astrocytes capables
d’augmenter le courant synaptique (Colonna and Butovsky, 2017).

Phagocytose

Une des fonctions principales de la microglie est la phagocytose. L’élimination des
cellules apoptotiques, des débris cellulaires, des résidus protéiques et des pathogénes
exogenes par la microglie sont des actions importantes pour maintenir ’homéostasie du
SNC (Chan et al.,, 2001). Cest un phénomene essentiel se déroulant en condition
physiologique et pathologique.

Le processus de phagocytose commencent par I'étape de chemoattraction (signal
« find-me ») ou la microglie capte les signaux moléculaires détaillés précédemment comme
'ATP et migre. Ensuite, la microglie reconnait sa cible (signal « eat-me ») qui possede des
récepteurs différents du reste du parenchyme (PAMP sur les pathogénes, DAMP (danger-
associated molecular pattern) sur les cellules endommagées ou en apoptose) et I'entoure
(Savill et al., 2002, Ravichandran, 2011). Le processus de formation d’'un pseudopode
englobant la cible décrit pour les macrophages reste encore a démontrer (Lee et al., 2007).
Enfin, le phagosome subit des étapes de maturation pour dégrader la cible qui est également
un processus encore peu étudié (signal « digest-me ») (Nimmerjahn et al., 2005, Sierra et
al., 2010).

La phagocytose s’effectue tout au long de la vie, du développement a 'age adulte. Au
cours du développement, la microglie optimise la mise en place des réseaux neuronaux en
phagocytant les cellules apoptotiques nécessaires a la maturation du SNC (Ashwell, 1990,
Rakic and Zecevic, 2000, Dalmau et al., 2003). A I'age adulte, parmi les nouveaux neurones
générés lors de la consolidation de la mémoire (Kempermann et al., 2004), la majorité
d’entre eux doit étre éliminée par apoptose. La microglie est alors capable de phagocyter ces
nouveaux neurones, elle reste en phénotype de surveillance et s’aide de ses ramifications

pour les phagocyter (Sierra et al., 2010).

Une autre fonction importante de la phagocytose est I'élagage synaptique
correspondant a I'élimination des épines dendritiques du neurone. En situation pathologique,
aprés une lésion axonale, I'élagage synaptique peut réduire l'activité synaptique afin de
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favoriser la réorganisation des synapses (Schiefer et al., 1999, Moran et al., 2004, Trapp et
al., 2007, Kettenmann et al., 2013). La microglie semble aussi impliquée dans la perte
synaptique observée dans la pathologie d’Alzheimer (Yoshiyama et al., 2007). En situation
physiologique, I'élagage synaptique permet une élimination et un renouvellement d’épines
qui sont nécessaires a la mise en place du processus d’apprentissage (Yang et al., 2009a,
Lai and McLaurin, 2012). De plus, au cours du développement, I'élimination des synapses
non-fonctionnelles est également essentielle. Paolicelli et al. montrent que la microglie
participe a cet élagage dans la période post-natale via le récepteur a la fractalkine (Paolicelli
et al.,, 2011). Les travaux de Stevens montrent également que les facteurs du complément
sont impliqués dans ce processus de phagocytose (Schafer and Stevens, 2010, Schafer et
al., 2012, Stephan et al., 2012).

Synaptogénese et neurogénése

La microglie joue un réle dans la formation de nouveaux neurones : la neurogénése.
En effet, la microglie est nécessaire a I'assemblage d’'un réseau neuronal complexe. Au
cours du développement et de sa migration vers le SNC, elle rencontre les neurones et les
axones et les guide vers la formation d’un premier circuit neuronal (Squarzoni et al., 2015). A
'age adulte, elle phagocyte les cellules souches neuronales apoptotiques générées au cours
de la neurogéneése (Li et al., 2013). Au cours du vieillissement, via la libération de cytokines,
elle inhibe la prolifération de cellules souches neuronales (Solano Fonseca et al., 2016,
Colonna and Butovsky, 2017).

La microglie contrble également Ila création de nouvelles synapses: la
synaptogénése. En effet, elle sécrete des protéines thrombospondines qui stimulent la
formation synaptique par interaction avec des protéines transmembranaires présentes sur

les neurones (Chamak et al., 1995, Moller et al., 1996, Christopherson et al., 2005).

La microglie joue donc un réle majeur dans la régulation de 'homéostasie du SNC,
cependant, elle peut étre impliquée dans des pathologies comme la maladie de Parkinson, la
maladie d’Alzheimer, la sclérose en plaques. En effet, une sur-activation de la microglie
induit une augmentation excessive de la phagocytose et de la libération de cytokines pro-
inflammatoires pouvant entrainer un démyelinisation des neurones et la mort neuronale
(Hanisch and Kettenmann, 2007).

Les cytokines, du grec « cyto » : cellules et « kinos » : mouvement, sont de petites
protéines d’'un poids moléculaire faible inférieur a 60 kDa pouvant étre sécrétées par un
grand nombre de type cellulaire et possédant des récepteurs spécifiques. Les cytokines
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incluent les interleukines (IL), les facteurs de nécroses tumorales (TNFs), les interférons
(IFN), les chemokines et les facteurs de croissance transformant (TGF). Elles agissent de
facon autocrine (sur la cellule productrice), paracrine (sur les cellules voisines) ou plus
rarement endocrine (a distance). Leur activité biologique se manifeste a tres faible
concentration, par liaison a des récepteurs membranaires spécifiques de haute affinité. Elles
forment un réseau interdépendant de médiateurs qui influencent mutuellement leur synthése
par des boucles de rétro-action positives et négatives (Cavaillon and Haeffner-Cavaillon,
1993). Elles ont pour but d’induire, de controler ou d’inhiber lintensité et la durée de la
réponse immunitaire. Il existe deux grandes catégories de cytokines, les cytokines pro- et

anti-inflammatoires.

A. Cytokines pro-inflammatoires
Il existe aujourd’hui plus de 35 cytokines, dont un grand nombre appartient a la famille de

lIL-1. Seuls I'lL-1B, le TNF-a et I'lL-6 jouent vraisemblablement un réle majeur dans la
neuroinflammation et seront décrits dans ce paragraphe.

Interleukine 18

L'IL-1 est la premiére interleukine a avoir été identifieée dans les années 40 (Atkins,
1960). Les cytokines de la famille de I'lL-1 sont au nombre de trois principalement, deux
agonistes, I'lL-1a et I'lL-1B et un antagoniste naturel, I'lL-1ra (Dinarello, 1996). Bien que tous
les composants microbiens, tels que le LPS, soient capables de stimuler sa production, I'lL-
1B est avant tout capable de stimuler sa propre synthése et sécrétion. Ce processus de
boucle rétroactive permet d’amplifier la réponse a I'lL-1 B par voie autocrine ou paracrine.
Dans le SNC, I'lL-1B est majoritairement synthétisée par les cellules microgliales, les
macrophages périvasculaires et les astrocytes (Vitkovic et al., 2000).

L’IL-1B se lie aux récepteurs ubiquitaires de type | et II, IL-1R1 et IL-1R2. La protéine
accessoire du récepteur a I'lL-18, IL-1RacP, sert de corécepteur nécessaire a la transduction
du signal du complexe IL-1B/IL-1R1 (Weber et al., 2010). L’activité biologique de I'lL-1f est
sous-tendue par I'lL-1R1, capable d’effectuer la transduction d’un signal intracellulaire et
d’activer les voies de signalisation grace a la présence du domaine intracellulaire Toll/IL-1
Receptor (TIR). Par contre, le récepteur IL-1R2, est un leurre a I'lL-18 car il ne génére aucun
signal intracellulaire en raison de I'absence de ce domaine TIR. Ceci permet de réguler
négativement la signalisation de I'lL-1f3, au méme titre que I'antagoniste de I'lL-183, IL-1ra, qui
est capable de se lier avec la méme spécificité et la méme affinité au récepteur IL-1R1
inhibant ainsi linteraction IL-1B/IL1R1 (Weber et al., 2010). La fixation de I'lL-18 sur son
récepteur fonctionnel va induire 'activation des voies de signalisation NFkB et MAPK, qui
vont conduire a la transcription de génes codant pour la plupart des protéines de I'immunité
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innée, telles que les cytokines pro-inflammatoire (IL-1B, IL-6, TNF-a), les chemokines, et les
enzymes productrices des prostaglandines (PG), la COX-2 et celle productrice de NO, la
iINOS (Glezer et al., 2007).

L’IL-1B est considérée comme le chef d’orchestre de la synthése des cytokines. A elle seule,
elle est capable de reproduire les effets physiologiques et comportementaux induits par le
LPS (Dantzer and Kelley, 1989, Bluthe et al., 1992, Turnbull and Rivier, 1999).

Facteur de nécrose tumorale TNF-a
Le TNF-a a été décrit pour la premiére fois il y a 50 ans comme un facteur induisant
une nécrose tumorale (Aggarwal et al., 2012).

Le TNF-a est sécrété par les cellules immunitaires périphériques et cérébrales, dont
les cellules microgliales mais aussi les astrocytes, certains neurones et les cellules
endothéliales (McCoy and Tansey, 2008). Il est exprimé sous forme d’'un précurseur inactif
transmembranaire de 26 kDa. Celui-ci peut alors étre clivé par I'enzyme TACE (matric
metalloprotease TNF alpha converting enzyme) pour donner un trimére circulant soluble du
peptide actif de 17 kDa. Son expression est constitutive dans le SNC (Perry et al., 2002).

TNF-a est connu pour interagir avec deux récepteurs distincts : le récepteur de type
1, TNFRI et le récepteur de type 2, TNFRII. Le TNFRI est exprimé dans la majorité des types
cellulaires et est activé par les deux formes de TNF-a (transmembranaire et soluble). Il
possede un domaine intracellulaire dit de mort (DD) et posséde une action cytotoxique. En
effet, le TNFRI peut induire via l'activation des caspases a la fois la survie et la mort
cellulaire. 1l posséde également une action pro-inflammatoire via I'activation des voies NFkB
et MAPKs (Kalliolias and lvashkiv, 2016). Le TNFRII a une expression prédominante dans
les cellules immunitaires, les cellules endothéliales et les neurones. Il est activé
exclusivement par les TNF-a transmembranaires et déclenche l'activation de NFkB, des
MAPKSs et d’Akt (Kalliolias and Ivashkiv, 2016). Il est surtout impliqué dans la survie cellulaire
et ’'homéostasie (Wajant et al., 2003) et al., 2003). En effet, il ne posséde pas de motif DD
expliquant son incapacité a induire directement la mort cellulaire programmée.

Une centaine de génes sont régulés par le TNF-a selon le type cellulaire ou il se
trouve mais aussi selon l'accessibilité des génes sur la chromatine (Lee et al.,, 2003,
Buenrostro et al., 2015). Le TNF-a est capable d’'induire la production d’IL-6 par le facteur de
transcription NFKkB. Dans le cerveau, le TNF-a induit des signaux pro-inflammatoires et a été
associé a différentes pathologies telles que la dépression, les troubles bipolaires et la
maladie d’Alzheimer (McCoy and Tansey, 2008).
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Interleukine 6

L’IL-6 a été identifiée en 1986 comme un facteur de différenciation des lymphocytes
B en cellules productrices d’anticorps. Dans le cerveau, elle est produite par les astrocytes,
la microglie, les neurones et les cellules endothéliales (Erta et al., 2012). Son expression
n’est pas constitutive, I'lL-1 et le TNF-a sont les activateurs majeurs de I'lL-6 ainsi que les
TLRs, les prostaglandines, les adipokines et la réponse au stress (Benveniste et al., 1990,
Ringheim et al., 1995, Erta et al., 2012). Elle est synthétisée sous forme d’un précurseur puis
clivée et libérée sous la forme d’'une protéine de 24 KDa (Scheller et al., 2006).

L’IL-6 exerce son activité biologique via le récepteur a I'lL-6, I'lL-6R, et la protéine
accessoire gp130, une glycoprotéine transmembranaire. L’IL-6 se lie a son récepteur qui
forme un complexe avec la gp130. La principale voie d’activation est la voie JAK-STAT
(Janus kinase/signal transducers and activators of transcription) (Duhe and Farrar, 1998,
Hunter and Jones, 2015). Dans le cerveau, le récepteur de I'lL-6 est exprimé dans
'hippocampe, I'hypothalamus et certaines zones du cortex au niveau des cellules
microgliales, des astrocytes et des neurones (Schobitz et al., 1992, Vallieres and Rivest,
1997, Erta et al., 2012). LARNm de la gp130 est exprimé dans les neurones et les cellules
gliales de I'hippocampe, du cortex, du thalamus, de I'hypothalamus et des OCVs (Watanabe
et al., 1996, Vallieres and Rivest, 1997).

B. Cytokines anti-inflammatoires

Interleukine 10

L’IL-10 est une cytokine anti-inflammatoire ayant un réle essentiel dans la prévention
de pathologies auto-immunes et inflammatoires. L'IL-10 a été initialement identifiée comme
un facteur inhibant la production de cytokines dans les lymphocytes T auxiliaires (ou T
helper) (Fiorentino et al., 1989). L’IL-10 existe sous la forme d’'un monodimére de 17KDa et
d'un dimére de 35 KDa (Moore et al., 2001). Elle est exprimée dans les cellules de
limmunité innée et adaptative (Saraiva and O'Garra, 2010) et dans les cellules épithéliales et
les cellules non-hématopoiétiques (Lobo-Silva et al., 2016). Dans le cerveau, la microglie est
le lieu principal de production d’'IL-10 via la stimulation de TLR mais les astrocytes ainsi que
les macrophages infiltrés sont aussi capables de la produire.

Le récepteur a I'lL-10 (IL-10R) est composé de deux sous unités : IL-10R1 et IL-
10R2, qui sont membres de la famille des récepteurs a interféron (Moore et al., 2001). La
voie de signalisation de I'lL-10 la mieux caractérisée est le systeme JAK/STAT (Moore et al.,
2001). L’interaction IL-10/IL-10R induit la phosphorylation de la tyrosine kinase JAK qui
active de facteurs de transcription STAT1 et STAT3. L'IL-10 exerce également son action en

interagissant avec d’autres voies de signalisation, en inhibant notamment les voies des
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MAPKs ou du NFkB utilisées par de nombreuses cytokines inflammatoires (Geng et al.,
1994, Wang et al., 1995, Niho et al., 1998, Moore et al., 2001). Ainsi, I'lL-10 inhibe la
production des cytokines pro-inflammatoires comme I'IL-183, le TNF-a et I'IL-6 et aussi sa
propre production dans les lymphocytes T, les macrophages et les cellules microgliales
(Bogdan et al., 1991, Del Prete et al., 1993, Sawada et al., 1999, Haddad et al., 2003). Par
ailleurs, I'lL-10 induit la synthése de I'antagoniste endogéne de I'lL-18 (I'lL-1Ra), ainsi que la
forme soluble du récepteur au TNF-a afin de limiter par un autre moyen I'action de ces
cytokines pro-inflammatoires (Cassatella et al., 1994, Joyce et al., 1994). L’IL-10 inhibe aussi
la production de la prostaglandine E2 et de NO en régulant I'activité de leur enzyme de
synthese COX-2 et INOS (Bogdan et al., 1991, Lodge and Sriram, 1996, Minghetti et al.,
1998, Moore et al., 2001). Elle a également un réle anti-apoptotique car elle active la
cascade PI3/Akt et favorise la synthése de Bcl-2. De plus, dans le cerveau, elle inhibe la
production des cytokines par la microglie, favorise la syntheése de TGF-B par les astrocytes
et augmente la survie neuronale (Lobo-Silva et al., 2016).

Facteur de croissance transformant TGF-£3

La famille de TGF-B inclut trois isoformes : TGF-B1, TGF-B2 et TGF-B3 (Pratt and
McPherson, 1997). Il existe une protéine précurseur de TGF-B, elle est clivée et sécrétée en
homodimere de 25 kDa (Pratt and McPherson, 1997, Wyss-Coray, 2006). Le TGF- peut
étre stocké sous forme inactive lorsqu'il est associé a un peptide de latence appelé LAP puis
rapidement activé en réponse a un stimulus (Wyss-Coray, 2006). Les TGF- ont une forte
affinité pour les récepteurs TGF-B de type 1 et de type 2 (Wyss-Coray, 2006). Apres avoir
activé leur voie de signalisation, ils peuvent activer et interagir avec les voies p38, MAPK,
JNK (c-Jun N-terminal kinases) et NFkB qui jouent toutes un rble dans la régulation de
inflammation (Wyss-Coray, 2006). lls jouent un role dans la survie cellulaire, I'apoptose, la
prolifération et la différenciation cellulaire, et régulent négativement l'inflammation (Wyss-
Coray, 2006).

Dans le cerveau, TGF-B1, 2 et 3 ainsi que leurs récepteurs sont exprimés dans les
neurones, les astrocytes et les cellules microgliales (Wyss-Coray, 2006). TGF-B1, 2 et 3 sont
fortement exprimés dans I'hippocampe, I'amygdale et 'hypothalamus (Dobolyi et al., 2012).
lls jouent un réle dans la neurogénése, la synaptogénése, les fonctions synaptiques et
neuroendocrines et dans la neuroprotection (Dobolyi et al., 2012)..

Le TGF-B1 est le plus exprimé dans le cerveau, il est induit lors d'un dommage cérébral
et a une fonction protectrice et régénératrice. En effet, il inhibe les génes codant pour les
cytokines pro-inflammatoires dans des cultures primaires d’astrocytes (Shrikant et al., 1996,
Dong and Benveniste, 2001). De plus, des souris tgfb1”- présentent une augmentation de la
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mort neuronale et de I'activation microgliale (Brionne et al., 2003). Dans les cellules
microgliales, les signaux inflammatoires tels que le LPS ou les cytokines pro-inflammatoires
augmentent son expression (Pratt and McPherson, 1997). Le TGF-B permet alors de limiter
l'activation microgliale et de favoriser un phénotype quiescent (Abutbul et al., 2012).
Récemment, Butovsky et al. ont montré que le TGF-B est essentiel a la différenciation des
cellules microgliales (Butovsky et al., 2014). Il joue également un rble dans les signaux
rétrogrades existant entre les neurones qui influencent la survie neuronale, la différenciation,
la synaptogénése et la plasticité cérébrale (Sanyal et al., 2004). Une application du TGF-
sur des cultures de neurones permet en plus d’inhiber I'apoptose via la libération des
protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-XL (Prehn et al., 1996).

2.2 EFFET ANTI-INFLAMMATOIRE DES AGPI N-3 DANS LE CERVEAU

La nutrition est un facteur environnemental auquel l'individu est exposé tout au long de
sa vie. Certains macronutriments dont les AGPl n-3 possédant des propriétés anti-
inflammatoires, jouent un réle important dans la régulation de linflammation centrale. lls
contrélent l'incidence et la sévérité de nombreuses pathologies a composante inflammatoire
et vont agir par plusieurs mécanismes que nous aborderons d’abord chez 'Homme puis

chez 'animal et enfin in vitro.

Chez 'Homme, les études suggérant des propriétés immunomodulatrices pour les
AGPI proviennent initialement d’observations épidémiologiques rapportant une faible
incidence de maladies inflammatoires telles que les maladies cardiovasculaires, I'asthme et
la sclérose en plaques chez une population d’esquimaux du Groenland, qui ont un apport
alimentaire en AGPI n-3 élevé de par leur forte consommation de poisson (Dyerberg and
Bang, 1979, Kromann and Green, 1980, Simopoulos, 2008). De nombreuses études
cliniques ont depuis rapporté un effet bénéfique des apports nutritionnels en AGPI n-3 dans
plusieurs pathologies inflammatoires chroniques et auto-immunes (Simopoulos, 2002,
Yaqoob and Calder, 2003). Une supplémentation nutritionnelle avec de 'huile de poisson
riche en EPA et DHA entraine une amélioration des symptémes chez les patients atteints
d’arthrite  rhumatoide associée a la diminution de la production de cytokines pro-
inflammatoires tel que I'lL-1B par les monocytes sanguins (Kremer et al., 1990, James et al.,
1997, Kremer, 2000) ainsi que chez des patients atteints de maladies chroniques
inflammatoires intestinales (Belluzzi et al., 1996, Nieto et al., 2002) et les patients atteints de
sclérose en plagues (Stewart and Bowling, 2005, Weinstock-Guttman et al., 2005). De plus,
des études chez des patients présentant des altérations cognitives modérées ont démontré
que I'apport en DHA pendant plusieurs mois améliore la mémoire de travail et la mémoire a
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long terme (Freund-Levi et al., 2006, Lee et al., 2013). Cet apport en AGPI n-3 ne diminue
pas les taux de cytokines pro-inflammatoires dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) mais
atténue significativement les marqueurs inflammatoires circulants et le stress oxydatif
(Freund-Levi et al., 2006, Kiecolt-Glaser et al., 2012, Kiecolt-Glaser et al., 2013). Les
résultats de I'étude OmegaAD ont révélé que 'augmentation de DHA dans le LCR suite a la
supplémentation en DHA de patients atteints de troubles cognitifs est corrélée positivement
avec linhibiteur de I'lL-1 dans le LCR et I'expression de génes impliqués dans la réponse
inflammatoire dans le plasma (Vedin et al., 2012, Freund Levi et al., 2014).

Chez I'animal, différents modéles modulant les teneurs en AGPI n-3 du cerveau ont
été utilisés afin d’étudier les propriétés immunomodulatrices des AGPI n-3 : des modéles
faisant varier l'apport alimentaire en AGPI n-3, des modéles d’injection centrale et
périphérique en AGPI n-3 ou des modele de souris transgénique.

Modeéles de modulation nutritionnelle en AGPI n-3

De nombreuses études ont montré un effet bénéfique de I'apport nutritionnel en AGPI

n-3 sur l'inflammation dans le cerveau.

Des rongeurs adultes nourris avec un régime supplémenté en EPA ou par sonde
intragastrique avec de I'huile de poisson présentent une inhibition de la production d’IL-1,
d’IL-6 et de TNF-a dans I'hippocampe et une augmentation de I'lL-10 et de I'lL-4 induite par
le LPS (Kavanagh et al., 2004, Lonergan et al., 2004, Shi et al., 2016). Cette modification est
associée a une diminution de la phosphorylation des protéines c-Jun et JNK régulant
linflammation (Lonergan et al., 2004) et une diminution de NFKB (Shi et al., 2016). De plus,
dans un modele d’injection intracérébrale d’IL-1B chez le rat adulte, un régime enrichi en
EPA atténue I'activation des cellules microgliales et des astrocytes, augmente I'lL-10 dans
'hippocampe et améliore les troubles du comportement de type anxieux et le déficit de
mémoire observé (Song and Horrobin, 2004, Song et al., 2008, Dong et al., 2017).

Des souris dont la mére a subi une infection lors de la gestation a E9 présentent des
dommages comportementaux de type anxieux a I'age adulte qui sont améliorés si elles sont
nourries a partir du sevrage avec un régime enrichi en huile de poisson (Li et al., 2015).

De plus, il a été démontré qu’un régime pauvre en AGPI n-6, et en particulier en LA,
sans modulation de I'apport en AGPI n-3 diminue les taux de la prostaglandine E2 et de la
COX-2 pro-inflammatoires dans le cerveau (Taha et al., 2017).
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A linverse, une déficience nutritionnelle en AGPI n-3 induite au cours de la période
périnatale, depuis le premier jour de gestation jusqu’au sevrage, entraine une augmentation
de l'expression des marqueurs pro-inflammatoires dans I'hippocampe mais aussi une
altération de la motilité et du phénotype des cellules microgliales et de la plasticité a long
terme (Madore et al., 2014). Une déficience en AGPI n-3 pendant le développement et a
lage adulte se traduit en plus par une altération de la neurotransmission GABAergique,
dopaminergique et cholinergique (Zimmer et al., 2000, Aid et al., 2003, Chalon, 2006, Larrieu
et al., 2014) et des troubles du comportement de type anxieux, de type dépressif et
d’interaction sociale pouvant étre associés aux troubles autistiques a I'age adulte (Mingam et
al., 2008, Larrieu et al., 2012, Larrieu et al., 2014). En effet, de nombreuses études signalent
que des mécanismes inflammatoires contribueraient aux troubles associés a l'autisme. Un
enrichissement en AGPI n-3 permet de retrouver les performances sociales et les
performances de mémoire altérées dans ces modeles d’autisme (Pietropaolo et al., 2014,
Madore et al., 2016, Weiser et al., 2016).

Les souris nourries avec un régime déficient en AGPI n-3 a I'dge adulte sont plus
vulnérables a linflammation. En effet, aprés injection ip. de LPS, elles présentent une
altération des performances de la mémoire spatiale par rapport a des souris nourries avec
un régime éequilibré en AGPI n-3 (Delpech et al., 2015b). Il a aussi été démontré qu’'un
réegime riche en AGPI n-6, diminuant les taux de DHA dans le cerveau, altére la voie de
signalisation de I'lL-6 dans I'hippocampe (Mingam et al., 2008).

Une étude montre cependant que la supplémentation en AGPI n-3 peut ne pas étre
efficace pour diminuer I'inflammation cérébrale. Un régime enrichi en huile de poisson a I'age
adulte pendant 9 semaines ne permet pas de diminuer les taux de cytokines dans
I'hippocampe apres injection i.c.v. de LPS (Orr et al., 2013). Ce régime augmente les taux de
DHA estérifié dans 'hippocampe mais les taux de DHA libre ne sont pas changés ce qui
semble étre le facteur déterminant pour observer un effet anti-inflammatoire (Orr et al.,
2013).

Modele d’injection centrale et périphérique en AGPI n-3

L’administration d’AGPI n-3 par voie centrale ou périphérique est une autre stratégie
permettant de moduler la réponse inflammatoire centrale. Une injection ic.v. de DHA
pendant 24 h permet de diminuer I'expression de I”IL-1B induite par une injection i.c.v. de
LPS dans I'hippocampe chez la souris (Orr et al., 2013). Une injection intrathécale aigué de
DHA induit une diminution de I'activation microgliale, de la phosphorylation des MAPK et de
la production des cytokines pro-inflammatoires dans la moelle épiniére chez la souris (Lu et
al., 2013). De plus, dans un modéle de traumatisme cérébral, I'activation des cellules
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microgliales et 'augmentation de la production de cytokines pro-inflammatoires sont inhibées
par des injections consécutives i.p. d’AGPI n-3 qui inhibent la voie NFxB (Zendedel et al.,
2015, Chen et al.,, 2017b). L’atténuation de la réponse inflammatoire dans les cellules

microgliales contribue au maintien de 'homéostasie des cellules neuronales.

Modéle de souris transgéniques

Les souris transgéniques Fat-1 présentent une augmentation du taux de DHA dans
hippocampe et le cortex (Boudrault et al., 2010, Orr et al, 2013) et expriment
constitutivement moins de COX-2 dans le cortex que les animaux contréles (Boudrault et al.,
2010). Elles sont protégées des déficits cognitifs induits par une injection ip. de LPS
(Delpech et al., 2015a) et présentent une diminution de I'expression de I'lL-1B, d’INOS et de
COX-2 et une augmentation de I'expression de TGF- dans I'hippocampe (Orr et al., 2013,
Delpech et al.,, 2015a). De plus, ces modifications sont associées a une diminution de
l'activation des cellules microgliales et des astrocytes (Orr et al.,, 2013). Zhang et al.
montrent que I'activation de la microglie et I'expression d'iNOS sont également atténuées
dans la moelle épiniére de souris Fat-1 dans un modéle d’inflammation lié a I'induction d’'une
douleur en périphérie (Zhang et al., 2017a).

La sclérose en plaques est une maladie chronique inflammatoire de démyelinisation
des neurones (Siegert et al., 2017). Récemment, une étude vient de démontrer que les
souris Fat-1 ont la capacité de remyélinisation aprés une Iésion des oligodendrocytes induite
par la cuprizone (Siegert et al., 2017). Cette étude n’évalue pas le profil inflammatoire des

animaux.

La majorité des études menées sur des modeles de culture cellulaires microgliales
montrent que les AGPI n-3 ont un effet inhibiteur sur la sécrétion de cytokines.

Les études sur des lignées cellulaires immortalisées de microglie ou des cultures
primaires de microglie montrent que le DHA, en s’incorporant dans les membranes des
cellules microgliales, modifie la présentation du récepteur au LPS a la surface des cellules,
induisant une inhibition de lactivation de NFxB et une diminution de I'expression de
marqueurs pro-inflammatoires tels que TNF-a et IL-1B, du stress oxydatif, de la production
de NO et de I'expression d'iNOS (De Smedt-Peyrusse et al., 2008, Lu et al., 2010, Antonietta
Ajmone-Cat et al., 2012, Pettit et al., 2013, Chen et al., 2014, Corsi et al., 2015, Inoue et al.,
2017). Le DHA inhibe lactivation de la phosphorylation de MAPK impliqué dans la
signalisation inflammatoire mais est aussi capable d’activer la translocation de PPAR
(peroxisome proliferator-activated receptor)-y dans le noyau suggérant un effet anti-
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inflammatoire en culture primaire microgliale (Antonietta Ajmone-Cat et al., 2012). Par
ailleurs, 'EPA peut aussi affecter la production de TNF-a, d’IL-6 et du NO (Moon et al., 2007,
Chen et al., 2014, Inoue et al., 2017) en inhibant la phosphorylation de NFxB via SIRT-1
dans une lignée cellulaire de microglie (Inoue et al., 2017).

Cette atténuation de linflammation peut s’expliquer par la capacité du DHA a
réorganiser des corps lipidiques dans la microglie dans lesquels il est incorporé (Chang et
al., 2015, Tremblay et al., 2016). Le LPS peut induire une accumulation excessive de corps
lipidiques dans les cellules microgliales qui sont des biomarqueurs de l'inflammation dans le
SNC (Khatchadourian et al., 2012). Ces corps lipidiques interagissent avec les mitochondries
et peuvent entrainer des dysfonctionnements de la mitochondrie. En effet, le LPS induit une
inhibition de l'intégrité fonctionnelle des mitochondries dans un modéle de lignée microgliale
(Tremblay et al., 2016). Une administration de DHA est alors capable de limiter
'accumulation de ces corps lipidiques dans la microglie, de rétablir la fonctionnalité des
mitochondries et d’atténuer I'inflammation induite par LPS (Chang et al., 2015, Tremblay et
al., 2016).

Le DHA et 'EPA sont en plus capables de stimuler la phagocytose. En effet, dans un
modele de culture primaire de microglie, le DHA ou 'EPA permettent d’augmenter la
phagocytose de la myéline administrée dans le milieu de culture et polarisent la microglie en
phénotype M2 (Chen et al., 2014). Dans un modéle de cellules microgliales humaines, I'ajout
de DHA et d’EPA stimule également la phagocytose microgliale du peptide amyloide AR tout
en diminuant I'expression de TNF-a et des marqueurs inflammatoires CD40 et CD86 et en
augmentant I'expression de marqueurs anti-inflammatoires tels que CD206 (Hjorth et al.,
2013).

De plus, il a été démontré dans un modeéle de culture primaire de neurones que la
survie et la différenciation neuronale sont améliorées lorsque que les neurones sont mis en
contact avec le milieu de culture de microglies traitées au DHA (Antonietta Ajmone-Cat et al.,
2012). La culture de neurones corticaux révele aussi que le DHA induit la libération de
facteurs anti-apoptotiques par les neurones (Zendedel et al., 2015). Dans un modéle de
culture de neurones hippocampiques, I'ajout d’EPA inhibe I'activation de la phosphorylation
de JNK, c-Jun et Bcl-2 induite par le LPS (Lonergan et al., 2004).

2.3 MECANISMES D’IMMUNOMODULATION DES AGPI N-3 DANS LE
CERVEAU

Les AGPI n-3, en s’incorporant dans les membranes des cellules du cerveau,

peuvent moduler I'inflammation selon différents mécanismes. lls peuvent réguler directement
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'expression des récepteurs et des facteurs de transcription. De par leur insaturation élevée,
ils modifient 'organisation, la fluidité et la dynamique des membranes cellulaires (Liu JJ 2015
Brain Res), modulant ainsi les interactions entre les lipides et les protéines. Enfin, ils sont
précurseurs de métabolites lipidiques bioactifs impliqués dans la régulation de l'inflammation

et dans la résolution de I'inflammation.

Les AGPI n-3 régulent I'expression de génes en se fixant a des membres de la
superfamille des récepteurs nucléaires tels que les PPAR (peroxisome proliferator-activated
receptor), RXR (retinoid X receptor), LXR (liver X receptor) et a des récepteurs tels que les
récepteurs couplés a la protéine G : GPR40 et GPR120 dans le cerveau.

A. Implication des PPARs et RXR

Les PPARs et RXRs sont des facteurs de transcription impliqués principalement dans
la régulation du métabolisme lipidique et l'inflammation (Desvergne and Wahli, 1999, Jump,
2002, Deplanque, 2004, Pathan et al., 2008). Les PPAR se fixent a ’ADN apres avoir formé
un hétérodiméere avec RXR (Desvergne and Wahli, 1999). Il existe plusieurs isoformes de
PPAR, PPAR-a et PPAR-y étant les plus connus. lls sont présents dans les neurones, les
astrocytes, les oligodendrocytes et les cellules microgliales (Heneka and Landreth, 2007).
PPAR-a et PPAR-y sont exprimés dans différentes régions du cerveau comme
I'hypothalamus, I'hippocampe, 'amygdale, le striatum et le cortex préfrontal (Inestrosa et al.,
2005, Sarruf et al.,, 2009, Warden et al.,, 2016) dans les neurones, les astrocytes et les
cellules microgliales (Warden et al., 2016). L’activation des PPARs induit une inhibition du
facteur de transcription NFkB, modulant ainsi la transcription des genes codant pour les
cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-1B, I'lL-6 et le TNF-a et les enzymes impliquées
dans la synthése de médiateurs de linflammation telles que COX-2 (Jiang et al., 1998,
Poynter and Daynes, 1998, Ricote et al., 1998, Calder, 2016).

Les PPARs sont activés par fixation des AGPI n-3. Des souris déficientes pour le
géne PPAR-a présentent une réponse inflammatoire prolongée, suggérant un effet anti-
inflammatoire de PPAR-a (Devchand et al., 1996). Le DHA compte parmi les ligands de
PPAR-a (Lin et al., 1999). L’'EPA peut se fixer a tous les membres de la famille PPAR (Xu et
al., 1999, Jump, 2002).
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B. Implication des récepteurs couplés a la protéine G (GPCR) : GPR120 et
GPR40

Les AGPI peuvent également se lier a leur famille de récepteurs, les GPCR :
GPR120 et GPR40. Les GPR120 et GPR40 sont capables de lier les AGPI a longue chaine.
GPR40 est exprimé de fagon ubiquitaire dans le cerveau et de fagon plus importante dans
les cellules endothéliales, les astrocytes et les neurones immatures. GPR40 est impliqué
dans la voie de signalisation du DHA notamment dans les processus de neuro-
développement, de neurogénese et du contrdle de la douleur (Khan and He, 2017). GPR120
reconnait quant a lui 'EPA et le DHA (Hirasawa et al.,, 2005, Oh et al., 2010, Oh and
Lagakos, 2011). GPR120 est présent dans de nombreuses cellules de l'organisme et
notamment dans les macrophages, les cellules dendritiques et les adipocytes (Miyauchi et
al., 2009). En utilisant une souris déficiente pour le géne GPR120, Oh et al. ont cherché a
comprendre le mécanisme d’action anti-inflammatoire des AGPI n-3 (Oh et al., 2010). lls
suggerent que I'activation de GPR120 par le DHA se fait via I'inhibition de la voie du TLR4
induite par le LPS, ce qui aurait pour but d’inhiber la voie de transduction en aval soit NFxB

et JNK dans les macrophages et les cellules dendritiques.

C. Interaction avec NFkB

NFkB est un facteur de transcription qui joue un rble majeur dans les voies de
signalisation de l'inflammation. Il contr6le la production des cytokines inflammatoires, des
chemokines, des molécules d’adhésion cellulaires et des enzymes impliquées dans

'inflammation.

Les AGPI n-3 sont capables d'inactiver directement l'activité de NFkB (De Smedt-
Peyrusse et al., 2008). De Smedt-Peyrusse et al. ont démontré que le DHA permet d’inhiber
la dégradation d’lxB induite par le LPS ainsi que la translocation dans le noyau de la sous-
unité p65 de NFkB (De Smedt-Peyrusse et al., 2008). L’activation de la voie sirtuine 1, SIRT-
1, par 'EPA et le DHA serait la cause de la deacétylation de NFxB résultant en la réduction
de I'expression de cytokines (Inoue et al., 2017). Dans un modéle de macrophages in vitro, il
a été aussi démontré que I'EPA est un inhibiteur de NFkB plus puissant que le DHA (Weldon
et al., 2007).

Un terme communément adopté pour décrire I'état physique des membranes est la
fluidité membranaire qui va dépendre de la courbure, de la microviscosité, de la structure
lipidique et de la composition des membranes. Plus le nombre d’insaturations d’'un acide
gras augmente, plus la fluidité de la membrane augmente. Les AGPI étant trés flexibles, ils
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peuvent changer rapidement de conformations et modifier la structure et la dynamique de la
membrane. Ainsi, la distribution des AGPI dans la membrane, leur estérification en position
sn-2, linteraction avec l'acide gras estérifi€ en position sn-1 vont modifier la structure
dynamique de la membrane (Rajamoorthi et al., 2005). Cette dynamique va alors moduler

les interactions avec les protéines intégrées dans la membrane.

Les AGPI sont aussi capables de modifier 'environnement protéique. En effet, il a
été démontré au niveau des cellules microgliales et des macrophages que le DHA, via son
incorporation dans les phospholipides membranaires, agit sur la localisation de CD14 et
TLR4, les récepteurs du LPS, en internalisant ces récepteurs qui deviennent alors
inaccessibles (De Smedt-Peyrusse et al., 2008, Schoeniger et al., 2016).

Les « lipid rafts » ou radeaux lipidiques, sont des micro-domaines membranaires
avec une composition structurelle caractéristique. lls sont particulierement riches en AGS et
en cholestérol, leur conférant ainsi une certaine rigidité. lls sont riches en protéines telles
que les protéines G et les MAPK et constituent ainsi une voie d’interaction et de signalisation
cellulaire importante. Les AGPI n-3 sont capables de modifier la fonction et la structure des
rafts. Le DHA est capable d’altérer la composition de ces micro-domaines membranaires et
de déplacer certains récepteurs et protéines de signalisation abrogeant ainsi la diffusion du
signal (Li et al., 2005). Cependant, ces résultats n’ont pas été reproduits dans les cellules
microgliales (De Smedt-Peyrusse et al., 2008).

A. Les endocannabinoides

Les AGPI peuvent aussi influencer les fonctions cérébrales via le systeme
endocannabinoides. Les endocannabinoides (eCB) forment un groupe de médiateurs
lipidiques connus pour leurs effets biologiques. Les deux principaux eCB caractérisés sont
dérivés de I'AA: l'arachidonoylethanolamide (anandamide, AEA) et le 2-arachidonylglycerol
(2-AG) (Devane et al., 1992, Mechoulam et al., 1995). Le DHA et 'EPA sont également des
précurseurs deCB, le docosahexaenoylethanolamide DHEA et [Ieicosapentaenoyl-
ethanolamide EPEA. Les cellules gliales dont la microglie et les neurones produisent des
eCB et expriment leurs récepteurs CB1 et CB2 (Walter et al.,, 2003, Nunez et al., 2004,
Stella, 2009).

De nombreuses études soulignent le réle important des eCB dans la modulation de
linflammation. En effet, la stimulation des cellules immunes par le LPS augmente les teneurs

en eCB et en enzymes de dégradation de ces composés. De plus, des agonistes aux eCB
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modifient la fonction immune in vitro et in vivo. Les effets anti-inflammatoires des eCB sont
complexes et impliquent la modulation de cytokines (TNF-a, IL-12, IL-1, IL-6 et IL-10) et la
production de chemokines (CCL2, CCL5, CXCL8 and CXCL10), I'expression de molécules
d’adhésion (ICAM-1) et la migration, la prolifération et 'apoptose des cellules inflammatoires
via I'activation des récepteurs CB2 (Pacher et al., 2006, Sugiura et al., 2006). Facchinetti et
al. ont montré que les eCB (AEA et 2-AG) diminuent I'expression du TNF-a dans des
cultures de cellules microgliales de souris activées par le LPS (Facchinetti et al., 2003).

La concentration cérébrale en eCB est dépendante de I'apport alimentaire en AGPI.
Ainsi, la consommation d’AGPI n-3 a longue chaine sous la forme d’huile de poisson ou une
déficience alimentaire en AGPI n-3 modifie la balance n-6/n-3 et a donc une répercussion
sur la synthése des eCB au niveau cérébral. En effet, un régime riche en AA pendant une
semaine conduit a une augmentation significative des teneurs en eCB dans le cerveau de rat
adulte (Artmann et al., 2008). L'équipe de Berger a mené une étude chez les animaux
nouveaux-nés (Berger et al., 2001). Une formule en lait maternisé déficiente en AA et DHA
induit une diminution des teneurs d’AEA et de 2-AG dans le cerveau chez le porcelet alors
qgu’un régime riche en AA induit une augmentation des teneurs d’AEA dans le cerveau chez
la souris en cours de développement (Berger et al., 2001). Parallelement, Watanabe et al
(2003) ont montré qu’un régime riche en DHA administré pendant 6 semaines chez la souris
au cours du développement induit une diminution des teneurs en 2-AG dans le cerveau. Le
DHA aurait un effet inhibiteur sur la synthese de 2-AG dans le cerveau (Watanabe et al.,
2003).

Les AGPI régulent aussi le systéme endocannabinoides (Lafourcade et al., 2011,
Larrieu et al., 2012). En effet, des études montrent qu'un régime déficient en AGPI n-3
depuis la gestation jusqu’a I'aAge adulte altere la signalisation dépendante du récepteur CB1
dans le cortex préfrontal et I'hippocampe associé a une altération du comportement
émotionnel de type dépressif (Lafourcade et al., 2011, Larrieu et al., 2012, Bazinet and Laye,
2014). Thomazeau et al. montrent dans le méme modéle que ce régime déficient en AGPI n-
3 altére également la LTP dépendante des endocannabinoides (Thomazeau et al., 2017).

B. Les oxylipines

Une partie des effets biologiques attribués aux AGPI est due a la formation de
dérivés lipidiques issus de I'oxydation des AGPI appelés oxylipines. Ces métabolites sont
synthétisés par l'action de différentes enzymes comme les cyclooxygenases, les
lipoxygenases, les cytochromes P450 et les époxydes hydrolases (Gabbs et al., 2015). lls
sont principalement formés a partir de 'ALA, de 'EPA et du DHA pour les AGPI n-3 et du LA
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et de I'AA pour les AGPI n-6. Ces métabolites agissent localement et ont une demi-vie trés
courte de la seconde a la minute et ne sont donc pas stockés.

Les oxylipines dérivés des AGPI n-6 regroupent les prostaglandines, les leucotriénes,
les thromboxanes, les lipoxines et les acides hydroxytetraénoiques (HETE) qui ont un réle
principalement pro-inflammatoire. A l'opposé, les dérives des AGPI n-3 ont des propriétés
anti-inflammatoires. Ills regroupent des meédiateurs impliqués dans la résolution de
inflammation comme les marésines, les neuroprotectines, les résolvines et des médiateurs
impliqués dans la régulation de [linflammation comme les acides hydroxy-
octadécadiénoiques (HODE), les prostaglandines, les leucotrienes, les thromboxanes, et les
HETE (Gabbs et al., 2015).

Ces médiateurs lipidiques dérivés des AGPI font I'objet de la 3°™® partie bibliographique.

Ill. LES MEDIATEURS LIPIDIQUES DERIVES DES AGPI : ACTEURS CLES DE
LA RESOLUTION DE L’ INFLAMMATION

3.1 LA RESOLUTION DE L’ INFLAMMATION

La réponse inflammatoire aigué est un mécanisme protecteur spontanément résolutif,
permettant la réparation des tissus et I'élimination de pathogénes pour un retour a
’homéostasie. Elle doit étre finement régulée et efficace.

La résolution de l'inflammation a longtemps été considérée comme un processus passif.
Cependant, lidentification de médiateurs endogénes bioactifs démontra que ce processus
est actif et hautement régulé. Il contréle les cellules immunitaires, atténue les signes
cardinaux de l'inflammation (décrit dés le 1°" siécle : rubor et tumor cum colore et dolore -
rougeur, chaleur, gonflement et douleur, et dans certains cas perte de fonctions) via la
diminution de la production de facteurs pro-inflammatoires et 'augmentation de facteurs anti-
inflammatoires et active les processus de phagocytose et d’apoptose nécessaires au retour
a ’homéostasie (Serhan et al., 2015, Sugimoto et al., 2016) (Figure 12).
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Figure 12 Processus moléculaires et cellulaires impliqués dans I'inflammation périphérique et

sa résolution (Adapté de Sugimoto et al., 2016)

La découverte la plus importante du 20° siécle concernant la résolution de
linflammation est basée sur les travaux de Charles N. Serhan qui a mis en évidence et
caractérisé ces médiateurs spécialisés de la résolution (SPM) aux propriétés anti-
inflammatoires et pro-résolutives en périphérie (Serhan et al., 2000). L’anti-inflammation se
refere principalement a I'action d’inhibition, par exemple [inhibition de [infiltration de
neutrophiles est un phénomene anti-inflammatoire, tandis que la pro-résolution consiste en
l'activation de processus tel que la phagocytose ou I'apoptose. Les SPM regroupent les
résolvines, la maresine 1 et les protectines dérivés des AGPI n-3 et la lipoxine A4 dérivée de
'AA. lls doivent remplir les critéres suivants (Sugimoto et al., 2016) :

- Arréter : limiter ou bloquer linfiltration de neutrophiles

- Réguler : contréler I'expression des cytokines et chemokines

- Détruire : induire I'apoptose des neutrophiles et la phagocytose par les macrophages

- Transformer : reprogrammer le phénotype des macrophages (classique vers phagocytaire)

- Abandonner : retour des cellules non-apoptotiques dans le sang, élimination des cellules
immunitaires

- Informer : guider les cellules immunitaires

- Soigner : induire la réparation tissulaire, le retour a ’lhoméostasie.
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Les SPM orchestrent la réponse inflammatoire dans diverses pathologies a composante
inflammatoire telles que les infections bactériennes, la colite, la péritonite, I'arthrite,
'endométriose ou encore des pathologies respiratoires, rénales ou cérébrales (Serhan et al.,
2015, Serhan, 2017).

Un défaut de résolution de linflammation, ou une activation continue de la réponse
inflammatoire, peut étre néfaste pour les tissus et entrainer le développement de pathologies
inflammatoires chroniques (Freire and Van Dyke, 2013). Par exemple, une diminution des
SPM dans les plaques d’athérome entraine leur instabilité et contribue aux pathologies
cardiaques (Serhan, 2017). Plusieurs facteurs peuvent contribuer a I'échec de la résolution :
une diminution des apports en EPA et DHA, un polymorphisme des enzymes impliquées
dans la synthése des SPM ou un dysfonctionnement des récepteurs aux SPM.

Dés le 11°™ siécle, la notion de « résolvant » a été utilisée pour décrire un traitement de
linflammation (Serhan, 2011). L’identification de sa composition et des réles et fonctions des
substances impliquées dans I'inflammation a débuté au début du 20°™ siécle.

Les prostaglandines ont été initialement identifiees dans les années 1930 par U Von
Euler comme des substances endogenes actives qui causent la contraction des muscles
lisses. La découverte des prostaglandines a valu le prix Nobel de médecine a Sune K.
Bergstrom, Bengt |. Samuelsson, John R. Vane décerné en 1982. lIs ont décrit la structure et
le métabolisme des prostaglandines et les fonctions essentielles des thromboxanes et des
leucotrienes. Ces composés sont regroupés sous le terme d’eicosanoides. Le terme
eicosanoides, du grec « eikosi » le nombre vingt, se référe initialement aux lipides bioactifs
générés a partir d’AGPI a 20 atomes de carbone comme I'AA et 'EPA (Khanapure et al.,
2007) mais il est plus généralement utilisé pour désigner la majorité des métabolites dérivant
des AGPI : les octadecanoides dérivés du LA et de I'ALA, les eicosanoides dérives de
'acide dihomo-y linolénique (DGLA), de I'AA et de 'EPA et les docosanoides dérives du
DHA. Ces métabolites ont un effet bref et agissent a proximité du site de synthese.

Plus tard, Serhan et al (Serhan et al., 2000) décrivent la nouvelle famille de
meédiateurs lipidiques, les SPM, générés a partir du DHA, de 'EPA et de 'AA. lIs contrélent

la durée et l'intensité de I'inflammation pour un retour efficace a 'homéostasie.

Les prostaglandines et les leucotrienes générées dans la phase initiale de
linflammation vont induire la transcription des enzymes nécessaires pour la synthése des

lipoxines a partir de '’AA mais aussi des résolvines et protectines générées a partir des AGPI
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n-3 (Levy et al.,, 2001, Serhan and Savill, 2005). L'ensemble des métabolites lipidiques
dérivés des AGPI n-3 et n-6 est regroupé sous le terme oxylipines (Figure 13 dans I11.1.3).

La détection et la quantification de ces composés ont été rendues possibles grace
aux avancées technologiques dans le domaine de la lipidomique au cours de ces derniéres
années. La technique de choix est la méthode de chromatographie liquide couplée a la
spectrométrie de masse (LC-MS/MS) permettant de séparer une centaine d’oxylipines
différentes sur une colonne de silice greffée en C18 (type Zorbax SB-C18) (Le Faouder et
al.,, 2013). Ces composés ont été identifiés dans de nombreux échantillons biologiques
comme le plasma, le sérum, le cerveau, les exsudats péritonéaux, le liquide de lavage
bronchoalvéolaire (Hong et al., 2003, Hong et al., 2007, Yang et al., 2009b, Le Faouder et
al., 2013, Dasilva et al., 2014). Les analyses transcriptomiques et protéomiques complétent
cette analyse car elles permettent d’identifier les génes impliqués dans les voies de synthése
des oxylipines et leurs régulations.

3.2 VOIES DE SYNTHESE

L’AA, 'EPA et le DHA sont convertis en oxylipines par trois types d’enzymes : les
cyclooxygenases (COX), les lipoxygenases (LOX) et les cytochromes P450 (CYP450)
(Gabbs et al., 2015). Les oxylipines regroupent les familles des prostaglandines, des
leucotrienes, des médiateurs de résolution de linflammation (résolvines, marésines et
protectines), des acides dihydroxy-eicosatriénoique (diHEtrE), epoxy-eicosatriénoique (EET),
hydroxy-eicosapentaénoique (HEPE), hydroxy-eicosatétraénoique (HETE), hydroxy-
docosahexaénoique (HpDHA) et oxo-eicosatétraénoique (oxo-ETE) (Figure 13).
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Figure 13 Principales voies de synthése des oxylipines (Adapté de Gabbs et al., 2015)

(AA : acide arachidonique, COX: cyclooxygenase, CYP :cytochrome P450, diHEtrE : acide dihydroxy-
eicosatriénoique, DHA : acide docosahexaénoique, EET : acide epoxy-eicosatriénoique, EPA : acide
eicosapentaénoique, HEPE : acide hydroxy-eicosapentaénoique, HETE : acide hydroxy-eicosatétraénoique,
HpDHA: acide  hydroxy-docosahexaénoique, LOX: lipoxygénase, oxoETE: acide oxo-

eicosatétraénoique,sEH : époxyde hydrolase).

Les principales enzymes impliquées dans la synthése des oxylipines sont la COX-2,
la LOX-15, la LOX-5 et les CYP 450. Elles peuvent générer a la fois des métabolites a partir
de 'AA, du DHA et de 'EPA. Elles ont été identifiées dans différentes régions et cellules du

cerveau (Tableau 6).

79



INTRODUCTION

AA PG et TX série 2 (Cao et al., 1996, Quan et

L al., 1998, Tomimoto et al.,
- Cellules endothéliales, 2000, Hoozemans et al.

neurones, cellules microgliales 2001, Nadjar et al., 2005,

EO2 EPA PG et TX série 3 -Hippocampe, cortex, Hewett et al., 2006, Yiangou
et al., 2006, Cristino et al.,
amygdale 2008, Chung et al., 2010,
Gabbs et al., 2015)
AA 15-HETE, 12-HETE (Conrad, 1999, Pratico et al.,
-Neurones, cellules gliales 2004, Cristino et al., 2008
- DHA 17-HpDHA ) ’ i
Lol P -Cortex préfrontal, hippocampe Gabbs et al., 2015, Shalini
EPA 15-HEPE etal., 2017)
AA 5-HETE
15-HETE LX série 4
EPA 5-HEPE (Jatana et al., 2006, Chinnici

-Neurones, cellules gliales
9 et al., 2007, lkonomovic et al.,

5-LOX 5-HEPE LT série 5 b
-Cortex, I'hippocampe, cervelet 2008, Gabbs et al., 2015)

15-HEPE LX série 5
17-HpDHA RV série D
18-HEPE RV série E

AA EET et 16-20 HETE  .Neurones, astrocytes, (Gabbs et al., 2015, Huang

CYP EPA 18-HEPE vaisseaux sanguins etal., 2016)

Tableau 5 Oxylipines synthétisées et localisation cérébrale des principales enzymes
impliquées (AA: acide arachidonique, COX: cyclooxygenase, CYP :cytochrome P450, DHA : acide
docosahexaénoique, EET : acide epoxy-eicosatriénoique, EPA : acide eicosapentaénoique, HEPE : acide
hydroxy-eicosapentaénoique, HETE : acide eicosatétraénoique, HpDHA : acide hydroxy-docosahexaénoique,
LOX : lipoxygénase, LT : leucotriene, LX : lipoxine, oxoETE : acide oxo-eicosatétraénoique, PG : prostaglandine,
RV : résolvine, TX : thromboxane)

A. Roéle de la COX-2 dans le cerveau

Il existe deux isoformes de la COX-2: la COX-2 inductible (COX-2i) et la COX-2
constitutive (COX-2c). En périphérie, les COX-2i et COX-2c ne sont pas régulées par les

mémes voies transcriptionnelles qui sont elles-mémes dépendantes du tissu ou elles se
trouvent (Kirkby et al., 2016). Dans le cerveau, la COX-2i est activée par la voie NF«xB
(Nadjar et al., 2005) tandis que la voie de transcription de la COX-2¢ dans le cerveau n’est ni
régulée par NFxB ni par le facteur de transcription des cellules T activées (NFAT) contrélant
son expression dans les reins par exemple (Kirkby et al., 2016).

Au niveau central, dans les premieres phases de linflammation induite par des
cytokines ou des inducteurs de cytokines comme le LPS, la COX-2 contribue a la production
des prostaglandines et des thromboxanes (Davidson et al., 2001, Salinas et al., 2007,
Engstrom et al., 2012). L'expression de la COX-2 est précoce en réponse au LPS, elle est
exprimée tres rapidement dans la premiére vague de l'inflammation (Czapski et al., 2010).
Dans le SNC, elle joue un r6le dans la régulation de la pression sanguine cérébrale
(Davidge, 2001), elle facilite la nociception et contribue a I'hypersensibilité a la douleur
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(Masferrer et al., 1994, Seibert and Masferrer, 1994), elle semble réguler la plasticité
neuronale (Murray and O'Connor, 2003, Hewett et al., 2006) et est également impliquée
dans le stress oxydatif (Hewett et al., 2006). COX-2 joue donc un rOle spécifique dans le
fonctionnement neuronal normal mais une surexpression de COX-2 peut étre associée a la
neurotoxicité décrite lors d'une ischémie cérébrale, d’épilepsie et de pathologies
neurodégénératives (Minghetti, 2004, Hewett et al., 2006).

B. Réle des LOX-15 et LOX-5 dans le cerveau

Dans le cerveau, les LOX les plus abondantes sont la LOX-5 et la LOX-15. Les fonctions

de ces enzymes sont complexes et ont été a lorigine associées a de nombreuses
pathologies (Mashima and Okuyama, 2015). L’expression des LOX-5 et LOX-15 en réponse
a un stimulus inflammatoire se fait dans la seconde vague de la réponse inflammatoire dans

I'hippocampe (Czapski et al., 2010, Birnie et al., 2013).

La LOX-15 est impliquée dans la neurodégénérescence et la neurotoxicité de par sa
capacité a augmenter le stress oxydatif cérébral dans des modéles de maladie d’Alzheimer
(Pratico et al., 2004, Wang et al., 2015) et d’ischémie cérébrale (Yigitkanli et al., 2017).
Cependant, la LOX-15 est également impliquée dans des fonctions neuroprotectrices (Sun et
al., 2015). En effet, linhibition de la LOX-15 engendre des altérations cognitives
dépendantes de I'hippocampe (Shalini et al., 2017).

La LOX-5 peut elle aussi avoir des fonctions pro- ou anti-inflammatoires, en fonction de
sa localisation cellulaire. En effet, elle favorise la synthése de leucotrienes pro-
inflammatoires lorsqu’elle se trouve dans le noyau tandis qu’elle facilite la production de
LxA4 anti-inflammatoire lorsqu’elle est dans le cytoplasme (Fredman et al., 2014). Dans le
cerveau il a été montré que linhibition de la LOX-5 est protectrice car elle entraine une
inhibition de la voie NFxB protégeant des dommages cérébraux (Jatana et al., 2006). Avec

'age, I'expression de la LOX-5 augmente dans I'hippocampe (Chinnici et al., 2007).

C. Rdle des CYP450 dans le cerveau

Les CYP450 interviennent dans un grand nombre de réactions d’oxydoréduction. Chez

les mammiferes, il existe une cinquantaine de CYP différentes divisées en 4 familles (CYP1
a 4) et sous-familles (Christmas, 2015).

Le réle des CYP450 est large et complexe. Les epoxydes (EET) générés par les familles
enzymatiques CYP2C et CYP2J ont des propriétés anti-inflammatoires dans les monocytes
et les macrophages (Bystrom et al., 2011, Fleming, 2011, Nebert et al., 2013, Gilroy et al.,
2016). De plus, ils induisent la vasodilatation des artéres cérébrales régulant ainsi la
pression sanguine (Huang et al., 2016). lls peuvent étre dégradés par des époxydes
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hydrolases solubles (sEH). L’inhibition de ces sEH permet donc d’augmenter le taux des
époxydes synthétisés par les CYP450 et de potentialiser leurs effets (Fleming, 2011). Via la
génération de 20-HETE, la famille des CYP4A et CYP4F régulent la pression sanguine
cérébrale de par leur potentiel vasoconstricteur (20-HETE) (Christmas, 2015). En plus des
AGPI, les CYP sont impliquées dans le métabolisme des stéroides, des hormones et des
drogues dans le cerveau impactant ainsi sur 'humeur, la mémoire ou la cognition (Ferguson
and Tyndale, 2011).

D. Roéle thérapeutique de l'inhibition des COX, LOX et sEH

Afin de limiter I'inflammation, de nombreuses études se sont focalisées sur I'inhibition des

enzymes de synthése des oxylipines afin d’évaluer leurs réles thérapeutiques.

COX — La découverte de la COX-2 a déclenché le développement d’'une nouvelle famille
d’anti-inflammatoire non stéroidiens (NSAIDs). L’aspirine a été la premiére drogue anti-COX,
et la plus utilisée, créée en 1899. C’est en 1971 que Vane découvre son mécanisme d’action
anti-inflammatoire, anti-analgésique et anti-pyrétique via I'inhibition de COX par acétylation
(Vane and Botting, 2003). L’inhibition de COX-2 a des effets anti-inflammatoires par
inhibition de la production de prostaglandines (Cortet and Duquesnoy, 1991). De
nombreuses études ont aussi constaté que l'utilisation de NSAIDs était associée a la
prévention de I'apparition des symptdémes liés a la maladie d’Alzheimer, ralentissant ainsi le
déclin cognitif. lls permettent aussi de réduire la dégénérescence de neurones
dopaminergiques impliqués dans la maladie de Parkinson (Patrignani et al., 2005). La COX-
2, lorsqu’elle est acétylée par I'aspirine, ne perd pas complétement son activité enzymatique,
elle ne produit plus de prostaglandines mais elle continue a synthétiser des molécules
impliquées dans la résolution de l'inflammation comme les résolvines, les protectines et la
lipoxine A4 aux propriétés anti-inflammatoires (Serhan, 2014, Lucido et al., 2016).

Cependant, les COX étant impliquées dans de nombreuses fonctions homéostatiques,
linhibition de leur activité a été remise en cause de par leur toxicité rénale et gastro-
intestinale (Patrignani et al., 2005). Il a aussi été décrit que l'inhibition de COX-2 pouvait
augmenter le risque de thrombose (Antman et al., 2007). Ce traitement peut donc étre contre
indiqué chez des patients a risque cardiovasculaire.

LOX - L’inhibition de la voie de la LOX-5 entraine une diminution de la production de
leucotrienes et atténue la réponse inflammatoire (Martel-Pelletier et al., 2003, Lin et al.,
2014). L'utilisation du zileuton en tant qu’inhibiteur de la LOX-5 a permis de montrer des
améliorations de la mémoire dans un modele d’Alzheimer chez la souris (Rossi et al., 2010,
Di Meco et al.,, 2014). Etant donné que linhibition de la COX-2 se traduit par une
augmentation de I'oxydation de I'AA par la LOX-5 en leucotriénes, l'utilisation d’'une drogue
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inhibant a la fois la LOX-5 et la COX-2 constitue une nouvelle stratégie a développer qui
permettrait ainsi de diminuer la production de leucotrienes et de prostaglandines afin de
traiter 'inflammation (Martel-Pelletier et al., 2003).

CYP450 - De nombreux modéles inflammatoires sont caractérisés par une diminution de
l'activité des CYP450 (Aitken et al., 2006, Xu et al., 2006, Christmas, 2015). L’inhibition de la
sEH, I'enzyme dégradant les produits d’oxydation des CYP450, est une autre stratégie
permettant d’atténuer la réponse inflammatoire aigué et d’améliorer la survie des souris
(Schmelzer et al., 2005, Zhou et al., 2017).

3.3 ROLES BIOLOGIQUES ET MECANISMES D’ACTION DES OXYLIPINES

Les oxylipines jouent un r6le essentiel dans la régulation de linflammation aigué et
chronique (Serhan and Savill, 2005). Elles ne sont pas stockées mais sont synthétisées de
novo a partir des AGPI précurseurs (Serhan, 2014). Chaque métabolite lipidique a un role
précis dans la réponse complexe a l'inflammation et a la résolution de l'inflammation (Gabbs
et al.,, 2015). Leur action est dirigée par I'activation de récepteurs spécifiques (Spite and
Serhan, 2010).

Les leucotriénes, les thromboxanes et les prostaglandines vont initier et propager
linflammation. Elles contribuent a I'apparition de la douleur, de la fievre et participent a la
progression de linflammation (Serhan, 2014). Elles vont ensuite activer I'expression des
enzymes permettant la synthese des SPMs pour stimuler la résolution de linflammation
(Levy et al., 2001, Serhan, 2014) (Figure 14).

o Inflammation aigué Résolution
igna -
inflammatoire Home'ostasle
RvD1 -
\x\“ PGE2 & MaR1 —
— LxB4 _—~ PD1
PGI2 ) . = RVE1
PEeD2—* LTB4 — LxA4
TxA2
Changement
de classe de
mediateurs
lipidiques

Figure 14 Contribution des oxylipines au cours du temps de I'initiation de I'inflammation a la
résolution (Adapté de Serhan, 2014)

Les métabolites dérivés des AGPI n-3 ou SPMs permettent de limiter lintensité de
linflammation et de stimuler un retour a ’homéostasie via leurs fonctions pro-résolutives et

anti-inflammatoires (Serhan, 2014). Une résolution compléte de linflammation exige une
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clairance des tissus affectés, des cellules apoptotiques ou encore des débris cellulaires
(Sugimoto et al., 2016). Ces métabolites exercent leurs actions a des concentrations de
l'ordre du nanomolaire sur des récepteurs spécifiques (Serhan, 2014). Par comparaison le
DHA agit a des concentrations de l'ordre du uM sur ses récepteurs et n’est pas capable
d’activer les récepteurs des SPMS a des concentrations de I'ordre du nM (Krishnamoorthy et
al., 2012). Les SPMs pourraient donc étre de bons candidats pour le design d’essais
cliniques thérapeutiques. En effet, une premiére étude interventionnelle clinique menée par
Resolvyx Pharmaceuticals, Inc, a montré une efficacité d’'un analogue de la RvE1, le
« navamepent », administré localement dans une solution ophtalmique chez 'lHomme atteint
du syndrome de sécheresse oculaire a composante inflammatoire (Serhan, 2017). Wu et al.
(Wu et al., 2013b) ont aussi révélé l'efficacité de la LxA4 comme traitement de 'eczéma chez

'enfant (traitement local en creme).

Le réle biologique et le mécanisme d’action des oxylipines dérivés de I'AA, de 'EPA et du
DHA impliquées dans la régulation de l'inflammation seront développés dans la prochaine
partie, en ciblant particulierement leurs fonctions dans le SNC.

A. Prostaglandines de la série 2
Le r6le des prostaglandines dans l'inflammation est complexe. Elles maintiennent les

fonctions homéostatiques mais sont aussi impliquées dans des mécanismes pathologiques
contribuant au développement des signes cardinaux de [linflammation. Ainsi, elles
présentent des fonctions a la fois de promotion mais aussi d’atténuation de l'inflammation
(Ricciotti and FitzGerald, 2011). Elles sont produites par la plupart des cellules et agissent

par voie autocrine et paracrine.

Les prostaglandines (PG) de la série 2 sont synthétisées a partir de 'AA. L'AA est
d’abord métabolisé en PGH2 qui est par la suite métabolisé en PGF2a, PGD2, 14d-PGJ2,
PGI2 et PGE2. Ces molécules agissent via I'activation de récepteurs spécifiques (Figure 15).

AA—%2__, pGH2

PGsynthasel |
| | |
PGF2a <— PGD2— 15d-PGJ2 PGI2 PGE2
l J—J‘ﬁ l v 2 l < v
DP1 DP2 PPAR-y EP1 EP2 EP3 EP4

Figure 15 Voie de synthése des prostaglandines et leurs récepteurs (Adapté de Ricciotti et
FitzGerald, 2011) (EP: récepteur a PGE2, DP: récepteur a PGD2, IP: récepteur a PGI2, FP: récepteur
a PGF2a).
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La PGE2 est la prostaglandine la plus abondante dans le corps et elle présente de
nombreuses activités biologiques. En condition inflammatoire, elle est impliquée dans les
signes cardinaux de linflammation, la rougeur, les gonflements et la douleur car elle
provoque la dilatation et la perméabilité du systeme vasculaire, régule I'expression de
cytokines et agit sur les neurones sensoriels (Ricciotti and FitzGerald, 2011). Ses récepteurs
sont exprimés dans le cerveau. Son récepteur EP2 est le mieux décrit, il est présent dans les
neurones du cortex, de I'hippocampe et du striatum et dans le systéme vasculaire cérébral
(Candelario-Jalil et al., 2005, Huang et al., 2016, Sugimoto et al., 2016). Dans le cerveau, la
PGE2 se distingue par son double réle. En effet, selon le récepteur activé, la PGE2 peut
avoir un rble neuroprotecteur en limitant la production de cytokines pro-inflammatoires
(Brenneis et al.,, 2011) mais également neurotoxique via linduction de stress oxydatif
(Montine et al., 2002) dans des modeles d’excitotoxicité, de neuroplasticité et
d’apprentissage spatial (Ricciotti and FitzGerald, 2011, Jiang and Dingledine, 2013). Suite a
une ischémie cérébrale, la PGE2 est fortement augmentée dans I'hippocampe (Marcheselli
et al.,, 2003). De nombreuses études ont démontré que le blocage ou la délétion du
récepteur EP1 avait des fonctions bénéfiques dans la régulation de la pression sanguine
cerébrale, dans la diminution de la taille d’'un infarctus et dans I'amélioration de la survie
neuronale hippocampique lors d'une ischémie (reviewed in Huang H 2015). Au contraire,
lactivation d’EP2 entraine une vasodilation et réduit la taille de l'infarctus traduisant sa
fonction cérébro-protectrice (Huang et al., 2016). EP4 exerce également une protection
neuronale et vasculaire dans des modeles d’AVC (Liang et al., 2011).

La PGI2, n’est pas une prostaglandine mais une prostacycline. C’est un puissant
vasodilatateur et un médiateur important de la douleur et des cedémes définissant
linflammation (Ricciotti and FitzGerald, 2011). Expérimentalement, la demi-vie de la PGI2
étant trés courte, c’est son produit de dégradation la 6-keto-PGF1a qui est habituellement
mesurée (Yu et al., 2014).

La PGD2 a été identifiée dans le cerveau et la moelle épiniére (Narumiya et al., 1982).
Elle est impliquée dans la régulation du sommeil mais aussi dans la perception de la douleur.
Elle peut étre métabolisée en 15d-PGJ2 et en PGF2a. La 15d-PGJ2, est impliquée dans la
résolution de l'inflammation. Il a été démontré qu’elle pouvait agir via les récepteurs DP1 et
DP2 mais aussi qu’elle exerce des effets neuroprotecteurs via PPAR-y (Scher and Pillinger,
2005, Yagami et al., 2017). La PGF2a est impliquée dans linflammation aigué et est
associée a la libération de radicaux libres (Ricciotti and FitzGerald, 2011). Au niveau du
SNC, elle contribue notamment aux dommages cérébraux induits par une ischémie (Saleem
et al., 2009).
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B. Thromboxanes de la série 2

La TxA2 est un métabolite instable de 'AA avec une demi-vie de quelques secondes,
elle est rapidement dégradée en TxB2 inactive par une voie non-enzymatique (Figure 16).
Ainsi, dans la littérature, le dosage de TxB2 est utilisé afin d’évaluer les teneurs en TxA2 (Li
et al.,, 2017). Via l'activation de son récepteur TP, elle est impliquée dans l'agrégation
plaguettaire, la contraction des muscles et l'activation de la réponse inflammatoire
endothéliale (Ricciotti and FitzGerald, 2011).

AA COX-2 PGH2 TxA2 synthase TXA2 non enzymatique TxB2
!

Figure 16 Voie de synthése de la TxA2 et son récepteur TP

Dans le cerveau, la microglie est la source principale de TxA2 (Giulian et al., 1996). Par
contre le récepteur TP est exprimé dans divers types cellulaires tels que les astrocytes, la
microglie et les oligodendrocytes (Kitanaka et al., 1995, Nakahata et al., 1995, Blackman et
al., 1998). La stimulation du récepteur TP induit une augmentation de la libération de I'lL-6
par les astrocytes, de la prolifération et de la survie des oligodendrocytes et de la
production de I'lL-1B et du NO dans les cellules microgliales (Yang et al., 2016). Il a été
démontré que I'équilibre entre PGI2 et TxA2 joue un rdle important dans la réponse
ischémique cérébrale notamment dans la protection neuronale via la régulation de la
pression sanguine cérebrale (Nishimaki and Seki, 1999, Yu et al.,, 2014). La TxA2 est
impliquée dans la vasoconstriction et PGI2 dans la vasodilatation (Zhou et al., 1999, Miller et
al., 2007).

C. Leucotrienes de la série 4

Les leucotrienes (LT) sont synthétisées a partir de I'AA et sont des agonistes des
récepteurs BLT et CysLT (Figure 17) (Sharma and Mohammed, 2006, Peters-Golden
and Henderson, 2007).

AA—2¢ s HETE 9%, LTA4
LTsynrhase‘ |
LTC4, LTDA4, LTE4 LTB4
¢—‘—¢ vk—‘—#
CysLT1 CyslLT2 BLT1 BLT2

Figure 17 Voie de synthése des leucotriénes et leurs récepteurs
Au niveau du SNC, les leucotrienes semblent impliquées dans la propagation de
linflammation et des dommages cérébraux (Zakharov et al., 2017). En effet, dans des
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modeles d’ischémie cérébrale (Marcheselli et al., 2003, Wang et al., 2008b), de
vieillissement (Chinnici et al., 2007), ou des modéles de maladie d’Alzheimer (Di Meco et al.,
2014), les taux de LTB4 augmentent fortement, en paralléle avec I'expression de la LOX-5.
Les taux des LTC4, LTD4 et LTE4 sont aussi élevés suite a un traumatisme cérébral
(Schuhmann et al.,, 2003). D’ailleurs, il a été démontré que le récepteur CysLT2 était
impliqué dans l'activation microgliale induite par le LPS (Chen et al., 2015) tandis que le
récepteur CysLT1 joue un réle dans I'établissement des dommages neuronaux et dans
I'astrogliose lors d’'une ischémie cérébrale (Fang et al., 2006). Il a aussi été mis en évidence
que les leucotriénes peuvent contribuer a linfiltration des agents pathogenes a travers la
BHE (Zhu et al., 2010). Pour finir, ils contribuent a I'apparition de la douleur induite par des
lésions de la moelle épiniere (Noguchi and Okubo, 2011). De fagon intéressante, I'inhibition
de la LOX-5 dans un modéle de la maladie d’Alzheimer permet de diminuer les taux de LTB4
dans le cerveau et d’améliorer les fonctions cognitives (Di Meco et al., 2014). De plus, des
souris KO pour le récepteur CysLT1 présentent une inhibition du comportement de type
dépressif, des déficits de mémoire et de la neurotoxicité, troubles induits par le LPS (Chen et
al., 2017a, Lin et al., 2017).

D. Lipoxines

Le terme lipoxine est un acronyme de « produit d'interaction des lipoxygenases ». La
lipoxine A4 (LxA4) et son isomére la lipoxine B4 (LxB4) sont les principales formes
physiologiques. Elles sont synthétisées a partir de 'AA via I'action séquentielle de LOX
(Figure 18). La COX-2 en présence d’aspirine peut également former des aspirin-trigerred
lipoxines (AT-LxA4) (Maderna and Godson, 2009). La lipoxine A4 est un agoniste du
récepteur ALX/Fpr2 (formyl peptide receptor 2) et un agoniste partiel du récepteur CysLT
(Figure 18) (Maderna and Godson, 2009). La LxB4 ne se lie pas au récepteur ALX/Fpr2, son

récepteur n’a pas encore éte identifié (Romano et al., 2007).
LOX-15 LOX-5

AA 15-HETE LTA4
LOX-5 COX-2 acétylée
[ 1 1
LxB4 LxA4 AT-LxA4 AT-LxB4

RN, R
.

CysLT  ALXIFpr2

Figure 18 Voie de synthése des lipoxines et leurs récepteurs
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La LxA4 a été identifiée dans le cerveau (Kim, 1989) et son récepteur ALX/Fpr2 est
exprimé dans la microglie, les astrocytes et les neurones (Wada et al., 2006, Wang et al.,
2011a, Abdelmoaty et al., 2013, Medeiros et al., 2013, Wang et al., 2015). Son role a été
considérablement décrit dans les modéles expérimentaux d’'ischémie cérébrale. Elle diminue
linflammation et linfiltration des neutrophiles induites par une hémorragie cérébrale et
améliore les fonctions neurologiques en réduisant la phosphorylation de la MAPK P38 (Guo
et al., 2016). De plus, une administration intrathécale ou sous-cutanée de LxA4 diminue
I'activation microgliale induite par une lésion de moelle épiniére ou dans le modéle de souris
transgénique de la maladie d’Alzheimer (Medeiros et al., 2013, Martini et al., 2016). Ces
changements sont associés a une diminution des déficits cognitifs de mémoire et
d’apprentissage (Medeiros et al., 2013). La LxA4 diminue I'expression des cytokines pro-
inflammatoires via l'inhibition de NFkB, de la phosphorylation des MAPKs ERK, P38 et JNK
(Wang et al., 2011a, Martini et al., 2016) et le blocage de la production d’espéce réactive de
l'oxygéne ROS (Wu et al., 2013a). Il a aussi été suggéré que le potentiel neuroprotecteur de
la LxA4 passait par sa liaison a PPAR-y (Sobrado et al., 2009).

La LxA4 peut également interagir avec le systéme endocannabinoide en améliorant
l'affinité de l'anandamine pour son récepteur CB1 et potentialisant ainsi les effets de
'anandamine (Pamplona et al., 2012, Pertwee, 2012). C’est aussi via le récepteur CB1 que
la LxA4 joue un rdle neuroprotecteur en améliorant les performances de mémoire altérées
chez des animaux injectés i.c.v. avec des peptides B-amyloides (Pamplona et al., 2012).
Dans le modéle de souris triple transgénique 3xTg-AD de la maladie d'Alzheimer, une
administration d’AT-LxA4 en sous cutanée améliore également les performances cognitives
des animaux et réduit les taux d’AB (Dunn et al., 2015). Il est a noter que dans le cerveau
post-mortem de patients déments, les taux de LxA4 sont significativement diminués (Wang
et al., 2015). La LxA4 joue aussi un r6le direct dans la prolifération et la différentiation des
cellules souches neuronales (Wada et al., 2006).

Un analogue synthétique stable de la LxA4 moins sensible a la dégradation enzymatique,
la LxA4 methyl ester possede aussi des propriétés bénéfiques dans le cerveau. Au cours
d’'une ischémie cérébrale, la LxA4-methyl ester injectée en i.c.v. améliore les fonctions
cognitives, diminue la taille du volume de linfarctus, atténue I'apoptose neuronale, inhibe
l'activation microgliale et réduit le statut pro-inflammatoire et la production de lipides
péroxydés (Ye et al., 2010, Jin et al., 2014).

E. EET
Les EETs sont générés a partir de I'AA par les CYP450 et sont transformés par la sEH
en acides dihydroxyeicosatriénoique (DIHETrEs), métabolites inactifs (Figure 19). De
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nombreuses études ont démontré leurs puissants effets anti-inflammatoires et
vasodilatateurs (Campbell and Fleming, 2010). lls ont été initialement identifiés dans les
cellules endothéliales comme régulateurs de la pression sanguine et de I'état inflammatoire
(Theken et al., 2011).

AA

CYP 450

5,6-EET 8,9-EET 11,12-EET 14,15-EET

lsEH lsEH JSEH lsEH

5,6-DIHETrE 8,9-DIHETrE  11,12-DIHETrE 14,15-DIHETrE

TRP4 GPCR PPAR-a PPAR-y

Figure 19 Voie de synthése des EETs et leurs récepteurs

Dans le cerveau, les EETs sont produits dans les cellules endothéliales des vaisseaux
sanguins, les astrocytes et les neurones (lliff et al., 2010, Huang et al., 2016). lls agissent
directement sur les récepteurs TRPV4 (transient receptor potentiel vanilloide), PPAR-q,
PPAR-y et un GPCR putatif non-identifié (lliff et al., 2010) et sont des antagonistes sélectifs
du récepteurs TP (Behm et al., 2009). lls sont impliqués dans la dilatation des artéres
cérébrales via I'ouverture des canaux K* (5,6-,8,9- et 11,12-EET), dans la régulation de
'angiogénése corticale via leur libération par les astrocytes (5,6-,8,9-,11,12- et 14,15-EET),
dans la libération de neurohormones (5,6-,8,9-,11,12- et 14,15-EET) et dans l'inflammation
(lliff et al., 2010). lls ont été également décrits comme anti-apoptotiques, anti-oxydants et
anti-thrombotiques (lliff et al., 2010). De fagon intéressante, il a été démontré dans un
modeéle d’inflammation induite au LPS, que linhibition de sEH, permettant d’augmenter les
taux d’'EETs, constitue un traitement efficace pour diminuer la production des cytokines pro-
inflammatoires et le NO dans le plasma et augmenter le taux de lipoxines, suggérant le rdle
important des EETs dans la résolution de l'inflammation (Schmelzer et al., 2005, Huang et
al., 2016). Dans le cerveau de souris KO pour le géne sEH, I'expression des cytokines pro-
inflammatoires diminue suite a une ischémie cérébrale par rapport aux animaux contrdle
(Koerner et al., 2008).

L’EPA est le précurseur de prostaglandines et thromboxanes de la série 3 et de
leucotrienes de la série 5. Pendant longtemps, on a cru que ces produits pouvaient étre
impliqgués dans les actions bénéfiques attribuées a 'EPA. Cependant, la découverte en
parallele de la résolvine E1 synthétisée a partir de 'EPA a remis en cause ces études car la
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RVE1 est le métabolite dérivé de 'EPA le plus puissant biologiquement par rapport a ces
autres dérives (Serhan et al., 2000).

A. Prostaglandines et thromboxanes de la série 3 et leucotrienes de la série 5
L’EPA peut étre converti par la COX-2 en PGH3. La PGH3 peut ensuite étre

convertie en PGI3, PGE3 et TxA3. La TxA3 a une trés faible activité biologique, plus faible

que la TxA2. Elle jouerait un réle dans I'agrégation plaquettaire et la vasoconstriction (James
et al., 2000, Calder and Grimble, 2002). La PGI3 aurait a l'inverse des propriétés de
vasodilatation favorisant des processus anti-thrombotiques (Jumpsen, 1995). La PGE3 n’est
que trés peu synthétisée in vivo. Cependant, il a été montré in vitro, qu’une administration de
PGE3 diminue significativement la production de TNF-a et d’IL-13 (Miles et al., 2002). Le rdle
de ces métabolites dans le SNC a été trés peu étudié. Shimizu et al. comparent la PGE2 et
la TxA2 a la PGE3 et la TxA3 respectivement et montre que I'administration intracérébrale
de PGES et TxA3 est beaucoup moins efficace pour augmenter les taux de noradrénaline et
catécholamines (Shimizu and Yokotani, 2009). De plus, 'EPA peut aussi étre métabolisé en
leucotrienes de la série 5. La LTB5 serait impliquée dans I'agrégation et la migration des
neutrophiles et la libération des enzymes lysosomales (Terano et al., 1984).

Cependant, Serhan, en 2008, décrit que ces prostaglandines, leucotrienes et
thromboxanes dérivés de 'EPA sont synthétisées pour remplacer ceux dérivés de I'AA mais
gu’elles sont dépourvues d’activité biologique comparés a ceux dérivés de 'AA (Serhan et
al., 2008).

B. Résolvines de la série E
L'EPA est le précurseur de la RvE1, RvE2 et RvE3. La plus connue, la RvE1, a

initialement été identifiée dans les exsudats de souris (Serhan 2000 J Exp Med). La RvE1
(racide 5S, 12R, 18R-tri-hydroxy-6Z, 8E, 10E, 14Z, 16E-eicosapentaénoique) est
synthétisée a partir de 'EPA par la COX-2 acétylée ou CYP450 qui génére le 18-HEPE, puis
la LOX-5 convertit la 18-HEPE en RvE1. La RvE1 se lie directement a son récepteur GPCR,
ChemR23 ou CMKLR1 (chemokine-like receptor 1) (Ohira et al., 2010). C’est également un
agoniste partiel du récepteur a la LTB4, BLT1 (Arita et al., 2007) (Figure 20)

COX-2acétylé
EPA —2UCYP40_, 18 HEPE — 2, RVE1

BLT1 ChemR23

Figure 20 Voie de synthése de la résolvine E1 et ses récepteurs.
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La RvE1 fait partie des SPMs donc, par définition, contréle la résolution de 'inflammation
dans de nombreuses pathologies telle que I'inflammation des voies aériennes (Haworth et
al., 2008, El Kebir et al., 2012), la colite (Ishida et al., 2010), ou encore les pathologies
oculaires (Tian et al., 2009, Li et al., 2010). Elle diminue le recrutement des neutrophiles et
augmente l'activité phagocytaire des macrophages (Schwab et al., 2007).

Au niveau du SNC, la RvE1 et son précurseur, le 18-HEPE ont été détectés dans
I'hippocampe alors que I'EPA est présent en trés faible quantité dans le cerveau (Chen et al.,
2011, Orr et al., 2013, Siegert et al., 2017). Son récepteur ChemR23 a été identifié dans le
cortex préfrontal, I'hippocampe et le cervelet (Guo et al., 2012), dans les cellules microgliales
(Graham et al., 2009) et les neurones (Xu et al.,, 2010). ChemR23 est fortement exprimé
dans les neurones, les cellules microgliales et les astrocytes de I'hippocampe post-mortem
de patients atteints de la maladie d’Alzheimer (Wang et al., 2015). Cette augmentation de
I'expression du récepteur est un processus compensatoire face a une diminution des taux de
RVvE1 dans le cerveau des patients atteints de la maladie d’Alzheimer (Wang et al., 2015). La
RVE1 joue directement sur les cellules microgliales. In vitro, elle inhibe I'activation microgliale
et la libération de cytokines pro-inflammatoires (Xu et al., 2013b). /n vivo, elle module le profil
inflammatoire et I'activation microgliale (Xu et al., 2013b, Harrison et al., 2015). Elle prévient
également I'apparition de la douleur dans un modéle de douleurs neuropathiques (Xu et al.,
2013b).

Le DHA est le précurseur de la protectine D1 (PD1), de la marésine 1 (MaR1) et des
résolvines de la série D (RvD) qui font partie de la famille des SPMs aux propriétés pro-
résolutives et anti-inflammatoires (Spite and Serhan, 2010) (Figure 21)

DHA

COX-2 acétylée

17S-HpDHA 17R-HpDHA 14R-HpDHA

PD1 17S-RvD1-6 17R-PD1 17R-RvD1-6 MaR1

Figure 21 Voie de synthése des dérivés du DHA

A. Neuroprotectine D1

La PD1, ou la 10,17S-docosatriéne, a été identifiée dans le sang, les neutrophiles
péritonéaux et dans le cerveau en réponse a un stimulus au zymozan (Hong et al., 2003).
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Marcheselli et al. mesurent sa production dans I'hippocampe lors de la récupération suite a
une ischémie cérébrale (Marcheselli et al., 2003). On parle de neuroprotectine D1 (NPD1)
lorsque la PD1 est produite dans le SNC. Elle est synthétisée a partir du DHA par la LOX-5
et la LOX-15 (Hong et al., 2003). La COX-2 acétylée est responsable de la synthése de
'aspirin-trigered PD1 (AT-PD1 ou AT-NPD1) qui aurait de puissants effets protecteurs
(Bazan et al., 2012). Malgré la découverte des nombreux effets biologiques anti-
inflammatoires et pro-résolutifs de la PD1 (ou NPD1) et de 'AT-PD1 (ou AT-NPD1), le
récepteur a la PD1 n’a pas encore été identifié (Zhu et al., 2016).

En périphérie, elle est synthétisée au cours de la résolution de I'inflammation apres
une infection ou lors d’'un stress oxydatif (Blaho et al., 2009, Yanes et al., 2010). La PD1
protege des dommages en limitant la migration et linfiltration des neutrophiles et stimule la
phagocytose des macrophages (Hong et al., 2003, Schwab et al., 2007). Elle régule la
production des cytokines, des chemokines et de COX-2 en inhibant NFkB (Bannenberg et

al., 2005) et atténue le stress oxydatif (Gonzalez-Periz et al., 2006).

Les travaux de Bazan ont mis en évidence le réle majeur joué par la NPD1,
synthétisée dans les cellules de I'épithélium pigmentaire de la rétine, dans la protection de la
dégénérescence de la rétine via la stimulation de protéines anti-apoptotiques et I'inhibition de
FIL-18 (Mukherjee et al., 2004). Elle inhibe le stress oxydatif des cellules épithéliales de la
rétine et stimule leur prolifération (Bazan, 2009, Calandria and Bazan, 2010). La création de
nouveaux vaisseaux sur la couche choroide de I'ceil est une des causes de la dégérescence
maculaire (Sheets et al., 2013). Un traitement ophtalmique avec la NPD1 permet d’atténuer
cette neovascularisation via la redistribution et la ramification des cellules microgliales
entourant la Iésion de I'ceil (Sheets et al., 2013). Bazan et al. ont décrit également la fonction
hypoexcitatrice de la NPD1 car elle permet d’'atténuer les crises épileptiques (Musto et al.,
2011, Musto et al., 2015).

Dans le SNC, les taux de NPD1 augmentent considérablement dans I'hippocampe
lors d’une ischémie cérébrale ou suite a une injection aigué centrale de LPS (Marcheselli et
al., 2003, Orr et al., 2013). La NPD1 limite ainsi l'infiltration des neutrophiles, la signalisation
des génes pro-inflammatoires en ciblant NFkB et réduit la taille de linfarctus induit par
lischémie (Marcheselli et al., 2003, Bazan et al., 2012, Yao et al.,, 2013). De facon
intéressante, les taux de NPD1 diminuent dans I'hippocampe de patients atteints de la
maladie d’Alzheimer (Lukiw et al., 2005). Plus particulierement, elle joue un réle dans la
survie cellulaire (Calandria et al., 2015a, Calandria et al., 2015b) via I'induction de protéines
anti-apoptotiques et atténue la réponse pro-inflammatoire lors d’'une exposition a I'A (Lukiw
et al., 2005, Bazan, 2008). Ces fonctions neuroprotectrices seraient exercées via la
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régulation d’un sous-type du facteur nucléaire NFkB, c-REL, qui induit I'expression d’'un
inhibiteur de I'apoptose (Asatryan and Bazan, 2017).

La NPD1 joue aussi un role dans I'atténuation de la douleur en inhibant les courants
induits par TRPV1 et la production de TNF-a dans la moelle épiniere (Park et al., 2011).

B. Marésine 1

La marésine 1 (MaR1) a été identifiée dans les macrophages péritonéaux (Serhan et al.,
2009, Dalli et al., 2013b). Elle est synthétisée a partir du DHA par la LOX-15 et la LOX-5
(Serhan et al., 2009). Son récepteur a la MaR1 n’a pas encore été identifié (Zhu et al., 2016).

La MaR1 est impliquée dans la résolution de I'inflammation, elle prévient l'infiltration des
neutrophiles et augmente la phagocytose des neutrophiles apoptotiques par les
macrophages dans le modeéle de péritonite induit par injection de zymozan (Serhan et al.,
2009). La MaR1 stimule également la régénération tissulaire du ver planaire, modéle
classiqguement utilisé pour évaluer les propriétés de régénération tissulaire d’'une molécule
(Serhan et al., 2012). Dans le modéle de colite caractérisé par une inflammation chronique
chez le rongeur, la MaR1 permet de diminuer I'expression de cytokines pro-inflammatoires et
de diminuer les dommages du colon en inhibant la voie NFkB et en activant le phénotype M2
des macrophages (Marcon et al., 2013).

La MaR1 est un inhibiteur de la douleur induite in vivo par injection intra-plantaire de
capsaicine et augmente également le seuil de tolérance a la douleur (Serhan et al., 2012).
Elle agit notamment en bloquant le courant du récepteur TRPV1 exprimé dans les neurones
sensoriels et impliqué dans la douleur (Serhan et al., 2012, Park, 2015).

La MaR1 et son précurseur le 14S-HpDHA, ont été identifiés récemment dans
I'hippocampe de la souris (Orr et al.,, 2013). Dans les tissus cérébraux post-mortem de
patients atteints de la maladie d’Alzheimer, les taux de MaR1 sont diminués (Zhu et al.,
2016). Dans cette pathologie, son rdle est de stimuler la phagocytose des plaques AB par les
cellules microgliales et de diminuer les taux de marqueurs inflammatoires. Ainsi, une
diminution en MaR1 contribue a la progression de la pathologie d’Alzheimer (Zhu et al.,
2016). De plus, elle diminue la mort neuronale in vitro induite par la staurosporine (Zhu et al.,
2016). Par ailleurs, Xian et al. (2016) ont montré dans un modéle d’ischémie cérébrale,
qu’une injection ic.v. de MaR1 diminue significativement la taille de linfarctus, atténue

linflammation et réduit ainsi les déficits neurologiques (Xian et al., 2016).
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C. Résolvines de la série D

La famille des résolvines de la série D inclue la RvD1, la RvD2, la RvD3, la RvD4,
RvD5 et la RvD6 synthétisées a partir du DHA.

La RvD1 est la résolvine la plus étudiée car elle posséde des propriétés biologiques
anti-inflammatoires et pro-résolutives puissantes. Son rble sera développé dans le chapitre
suivant (l11.3.4).

Role des résolvines de Ila série D en périphérie

Les résolvines ou trinydroxy-DHA ont été identifiées dans les exsudats péritonéaux
de souris aprés traitement a I'aspirine (Serhan et al., 2002). Serhan montre a cette époque
dans un modéle animal de péritonite que ces produits issus du DHA inhibent I'inflammation a
des doses proches du ng et diminue l'infiltration des neutrophiles (Serhan et al., 2002).

Plus tard, la stéréochimie de la RvD2, RvD3, RvD4 et la RvD5 et leurs propriétés
anti-inflammatoires ont été caractérisées (Spite et al., 2009, Dalli et al., 2013a, Winkler et al.,
2016). La RvD2 et la RvD5 protégent contre les infections bactériennes et les septicémies
(Spite et al., 2009, Chiang et al., 2012). La RvD2 prévient l'infiltration des leucocytes via la
production de NO aux propriétés anti-adhérentes et inhibe la production de cytokines
améliorant ainsi la clairance des microbes (Spite et al., 2009, Serhan and Petasis, 2011). La
RvD5 diminue le taux de bactéries présentes dans la circulation sanguine et les exsudats,
améliore la phagocytose et contre-régule le niveau des marqueurs pro-inflammatoires
(Chiang et al., 2012). La RvD3 joue également un réle anti-inflammatoire et pro-résolutif
(Serhan et al., 2002, Dalli et al., 2013a, Arnardottir et al., 2016). Ainsi, par définition, elle
inhibe linfiltration des neutrophiles, augmente la phagocytose des macrophages, atténue la
production des cytokines pro-inflammatoires et augmente la production de I'lL-10 (Serhan et
al., 2002, Dalli et al., 2013a). Elle est synthétisée tardivement dans la phase de la résolution
de l'inflammation une fois que les taux de RvD1, D2 et D5 sont revenus a un niveau de base
et participe a la réduction de la production de prostaglandines, thromboxanes et leucotrieénes
(Dalli et al., 2013a). La RvD4 est présente constitutivement dans les exsudats suite a une
infection, elle stoppe Tlinfiliration des neutrophiles et augmente la phagocytose des
macrophages (Winkler et al., 2016).

Réle des résolvines de la série D dans le SNC

Serhan et al. montrent en 2002 qu’un traitement avec les résolvines identifiées dans
les exsudats péritoneaux inhibe I'expression de I'lL-13 dans les cellules microgliales (Serhan
et al., 2002). Plus tard, la RvD2, la RvD4 et la RvD5, ont été identifiées dans le cerveau de
souris et dans le sang chez 'Homme (Mas et al., 2012, Orr et al., 2013, Hashimoto et al.,
2015, Winkler et al., 2016).

94



INTRODUCTION

La RvD2 limite I'activation des cellules microgliales et inhibe la voie de signalisation
du TLR4/NFxB (Tian et al., 2015). De plus, une injection intrathécale chronique de RvD2
prévient I'apparition des altérations comportementales développées suite a linjection
centrale de LPS (Tian et al., 2015). Elle prévient également les comportements de type
dépressif induits par une injection i.p. de LPS en régulant le complexe mMTORC1 (Deyama et
al., 2017). D’ailleurs, dans un modéle du syndrome de douleurs chroniques (fioromyalgie)
chez la souris, elle inhibe le phénomeéne de nociception et permet de maintenir des taux de
sérotonine adéquats dans le cerveau réduisant ainsi le comportement de type dépressif
associé a cette pathologie (Klein et al., 2014). Les taux de RvD5 sont diminués dans le
cerveau de patients atteints de la maladie d’Alzheimer mais son réle dans le cerveau n’a pas
été déterminé (Zhu et al., 2016).

A. Mécanisme d’action et fonctions de la RvD1 en périphérie

Biosynthese de la RvD1

La synthése de la RvD1 implique une série d’'oxygénation par les LOX-15 et LOX-5.
Le DHA est d’abord converti par la LOX-15 en 17S-hydroxyperoxy-DHA (17S-HpDHA) ou
par la COX-2 acétylée en 17R-HpDHA (Sun et al., 2007). Ensuite, I'action de la LOX-5
conduit a la formation de l'acide 7S,S 8R,17S-trihydroxy-4Z, 9E, 11E, 13Z, 15E, 19Z-DHA
(17S-RvD1) ou de l'acide 7S,S 8R,17R-trihydroxy-4Z, 9E, 11E, 13Z, 15E, 19Z-DHA (17R-
RvD1) appelé aussi aspirin-trigerred RvD1 (AT-RvD1) (Sun et al., 2007, Recchiuti, 2013)
(Figure 22). La 17S-RvD1 est rapidement métabolisée par une eicosanoide oxydoréductase
en 17-oxo-RvD1, métabolite biologiquement inactif par rapport a la RvD1 (~10% de I'activité
de la RvD1) (Sun et al., 2007). La 17R-RvD1 est quant a elle plus résistante a la dégradation
par I'eicosanoide oxydoreductase (Sun et al., 2007).

Figure 22. Structure de la 17S-RvD1 (A) et de la 177R-RvD1 (B)
Récepteurs de la RvD1
L’action de la RvD1 est conduite via des récepteurs couplés a la protéine G,
ALX/Fpr2 (chez le rongeur) et GPR32 (chez '’Homme) (Recchiuti, 2013). Elle active
ALX/Fpr2 et GPR32 a des concentrations de I'ordre du picomolaire avec une concentration
efficace médiane (EC50) de 1,2 pM et 8,8 pM respectivement (Krishnamoorthy et al., 2010)
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mais elle induit des changements biologiques a des concentrations de I'ordre du nM (Sun et
al., 2007, Krishnamoorthy et al., 2010).

Dans les monocytes et neutrophiles, en absence de stimulation, ALX/Fpr2 est
présent sur la membrane plasmique (Maderna et al.,, 2010). Lorsque les cellules sont
stimulées, ALX/Fpr2 est internalisé dans le cytoplasme en 15 min et retourne dans la

membrane au bout de 60 min (Maderna et al., 2010) (Figure 23).

Contréle LxA4

Figure 23 Internalisation du récepteur ALX/Fpr2 suite a sa stimulation par la LxA4 (Maderna et

al., 2010). Microscopie confocale des cellules Hela transfectées avec ALX/FPR2 marqué (vert).

Une surexpression d’ALX/Fpr2 et de GPR32 en réponse a la RvD1 entraine une
augmentation de la phagocytose par les macrophages tandis que leur délétion diminue la
réponse phagocytaire (Perretti et al., 2002, Krishnamoorthy et al., 2010, Cooray et al., 2013).
L'inflammation module également I'expression de ces récepteurs. L'expression d’ALX/Fpr2
et de GPR32 sur la surface des monocytes humains cultivés in vitro est augmentée par une
stimulation au zymosan alors que I'exposition au TNF-a et au TGF-B n'a aucun effet
(Krishnamoorthy et al., 2010). Cependant, I'lL-1B8 dans les fibroblastes et I'lL-13 et I'IFN-y
dans les entérocytes in vitro stimulent I'expression d’ALX/Fpr2 (Gronert et al., 1998, Sodin-
Semrl et al., 2000).

Mécanismes d’action de la RvD1

La RvD1 régule I'expression de micro-ARN (miARN) afin de contrdler la durée et
lintensité de l'inflammation (Figure 24) (Fredman and Serhan, 2011, Recchiuti et al., 2011).
Les miARNSs sont des petites séquences non-codantes d’ARN d’une 203" de nucléotides. lls
se lient de fagon complémentaire a la région 3’'UTR de génes cibles et vont soit réprimer leur
traduction en protéines, soit les dégrader, soit les stabiliser. lls contrblent la réponse
inflammatoire via la régulation de genes de la voie de signalisation des TLRs, notamment
dans les macrophages (Alam and O'Neill, 2011). La RvD1, via linteraction avec ses
récepteurs, augmente I'expression des miR-21, miR-146b et miR-219 et diminue I'expression
des miR-208a dans les macrophages et les exsudats péritonéaux (Recchiuti et al., 2011,
Krishnamoorthy et al., 2012). miR-21 est essentiel a la production d’IL-10. miR-146b régule a
la baisse la transcription de cytokines, de chemokines et de leur récepteur ainsi que des
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protéines impliquées dans la voie de signalisation du LPS telles que LBP, TRAF6 et IKK.
miR-219 diminue la transcription du récepteur au TNF-a, TNFR1 et de la LOX-5. miR-208a
atténue I'expression de la « Programmed Cell Death 4 » (PDCD4), une molécule régulant
I'activation de NFkB et diminuant la production de I'lL-10 (Recchiuti et al., 2011).

RvD1

- ?"" Macrophage/
wlvlonocyle

o 8
microARN

Exsudat Genes

L cylokines,
chemokines, ¢—

meédiateurs lipidiques

Figure 24 Mécanisme d'action de la RvD1 (Adapté de Fredman et
Serhan, 2011)

Fonctions biologiques de la RvD1 en périphérie

La RvD1 contréle la réponse inflammatoire dans de nombreux modéles animaux via
ses propriétés anti-inflammatoires et de résolution. Les taux endogéenes de RvD1 diminuent
au début de l'induction d’une inflammation puis augmentent lors de la phase de résolution
(Sun et al., 2014). La 17S-RvD1 et la 17R-RvD1 sont biologiquement actives, cependant la
17R-RvD1 (ou AT-RvD1) est statistiquement plus puissante que la 17S-RvD1 car elle est

plus résistante a l'inactivation (Sun et al., 2007).

Réle dans I'inflammation aigué

La RvD1 se lie spécifiguement aux neutrophiles polymorphonucléaires (PMN) et aux
monocytes avec une forte affinité. Elle réduit I'expression de CD11b a la surface de ces
cellules (Krishnamoorthy et al., 2010), ce qui inhibe leur infiltration dans des modeles
d’'inflammation aigué (Recchiuti, 2013, Recchiuti et al., 2014). De plus, elle stimule la
phagocytose par les monocytes des cellules apoptotiques et des bactéries (Recchiuti, 2013).
En effet, les macrophages M1 pro-inflammatoires sont convertis en macrophages M2
impliqués dans la régénération et la réparation des tissus (Rossi et al., 2015, Vasconcelos et
al., 2015). Elle inhibe la translocation de NFkB dans le noyau et la phosphorylation de IkB
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(Recchiuti et al., 2011) diminuant ainsi les taux de marqueurs pro-inflammatoires. Ceci a été
mis en évidence dans des modeles de Iésions pulmonaires aigués (Wang et al., 2011a, Liao
et al., 2012), de colite (AT-RVD1, Bento 2011) et d’inflammation oculaire (Rossi et al., 2015).
En paralléle, la RvD1 diminue les taux de leucotrienes, thromboxanes et prostaglandines
(Mustafa et al., 2010, Dartt et al., 2011, Fredman et al., 2014). Un analogue synthétique de
la RvD1 (le benzo-diacetylenic-17R-RvD1-methyl ester), dont la structure plus stable résiste
a sa rapide inactivation, réduit l'intervalle de résolution de l'inflammation in vivo suite a une
infection bactérienne et stimule la phagocytose in vitro par les macrophages stimulés au
zymozan (Orr et al., 2015).

Réle dans I'inflammation chronique

La RvD1 joue également un r6le dans les pathologies inflammatoires chroniques telles
que l'obésité, I'athérosclérose et le diabéte dans lesquelles elle induit une diminution de
'accumulation des macrophages dans le tissu adipeux et régule la production de cytokines
(Recchiuti, 2013). Le diabéete et I'obésité sont caractérisés par a une stéatose hépatique
associée a un stress du réticulum endoplasmique des hépatocytes pouvant provoquer une
augmentation de l'inflammation et des Iésions cellulaires hépatiques. La RvD1 permet de
diminuer le stress des hépatocytes affectés par la stéatose hépatique et d’atténuer leur
apoptose via la régulation de la voie JNK (Jung et al., 2014). Au niveau inflammatoire, la
RvD1 diminue l'infiltration des neutrophiles, transforme les macrophages pro-inflammatoires
en macrophages anti-inflammatoires et diminue I'expression de I'adipokine inflammatoire
(Titos et al., 2011, Rius et al., 2014).

Le syndrome de Sjogren est une maladie auto-immune inflammatoire chronique se
traduisant notamment par une inhibition de la fonction sécrétrice des glandes salivaires. Un
traitement systémique chez le rongeur avec de I'AT-RvD1 permet d’améliorer la fonction
secrétrices des glandes salivaires mais egalement de diminuer I'expression de marqueurs
pro-inflammatoires et d’activer le phénotype M2 des macrophages dans I'épithélium salivaire
(Easley et al., 2016, Wang et al., 2017a).

Dans les pathologies liées a la consommation de tabac telle que des bronchites
chroniques ou 'emphyséme, la RvD1 limite l'infiltration des neutrophiles dans les poumons,
la libération de cytokines pro-inflammatoires et polarise les macrophages vers un phénotype
M2 (Hsiao et al., 2013, Kim et al., 2016).

La RvD1 est impliguée dans la réduction de la douleur au méme titre qu’un
analgésique tel que la morphine ou les inhibiteurs de COX-2 (Xu et al., 2010). Elle atténue
hypersensibilité thermique et mécanique en inhibant I'activité des récepteurs a la douleur
TRPVA1, TRPVA3 et TRPVA4 (Bang et al., 2010). Dans un modéle d’arthrite caractérisé par
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une inflammation chronique, I'AT-RvD1 présente des propriétés anti-hyperalgésiques,
diminue la production de PGE2 et augmente la production de SPM (Lima-Garcia et al., 2011,
Norling et al., 2016).

B. Fonctions de la RvD1 dans le cerveau

Mise en évidence de la RvD1 dans le cerveau

In vitro, Hong et al. ont mis en évidence la production de la 17S-RvD1 dans des
cellules gliales aprés traitement au DHA et stimulation inflammatoire (Hong et al., 2003). /n
vivo, Marcheselli et al. ont identifié la RvD1 dans le cerveau de souris aprés induction d’'une
ischémie cérébrale (Marcheselli et al., 2003) (Figure 25). Une injection i.v. de DHA induit une
augmentation des teneurs cérébrales en DHA associée a une augmentation des teneurs en
RvD1 suggérant la métabolisation du DHA en RvD1 (Mulik et al., 2016). De plus, les
enzymes de synthese de la RvD1, LOX-15 et LOX-5, sont largement distribuées dans le
cerveau suggérant que la RvD1 peut étre produite (Shalini et al., 2017). D’ailleurs, la délétion
du géne de la LOX-15 induit une chute massive de la production de la RvD1 dans le cerveau
(Shalini et al., 2017).

10 -
17R-HDHA

8 L

B L

4t Resolvin 7,8,17R-triHDHA

(Resolvin D1)
2 L
0 7, 17R-diHDHA

0 5 10 15 20 25

Heures de reperfusion aprés lischémie cérébrale

Figure 25 Accumulation de la résolvine D1 (Resolvin 7,8,17R-triHDHA) dans I'hippocampe. Les
souris ont été prétraitées avec de I'aspirine avant 'induction d’une ischémie par occlusion de l'artere

cérébrale (Marcheselli et al., 2003).

Fonctions biologiques de la RvD1 dans le SNC
Etudes chez ’lHomme

Chez I'Homme, l'effet de la RvD1 a principalement été étudié chez des patients
atteints de la maladie d’Alzheimer. Cette maladie est caractérisée par une augmentation de
l'activation microgliale et des taux de cytokines pro-inflammatoires dans le cerveau de
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patients déments (Giriffin et al., 1989, Cagnin et al., 2001). De fagon intéressante, les taux de
RvD1 dans le liquide céphalo-rachidien sont corrélés positivement avec I'amélioration des
fonctions cognitives des patients déments (Wang et al., 2015). En effet, la RvD1 serait
impliqguée dans la phagocytose de I'AB. In vitro, la RvD1 induit une augmentation de la
phagocytose de I'AB par les macrophages isolés de patients atteints de la maladie
d’Alzheimer (Mizwicki et al., 2013, Famenini et al., 2017). Ainsi, la chute des taux de RvD1
dans le cerveau de patients atteints de la maladie d’Alzheimer pourrait contribuer a la
progression de la maladie.

Etudes chez le rongeur

La RvD1 prévient le déclin cognitif

Des études récentes ont mis en évidence un réle protecteur de la RvD1 dans
'apparition de déficits cognitifs. L’équipe de Terrando a montré qu’une injection i.p. de 17R-
RvD1 restaure la transmission et la plasticité synaptique et prévient I'astrogliose et le déclin
cognitif dans un modéle d’inflammation systémique (Terrando et al., 2013). Au contraire, une
inhibition de la LOX-15 associée a une diminution de la production de la RvD1, induit une
altération de la plasticité synaptique et une altération de la mémoire de travail (Shalini et al.,
2017).

Un traumatisme cérébral est caractérisé par un développement de troubles moteurs
et cognitifs, de troubles du sommeil, une activation microgliale et une perte neuronale
hippocampique (Luo et al., 2014, Harrison et al., 2015). Suite a une ischémie cérébrale, le
précurseur endogene 17S-HpDHA de la 17S-RvD1 s’accumule dans I'hippocampe tandis
qu’un traitement a I'aspirine permet d’'observer une accumulation de la production de la 17R-
RvD1 dans I'hippocampe (Marcheselli et al., 2003)(Figure 25). Ainsi, la RvD1 semble jouer
un réle important dans la phase de récupération suivant une ischémie cérébrale. En effet,
une administration chronique en ip. pendant 7 jours de 17R-RvD1 permet de prévenir les
déficits cognitifs et d’'atténuer les troubles moteurs mais n’améliore pas [I'activation
microgliale et la qualité du sommeil (Harrison et al., 2015). De plus, les souris transgéniques
Fat-1 ont un taux élevé de RvD1 dans I'hippocampe et présentent une amélioration des
déficits cognitifs et de la survie neuronale et une diminution de I'activation astrocytaire et
microgliale observée suite a une ischémie cérébrale (Luo et al., 2014). Ces effets sont
accompagnés d’une atténuation du statut pro-inflammatoire (Luo et al., 2014).

La RvD1 améliore le statut inflammatoire du SNC

La RvD1 permet également d’atténuer le statut pro-inflammatoire du SNC. En effet,
une injection intrathécale de 17R-RvD1 permet de diminuer la libération de TNF-a dans la
moelle épiniere (Abdelmoaty et al., 2013). Orr et al. ont montré de fagon intéressante qu’une
injection i.c.v. chronique du précurseur de la RvD1, la 17S-HpDHA, entraine une diminution
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de lI'expression des marqueurs hippocampiques pro-inflammatoires IL-18 et TNF-a induits
par injection cérébrale aigué de LPS (Orr et al., 2013). Cependant, ces auteurs ne détectent
pas de RvD1 dans I'hippocampe mais de la NPD1 et suggérent donc que I'effet de la 17S-
HpDHA est di a sa conversion en NPD1 dans leur modéle (Orr et al., 2013).

La RvD1 prévient le comportement de type dépressif

Dans différents modéles induisant des comportements de type dépressif chez le
rongeur (modele de stress chronique ou ischémie du myocarde), une injection de RvD1
diminue significativement les comportements de type dépressif évalués par le test de nage
forcé et par le test de suspension par la queue (Gilbert et al., 2014, Ishikawa et al., 2017).

L’apparition de comportement de type dépressif associée a la douleur peut également
étre prévenue par une injection intrathécale de 17R-RvD1qui atténue la survenue et la
sensation de la douleur et restaure les taux de dopamine et de glutamate dans le cerveau
(Abdelmoaty et al., 2013, Klein et al., 2014).

Etudes in vitro

L’effet de la RvD1 a été testé sur différents types cellulaires du cerveau. Dans les
cellules microgliales BV-2 en culture, la RvD1 potentialise I'effet de I'lL-4 anti-inflammatoire
dans l'activation du phénotype phagocytaire M2 de la microglie (Li et al., 2014). Au niveau
des astrocytes en culture primaire, elle diminue la libération de TNF-a induite par injection de
LPS (Abdelmoaty et al., 2013). Au niveau des neurones issus des ganglions spinaux, la
RvD1 induit une augmentation de la croissance des neurites (Shevalye et al., 2015).

Toutes ces études suggérent que la RvD1 pourrait jouer un réle majeur dans la
régulation de pathologies a composante inflammatoire et notamment dans le cadre de
pathologies neuroinflammatoires.

3.4 IMPACT DES MODULATIONS NUTRITIONNELLE ET INFLAMMATOIRE
SUR LA SYNTHESE DES MEDIATEURS LIPIDIQUES

Nous avons vu au cours des chapitres précédents que la consommation d’AGPI induit des
variations des taux d’AGPI dans le cerveau. Les taux des médiateurs lipidiques ainsi que
l'expression de leurs enzymes de synthése sont également sensibles aux apports
différentiels en AGPI.
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A. Impact sur les enzymes de synthese des médiateurs lipidiques

Un régime déficient en AGPI n-3 provoque une augmentation de I‘expression de la
COX-2 dans le cortex préfrontal suggérant une augmentation des dérivés pro-inflammatoires
synthétisés a partir de 'AA (Rao et al., 2007). A l'inverse, un régime déficient en AGPI n-6
induit une diminution de I'expression de la COX-2 et une augmentation de I'expression de la
LOX-15 (Kim et al., 2011). De fagon intéressante, Taha et al. montrent que les animaux
nourris avec un régime déficient en AGPI n-6 sont protégés de I'augmentation de I'activité de
la COX-2 observée dans le groupe déficient en AGPI n-3 en réponse au LPS (Taha et al.,
2017).

B. Impact sur les teneurs des métabolites lipidiques

Un apport nutritionnel différentiel en AGPI modifie les niveaux d’oxylipines dans les
organes périphériques et le cerveau.

Chez 'Homme, une supplémentation de l'alimentation en DHA (1,7 g/j) et en EPA
(0,6 g/j) pendant 6 mois induit une augmentation des teneurs en LxA4 et RvD1 libérées par
les cellules mononuclées du sang de patients atteints de la maladie d’Alzheimer par rapport
au groupe placebo (Wang et al., 2015).

Chez I'animal, un apport nutritionnel enrichi en EPA et en DHA (140mg EPA+110mg
DHA/kg animal) chez le rat 4gé permet d’augmenter la production de dérivés issus du DHA
comme la PD1, la RvD1, la RvD2 et les 7-,10-, et 17-HDoHE, de la 5-HEPE dérivé issus de
'EPA et de diminuer la production des prostaglandines dérivées de I'AA comme la PGE2, la
PGD2 et la PGF2a dans le cortex cérébral (Hashimoto et al., 2015). De fagon comparable, la
consommation d’EPA et de DHA sous forme d’ester éthylique chez la souris adulte pendant
un mois diminue les concentrations des prostaglandines et thromboxanes de la série 2 dans
le cerveau (Ostermann et al., 2017). Ces apports en DHA et en EPA conduisent également a
la diminution dans le plasma et les organes périphériques des métabolites dérivés des AGPI
n-6 et une augmentation des dérivés des AGPI n-3 (Balvers et al., 2012a, Lazic et al., 2014,
Hashimoto et al., 2015). Une étude montre que le régime supplémenté en huile de poisson
(PEPA et le DHA représentant chacun 9% des acides gras totaux) chez la souris induit une
augmentation des taux de RvD1 dans le plasma (Shevalye et al., 2015).

Chez les souris Fat-1, 'augmentation de la teneur en EPA au niveau du cerveau se
traduit par une augmentation des HEPEs dérivés de 'EPA (Siegert et al., 2017). L’absence
de modification des taux de DHA et d’AA dans le cerveau des souris Fat-1 est associée a
'absence de modification des taux d’HpDHA et de HETE.
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A linverse de ces études portant sur I'effet de I'enrichissement des membranes en
AGPI n-3 sur les teneurs en dérivés bioactifs, une étude chez le rongeur a montré qu’un
apport alimentaire, a des doses croissantes en LA depuis le sevrage et pendant 15
semaines, augmente les taux de métabolites générés a partir du LA et de 'AA et diminue les
taux des métabolites issus de 'EPA dans le cortex et dans le plasma de rats (Taha et al.,
2016).

La nutrition lipidique, a laquelle I'individu est exposé durant toute sa vie, semble donc
jouer un réle important dans la synthése et le profil en médiateurs lipidiques bioactifs.

Une inflammation périphérique et/ou centrale peut étre causée par différents stimuli
tels qu’une injection de LPS, de zymozan ou encore une lésion cérébrale. L'inflammation est
aussi une composante des pathologies neurodégénératives telles que la maladie
d’Alzheimer. De nombreuses études ont mis en évidence une modulation du profil en
oxylipines et de leurs enzymes de synthése dans les organes périphériques et dans le
cerveau dans différents modéles d’inflammation aigué et chronique.

A. Impact sur les enzymes de synthese des médiateurs lipidiques

Une inflammation peut induire des changements plus radicaux qu’une modulation
nutritionnelle sur I'expression des enzymes de synthése des oxylipines. En effet, chez le rat,
un traumatisme cérébral induit une augmentation de I'expression de la COX-2, mais aussi de
la LOX-5, de la LOX-15 et de nombreuses isoformes de CYP450 dans I'hippocampe et le
cortex suggérant une altération de toutes les voies de synthése des oxylipines pro- et anti-
inflammatoires (Birnie et al., 2013). Le LPS régule aussi I'expression de ces enzymes. Une
forte dose de LPS injectée directement en i.c.v. augmente I'activité de la cPLA2, qui libére
'AA des membranes, et I'activité de la COX-2 dans le cerveau (Rosenberger et al., 2004,
Taha et al., 2017).

Par ailleurs, in vitro dans les monocytes et les cellules dendritiques, un traitement
avec les cytokines anti-inflammatoires IL-4 ou IL-13 augmente la production de la LOX-15 et
diminue la production de la LOX-5 (Nassar et al., 1994, Spanbroek et al., 2001).

B. Impact sur les teneurs en médiateurs lipidiques

Etudes chez ’lHomme
Wang et al. ont montré que les taux de LxA4 et de RvD1 dans le LCR de patients
atteints de la maladie d’Alzheimer sont corrélés positivement avec les capacités cognitives et
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mnésiques de ces patients (Wang et al.,, 2015). De plus, l'analyse du LCR et de
'hippocampe post-mortem de ces patients a révélé une diminution des taux de LxA4 et la
LOX-15. Ces résultats suggérent que la résolution de linflammation est altérée chez ces
patients atteints de la maladie d’Alzheimer.

D’autres études ont observés des effets de I'inflammation sur les taux de médiateurs
lipidiques en périphérie. Chez des patients infectés par le virus influenza, un taux élevé de
cytokines est associé a des taux élevés de médiateurs lipidiques dérivés du DHA, de 'EPA
et de 'AA comme la 17-HpDHA, la 15-HEPE, la PGE2 et la TxB2 dosées dans le liquide de
lavage nasal (Tam et al., 2013). De plus, une étude a évalué les teneurs en eicosanoides
dans l'urine de patients volontaires ayant recu une injection en i.v. de LPS et observe une
augmentation de prostaglandine PGF2a et 6-keto PGF1a et de TxB2 (McAdam et al., 2000)

Etudes chez I'animal

Au niveau périphérique, chez le rongeur, il a été décrit qu'une inflammation induite
par une injection ip. de LPS ou de zymozan induit une augmentation de la majorité des
oxylipines issues des AGPI n-6 et n-3 dans le plasma, le foie, le tissu adipeux et liléum
(Yang et al., 2009b, Balvers et al., 2012b, Le Faouder et al., 2013). Une inflammation induite
par la bactérie B. burgdorferi entraine une production massive des eicosanoides HETEs et
des époxydes dérivés de I'AA dans les articulations chez le rongeur (Dumlao et al., 2012).

Au niveau central, l'ischémie cérébrale affecte le profil en oxylipines du cerveau. En
effet, elle augmente la production de 5-HETE, 5-oxo-ETE et 12-HETE dérivés de I'AA ainsi
que des mono-, di- et tri-hydroxy-DHA dérivés du DHA (Farias et al., 2008). De plus, une
inflammation induite par injection i.c.v. de LPS entraine une augmentation de la PGD2 et de
la PGE2 dans le cerveau (Rosenberger et al., 2004, Taha et al., 2017). Cependant, la teneur
en RvD1, l'unique métabolite issu des AGPI n-3 analysé dans cette étude, n’est pas
impactée par l'injection de LPS.

En résumé, ces études chez I'animal montrent des résultats discordants sur la
production d’oxylipines en réponse a l'inflammation. Un stimulus inflammatoire provoque la
production d’oxylipines issues a la fois des AGPI n-6 et des AGPI n-3 qui pourrait induire la

réponse inflammatoire et de la contréler.

Etudes in vitro

In vitro, la majorité des études a été réalisée sur des cellules périphériques. Dans des
macrophages isolés de rongeurs, le LPS induit une libération d’AA et de prostaglandines
(Dieter et al., 2002). Par ailleurs, il a été démontré que le profil en médiateurs lipidiques des
neutrophiles et des macrophages change selon le phénotype acquis par les macrophages,
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M1 ou M2, ou selon le stimulus inflammatoire pour les neutrophiles. En effet, les
macrophages M2 produisent plus de résolvines de la série D, de la série E, de protectines et
de marésines et moins de prostaglandines, de thromboxanes et de leucotrienes dérivés de
'AA que les macrophages M1 (Dalli and Serhan, 2012). Au niveau central, seules deux
études ont mis en évidence que le LPS induit la libération de TxB2 et de PGE2 dans des
modeles de cellules gliales (Slepko et al., 1997, Shemi et al., 2000).

L’inflammation joue donc un rdle important dans la synthése et le profil en médiateurs
lipidiques bioactifs issus a la fois des AGPI n-6 et des AGPI n-3.
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Dans le cerveau, les acides gras polyinsaturés (AGPI) n-3 régulent a la fois la
structure et la fonction des cellules qui le composent (neurones, cellules gliales, cellules
endothéliales). Au cours de ces dernieres années, de nombreuses études ont permis de
mieux comprendre le réle des AGPI n-3 en situations physiologique et pathologique. En
particulier, la fonction protectrice anti-inflammatoire attribuée aux AGPI n-3 a longue chaine
(AGPI-LC), tels que I'acide docosahexaénoique (DHA) et I'acide eicosapentaénoique (EPA),
a été largement établie dans de nombreux modéles d’inflammation (Bazinet and Laye,
2014). Des données récentes, principalement en périphérie, ont mis en évidence que le role
bénéfique attribué aux AGPI n-3 pourrait étre d(, en partie, a leur conversion en dérivés
lipidiques bioactifs regroupés sous le terme de « Specialized Pro-resolving Mediators »
(SPM) (Serhan, 2014). Ces dérivés bioactifs orchestrent la réponse inflammatoire et jouent
un réle dans la résolution de linflammation. Parmi eux, des résolvines de la série D, des
neuroprotectines et marésines dérivent du DHA et des résolvines de la série E dérivent de
'EPA. Des preuves indirectes ont démontré leur implication possible dans les effets
protecteurs attribués aux AGPI n-3 au niveau cérébral. En effet, 'administration de DHA
dans le cerveau induit la synthése de SPM (Hong et al., 2003). De plus, les SPM ont été
identifiés dans le cerveau et s’accumulent dans I'hippocampe au cours d’un traumatisme
cranien afin de limiter les dommages cérébraux (Marcheselli et al., 2003). Chez des patients
atteints de la maladie d’Alzheimer, le niveau d’'un des dérivés du DHA, la résolvine D1
(RvD1), dans le liquide céphalorachidien est positivement corrélé au score d’évaluation
cognitive, suggérant un lien avec les fonctions cognitives (Wang et al., 2015). Cependant,
des preuves directes de leur réle bénéfique n’ont pas encore été apportées.

L’objectif général du travail de cette thése a donc été de déterminer I'effet protecteur
des dérivés issus des AGPI n-3 sur la neuroinflammation afin d’évaluer I'hypothése selon
laquelle les AGPI n-3 pourraient agir via la synthese de médiateurs lipidiques. Ces travaux
permettront d’approfondir les connaissances quant aux mécanismes d’action des AGPI au

niveau du systeme nerveux central (SNC) en condition inflammatoire.

Dans un premier temps, nous avons évalué I'impact d’'une modulation nutritionnelle
en AGPI n-3 sur les médiateurs lipidiques impliqués dans l'inflammation au niveau cérébral
(Objectif 1). Dans un second temps, nous avons déterminé l'implication de la RvD1, un des
médiateurs lipidiques dérivés du DHA dans la régulation de l'inflammation (Objectif 2).

Ces études ont mis en évidence le réle majeur joué par les médiateurs lipidiques

bioactifs générés a partir des AGPI dans la régulation de l'inflammation cérébrale aigué.
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OBJECTIF 1 —IMPACT D’UNE MODULATION NUTRITIONNELLE EN AGPI N-3
SUR LES MEDIATEURS LIPIDIQUES IMPLIQUES DANS L’INFLAMMATION AU
NIVEAU CEREBRAL.

La consommation de régimes composés de différents niveaux d’apport en AGPI n-3
va directement modifier la composition lipidique du cerveau. En effet, un apport alimentaire
enrichi en AGPI n-3 va entrainer une augmentation du DHA, 'AGPI-LC n-3 majoritaire dans
le cerveau. Les AGPI n-3 étant des régulateurs clés de linflammation, le profil lipidique
cérébral va jouer un role déterminant dans la réponse inflammatoire (Joffre et al., 2016). Des
travaux du laboratoire ont démontré qu’une déficience alimentaire en AGPI n-3 contribuait a
la mise en place d’'une vulnérabilité a linflammation centrale et a des déficits cognitifs
associés a des altérations de la plasticité hippocampique et de I'activité microgliale (Madore
et al., 2014, Delpech et al., 2015b). En revanche, le modéle transgénique Fat-1, exprimant le
géne fat-1 de C. elegans transformant les AGPI n-6 en AGPI n-3 est protégé de ces
altérations induites par linflammation (Delpech et al., 2015a). De fagon intéressante,
linflammation ne module pas les teneurs en AGPI cérébraux. Ainsi, cet effet protecteur des
AGPI n-3 pourrait étre di a la synthése de médiateurs lipidiques bioactifs dérivés des AGPI
n-3 mais également a I'équilibre entre les médiateurs lipidiques dérivés des AGPI n-3 et ceux
dérivés des AGPI n-6, la production de I'ensemble de ces dérivés (regroupés sous le terme
d’'oxylipines) étant stimulée lors d'une inflammation. Or, trés peu détudes se sont
intéressées a l'impact de différents apports alimentaires en AGPI n-3 sur la teneur en
oxylipines du cerveau a I'age adulte en situation inflammatoire. La consommation d’AGPI-LC
n-3 pourrait modifier la composition en oxylipines de I'hippocampe, structure sensible a la
neuroinflammation, contribuant a limiter la neuroinflammation induite par injection de

lipopolysaccharide (LPS).

Ces modifications de teneur en oxylipines pourraient étre dues a des modifications
de composition en acides gras des cellules du cerveau. En effet, un apport nutritionnel en
AGPI-LC n-3 induit une augmentation du DHA dans les cellules gliales alors qu’une
déficience en AGPI n-3 induit une diminution du DHA au niveau des neurones, des
astrocytes et des oligodendrocytes (Bourre et al., 1984, Bowen and Clandinin, 2005,
Destaillats et al., 2010). Par contre, aucune étude n’a déterminé I'impact d’apport alimentaire
en AGPI n-3 sur la composition en acides gras des cellules microgliales, les cellules
principales du systeme de I'immunité innée du cerveau. Nous avons donc évalué I'impact de
régimes contenant différents apports en AGPI n-3 sur la composition en acides gras des
cellules microgliales au cours de la période périnatale qui correspond a la période
d’accumulation maximale en AGPI et de développement cérébral.
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L’objectif a d’abord été d’évaluer I'impact d‘'un apport nutritionnel en AGPI-LC n-3 sur
la teneur en oxylipines de [I'hippocampe en situation physiologique et en situation
inflammatoire. Des souris ont recu un régime équilibré en AGPI n-3 (apportant uniquement le
précurseur, 'ALA) ou supplémenté en AGPI-LC n-3 pendant 2 mois a partir du sevrage. Puis
elles ont recu une injection périphérique de LPS a I'dge adulte. Deux heures apres cette
administration, nous avons déterminé les teneurs en oxylipines, évalué I'expression des
enzymes de leur voie de synthese et mesuré I'expression des cytokines pro-inflammatoires

dans I'hippocampe de souris.

L’objectif a ensuite été d’évaluer si les variations de teneurs en oxylipines pouvaient
étre associées a des variations de composition en acides gras des cellules microgliales.
Ainsi, nous avons étudié I'impact d’'un apport en AGPI n-3 sur la composition en acides gras
des cellules microgliales au cours de la période périnatale, période de forte accumulation
des AGPI dans le cerveau. Des souris gestantes ont regu un régime déficient ou équilibré en
AGPI n-3 ou supplémenté en AGPI-LC n-3 pendant la gestation et la lactation. Au sevrage,
les cellules microgliales ont été isolées a partir des cerveaux des descendants afin de

déterminer leur composition en acides gras.
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OBJECTIF 2 —IMPLICATION DE LA RESOLVINE D1 DERIVEE DU DHA DANS
LA REGULATION DE L’INFLAMMATION

Dans cette partie, nous avons ciblé plus spécifiquement le cas particulier d’'un
médiateur lipidique dérivé du DHA, la RvD1, afin d’évaluer son potentiel anti-inflammatoire
au niveau du SNC et de définir son mécanisme d’action en condition inflammatoire. La RvD1
est un métabolite bioactif aux propriétés anti-inflammatoires et pro-résolutives qui ont été
démontrées principalement dans des modéles d’inflammation périphérique (Recchiuti, 2013).
Son précurseur, le DHA, atténue linflammation centrale in vifro dans des modéles de
cellules microgliales et in vivo dans I'hippocampe (De Smedt-Peyrusse et al., 2008, Orr et
al., 2013). Cependant, malgré son identification dans le cerveau, la fonction de la RvD1 n’a
été que peu étudiée au niveau central.

L’objectif a été, dans un premier temps, d’évaluer 'activité anti-inflammatoire et le
mécanisme d’action de la RvD1 in vitro dans un modele de lignée de cellules microgliales.
Nous avons tout d’abord déterminé I'effet de la RvD1 sur I'expression des marqueurs pro-
inflammatoires microgliaux et les voies de signalisation potentiellement impliquées dans les
effets anti-inflammatoires et pro-résolutifs de la RvD1 apres stimulation au LPS. Ensuite,
nous avons bloqué la voie d’action de la RvD1 par un antagoniste du récepteur a la RvD1

afin de confirmer son implication dans la régulation de l'inflammation.

Dans un second temps, nous avons déterminé in vivo 'implication de la RvD1 dans
la régulation de l'inflammation cérébrale. Des souris adultes ont recu une injection i.c.v. de
DHA ou de RvD1 directement dans les ventricules cérébraux par l'intermédiaire de pompe
osmotique. Nous avons ensuite déterminé l'efficacité de la RvD1 et du DHA sur l'intensité de
la neuroinflammation. Nous avons mesuré I'expression de marqueurs pro-inflammatoires 2h

apres injection i.p. de LPS dans le plasma et I'hippocampe.
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In the brain, n-3 polyunsaturated fatty acids (n-3 PUFA) regulate the structure and the
functions of neurons, glial cells and endothelial cells. Over the last years, several studies
have highlighted the role of n-3 PUFA in physiological and pathological conditions. Notably,
the protective and anti-inflammatory properties assigned to the long chain n-3 PUFA (n-3 LC-
PUFA) such as docosahexaenoic acid (DHA) and eicosapentaenoic acid (EPA), have been
fully established (Bazinet and Laye, 2014). Recent data, mainly in peripheral model of
inflammation, suggest that the beneficial role of n-3 PUFA could be, at least in part, assigned
to their conversion into bioactive lipid derivatives called “specialized pro-resolving mediators”
(SPM) (Serhan, 2014). These metabolites control inflammatory response and are involved in
the resolution of inflammation. They are composed of D-serie resolvins, protectins and
maresins derived from DHA and E-serie resolvins derived from EPA. Indirect evidences have
pointed out their protective role in the central nervous system (CNS). Indeed, DHA
administration in the brain induces SPM synthesis (Hong et al., 2003). Moreover, SPM have
been identified in the brain and accumulate in hippocampus during traumatic brain injury to
counteract disorders expansion (Marcheselli et al., 2003). In Alzheimer’s disease patients,
the level of resolvin D1 (RvD1) level in the cerebrospinal fluid is positively correlated to mini-
mental state examination scores suggesting a connection with cognitive function (Wang et
al., 2015). However, direct evidence of the beneficial role of these bioactive metabolites in
the brain remains to be addressed.

Hence, the aim of this thesis was to determine the protective effect of n-3 PUFA
derivatives on neuroinflammation in order to evaluate the hypothesis that n-3 PUFA exert
their beneficial effect through their conversion in lipid mediators. This work should enhance
PUFA mechanisms involved in the control of inflammation in the CNS.

To answer this question we first assessed the impact of dietary n-3 PUFA supply on
brain lipid mediators involved in inflammation (1% objective). Secondly, we evaluated the
implication of RvD1, one of the lipid mediators derived from DHA, in the regulation of

inflammation (2" objective).

These studies highlighted the crucial role of the bioactive lipid mediators derived from
PUFA in the regulation of acute brain inflammation.
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OBJECTIVE 1 — IMPACT OF DIETARY N-3 PUFA SUPPLY ON LIPID
MEDIATORS IMPLICATED IN THE CENTRAL INFLAMMATION

Dietary n-3 PUFA supply directly modifies fatty acid composition of the brain. Indeed,
n-3 PUFA enriched diet induces an increase in DHA, the predominant n-3 LC-PUFA in the
brain (Joffre et al., 2016). Considering the key properties of n-3 PUFA in the regulation of
inflammation, the cerebral fatty acid profile plays a crucial role in inflammatory response.
Data from the laboratory demonstrate that n-3 PUFA deficient diet contributes to
inflammatory vulnerability in the brain and cognitive deficits associated with hippocampal
plasticity alteration and microglial activity impairment (Madore et al., 2014, Delpech et al.,
2015b). In contrast, Fat-1 mice, expressing the C. elegans fat-1 gene converting n-6 to n-3
fatty acids, are protected from these alterations induced by inflammation (Delpech et al.,
2015a). Remarkably, inflammation does not affect PUFA composition in the brain. Thus, the
protective effect of n-3 PUFA could be assigned to their conversion into lipid mediators and
to the balance between n-3 PUFA-derived mediators and n-6 PUFA-derived mediators,
namely oxylipins, since they are both stimulated by inflammatory stimuli. Nevertheless, there
is a lack of investigations evaluating the impact of n-3 PUFA supply on oxylipin profile in the
adult brain during inflammation. Dietary n-3 PUFA intake should modify oxylipin composition
in hippocampus which is the most sensitive structure to inflammation, thus contributing to

limit neuroinflammation induced by lipopolysaccharide (LPS).

The modulation of oxylipin production in the brain could result from modifications in
the fatty acid composition of cells in the brain. Indeed, dietary n-3 LC-PUFA supply induces
an increase of DHA in glial cells whereas n-3 PUFA deficiency attenuates DHA in neurons,
astrocytes and oligodendrocytes (Bourre et al., 1984, Bowen and Clandinin, 2005, Destaillats
et al., 2010). However, no one ever studied the impact of n-3 PUFA dietary intake on the lipid
composition of microglial cells, the brain innate immune cells of the brain. Hence, we
evaluated the impact of n-3 PUFA dietary supply on the fatty acid composition of microglia
during the perinatal period that corresponds to n-3 PUFA accumulation and brain maturation.

The objective was first to assess the impact of dietary n-3 LC-PUFA supply on
oxylipin levels in the hippocampus in physiological and inflammatory conditions. Mice were
given n-3 PUFA balanced diet (containing ALA) or n-3 LC-PUFA supplemented diet for a 2-
month period starting at post-natal day 21, followed by a peripheral administration of LPS at
adulthood. Two hours after, we determined the oxylipin profile, the expression of the
enzymes implicated in oxylipin synthesis, and the expression of pro-inflammatory cytokines
in the hippocampus of mice.
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The objective was then to evaluate whether modifications in brain oxylipin level could
be associated to variations in microglia fatty acid composition. Thus, we investigated the
impact of n-3 PUFA supply on microglia lipid composition during the perinatal period.
Pregnant mice were fed with n-3 PUFA deficient or balanced diets or n-3 LC-PUFA
supplemented diet during gestation and lactation. At weaning, microglial cells were isolated
from the offspring for fatty composition analysis.

OBJECTIVE 2 — DHA-DERIVED RESOLVIN D1 INVOLVEMENT IN THE
REGULATION OF CENTRAL INFLAMMATION

In this part, we focused on the specific lipid mediator derived from DHA, the RvD1,
and assessed its anti-inflammatory properties in the CNS. RvD1 is a bioactive metabolite
with anti-inflammatory and pro-resolutive properties demonstrated mainly in peripheral
inflammatory models (Recchiuti, 2013). Its precursor, the DHA, attenuates central
inflammation in vitro in microglial cell culture and in vivo in hippocampus (De Smedt-
Peyrusse et al., 2008, Orr et al., 2013). However, even though RvD1 has been identified in
the brain, its function has been poorly investigated in the brain.

The objective was first to evaluate the anti-inflammatory activity and the signaling
pathway of RvD1 in vitro in BV2 microglial cells. We determined the effect of RvD1 on the
expression of microglia pro-inflammatory markers and deciphered some of the signaling
pathways potentially involved in the anti-inflammatory and pro-resolving effect of RvD1 after
LPS stimulation. Then, the signaling pathway of RvD1 was blocked by an antagonist of the
RvD1 receptor to confirm the implication of RvD1 in the regulation of inflammation.

Secondly, we further determined in vivo the implication of RvD1 in the regulation of
central inflammation induced by an acute peripheral LPS injection. Adult mice were
submitted to DHA and RvD1 injection through direct brain infusion for 2 days using osmotic
pump. Thus, we assessed RvD1 and DHA efficiency on neuroinflammation intensity by
measuring pro-inflammatory marker expression 2h post LPS injection in the plasma and the
hippocampus.
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Abstract — The role of n-3 PUFAs has gained more importance these last decades, especially in inflammatory processes
because they can display anti-inflammatory properties. Inflammation is a protective response of the body in controlling
infection and promoting tissue repair. However, excessive inflammation can cause local tissue damage. This is especially
the case for the brain for which the functional consequences of neuroinflammation include alterations in cognition,
affect and behavior leading to a negative impact on the quality of life and well-being of patients (Dantzer, 2001, 2008).
Hence, limiting the inflammation in the brain is a real strategy for neuroinflammatory disease therapy and treatment.
Recent data show that n-3 PUFAs exert anti-inflammatory properties in part through the synthesis of specialized pro-
resolving mediators such as resolvins that actively turned off the inflammatory response. This review first outlines
basic concepts of neuroinflammation and the role of n-3 PUFAs in this process and then summarizes the biosynthesis,
signaling pathways and role of resolvins.

Keywords: Microglial cells / n-3 PUFAs / RvD1 / RvE1 / neuroinflammation

Résumé — Role des AGPI n-3 dans les processes inflammatoires via la synthese des résolvines. Le role des AGPI
n-3 a considérablement augmenté ces dernieres années, en particulier dans les processus inflammatoires en raison
de leurs propriétés anti-inflammatoires. L’inflammation est une réponse protectrice de 1’organisme visant a contrdler
I’infection et a favoriser la réparation des tissus. Cependant, une inflammation excessive peut avoir de graves consé-
quences au niveau des tissus. C’est notamment le cas pour le cerveau pour lequel les conséquences fonctionnelles de
la neuro-inflammation comprennent des altérations de la cognition, de 1’affect et du comportement, conduisant a un
impact négatif sur la qualité de vie et le bien-&tre des patients (Dantzer, 2001, 2008). Par conséquent, limiter 1’inflam-
mation dans le cerveau représente une véritable stratégie dans le cadre de la prévention et du traitement des maladies
neuro-inflammatoires. Des données récentes montrent que les AGPI n-3 exercent leurs propriétés anti-inflammatoires
en partie via la synthese de médiateurs lipidiques spécialisés tels que les résolvines, qui participent activement a réduire
la réponse inflammatoire. Cette revue rappelle d’abord les concepts de base de la réponse inflammatoire et le role des
AGPI n-3 dans ce processus et présente ensuite la biosynthese, les voies de signalisation et le role des résolvines.

Mots clés : AGPI n-3 / neuro-inflammation / résolvines / cellules microgliales

1 Introduction for membrane protein function, maintain the fluidity and influ-

ence lipid raft formation (Calder, 2010). They also act as sig-

The role of essential nutrients in the brain development
and neuronal functioning has increased in the last decades. In
this regard, polyunsaturated fatty acids (PUFAs), especially n-
3 PUFAs have gained importance. They are significant struc-
tural components of the phospholipid membranes of brain in
which docosahexaenoic acid (DHA; 22:6 n-3) constitutes up
to 30% of total fatty acids. They assure the correct environment

* Correspondence: corinne. joffre@ordeaux.inra. fr

naling molecules or ligands for transcription factors (Norheim
et al., 2012). Moreover, they are involved in the cerebral de-
velopment and in the neuronal structure (Madore et al., 2014).
They have the ability to modulate the neurotransmission and
the synaptic plasticity (Lafourcade et al., 2011). Of impor-
tance in many neurodegenerative diseases, they have immune-
regulatory properties (Bazinet and Laye, 2014). One of the
possible mechanisms to explain the n-3 PUFAs benefits has re-
cently emerged as their conversion in bioactive lipid mediators

This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0),
which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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such as resolvins. In this review we present an overview of the
formation and action of n-3 PUFAs derived anti-inflammatory
lipid mediator resolvins.

2 Neuroinflammation

Neuroinflammation is a common early feature of most
peripheral and central diseases. It is characterized by the
brain synthesis and release of pro-inflammatory mediators
known to control neuronal function (Cunningham and Sander-
son, 2008; Delpech et al., 2015b; Hanisch and Kettenmann,
2007; Pascual et al., 2012; Yirmiya and Goshen, 2011).
Pro-inflammatory factors including interleukin-1 beta (IL-15),
interleukin-6 (IL-6), and tumor necrosis factor alpha (TNF-a)
have been directly linked to impaired neuronal plasticity in
various animal models (Delpech et al., 2015b; Yirmiya and
Goshen, 2011).

Microglia are the resident macrophages of the brain, and
constitute the first line of immune defense (Ransohoff and
Cardona, 2010). They derive from myeloid cells in the pe-
riphery and comprise approximately 15% of the cells in the
brain (Carson et al., 2006). They are involved in tissue home-
ostasis control, response to injury and remodeling/repair. Un-
der normal conditions, they are in a surveillance phenotype
and constantly monitor the environment (Davalos et al., 2005;
Nimmerjahn et al., 2005). Once stimulated by an immune
challenge, microglia are capable of acquiring diverse and com-
plex phenotypes as well as performing several macrophage-
like functions including inflammatory and anti-inflammatory
cytokine production (Biber er al., 2007; Garden and Moller,
2006; Madore et al., 2013). If sustained, microglia activation
can aggravate the related injury, leading to neuronal damage
that is the basis of a large variety of pathologies (Blais and
Rivest, 2003; Laye, 2010; Solito and Sastre, 2012; Woodroofe,
1995; Woodroofe and Cuzner, 1993).

Hence, the identification of mediators limiting the inflam-
mation and/or involved in the resolution of inflammation is of
growing interest as it may provide novel targets in brain dam-
age prevention and treatment.

3 Role of n-3 PUFAs in inflammation

n-3 PUFAs have been shown to have powerful im-
munomodulatory effects (Calder, 2001; Labrousse et al., 2012;
Laye, 2010; Orr et al., 2013). They are highly concentrated in
the central nervous system (CNS) and are necessary for nor-
mal brain development and function (Labrousse et al., 2012;
Larrieu et al., 2012; Luchtman and Song, 2013; Moranis et al.,
2012; Xiao et al., 2005). The dramatic reduction in the di-
etary supply of n-3 PUFAs in Western societies and the corre-
sponding increase in n-6 PUFAs lead to an imbalanced n-6/n-3
ratio currently estimated at 12-20 in developed countries in-
stead of the recommended ratio of 5 (Simopoulos, 2001).
These changes in n-3 PUFAs in the diet lead to modifica-
tions in the n-3 PUFA content in the brain. As a result, we
have previously demonstrated that low dietary intake of n-3
PUFAs promotes neuroinflammatory responses through the

regulation of microglial cell activity and polarization toward
a pro-inflammatory phenotype, whereas n-3 PUFA dietary
supplementation is rather anti- inflammatory (Delpech et al.,
2015c; De Smedt-Peyrusse et al., 2008; Labrousse et al., 2012;
Madore et al., 2014; Mingam et al., 2008). Moreover, the cen-
tral n-3 PUFA increase observed in transgenic Fat-1 mice mod-
ulates the brain innate immune system activity, leading to the
protection of animals against LPS-induced pro-inflammatory
cytokine production and subsequent spatial memory alteration
(Delpech et al., 2015a). Hence, a dramatic reduction in the di-
etary supply of n-3 PUFAs could thus contribute to the sensi-
tization of the brain immune response to further inflammation,
and thus to the development of spatial memory disorders.

The mechanisms by which n-3 PUFAs exert their effect are
not clearly established. Interestingly, their effect can be medi-
ated via lipid mediators because n-3 PUFAs can act as precur-
sors of specialized pro-resolving mediators (SPM) involved in
the anti-inflammation and pro-resolution. The resolution of in-
flammation is an actively regulated part of the inflammatory re-
sponse involving the activation of specific molecules and cells
that signal the end of inflammation and turn it off.

4 Role of resolvins in inflammation

Recent data emphasize the importance of SPM gener-
ated from PUFAs. These compounds are key regulators and
mediators of inflammation. They were identified using a
lipidometabolomic system approach to analyze the cellular
and molecular components of exudates during inflammation.
They are active at nanomolar range unlike their precursors that
act at micromolar concentrations (Claria et al., 2011). They act
locally and may be rapidly inactivated by further metabolism
via enzymatic pathways (Arita et al., 2005; Seki et al., 2009).
They have the ability to regulate the progress of inflammatory
response and activate the resolution of inflammation in a num-
ber of cell types and models of inflammation. To date, only
a few DHA-derived mediators, including 17S-hydroxy-DHA
(17-HDHA), neuroprotectin D1 (NPD1), resolvin D5 (RvDS),
14-HDHA and maresin 1 (MaR1), have been identified within
brain tissue (Orr et al., 2013; Serhan, 2014). In patients, RvD1
was measured in plasma and macrophages (Fiala et al., 2015;
Wang et al., 2015a). As resolvins have been mostly studied on
peripheral cells, we focused on these compounds.

4.1 Biosynthesis of resolvins and receptors

Resolvins are endogenous lipid mediators derived from
DHA and EPA with both anti- inflammatory and pro-resolutive
activities without immune suppression (Serhan, 2008, 2014;
Serhan er al, 2002). Among the resolvins, resolvin
D1 (RvDI1, 7S,8R,17S-trihydroxy- 4Z,9E,11E,13Z,15E,19Z-
docosahexaenoic acid) and resolvin E1 (RvE1, 5S,12R,18R-
trihydroxy-6Z,8E,10E, 14Z,16E-eicosapentaenoic acid) are of
particular interest in the resolution of inflammation as they ac-
tively turn off the inflammatory response (Bazinet and Laye,
2014; Calder, 2013; Fredman and Serhan, 2011; Headland
and Norling, 2015; Serhan and Chiang, 2013). Resolvins
are biosynthesized through a lipoxygenase (LOX) mechanism
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or by aspirin-triggered cyclo-oxygenase-2 (COX-2) pathway.
RvD1 is synthesized by 15- and 5-LOX from DHA. DHA
is initially converted by 15-LOX to 17S-hydroxy-DHA (17S-
HDHA). Then, 5-LOX catalyzes oxygenation at carbon C7 and
subsequent formation and hydrolysis of an intermediate epox-
ide gives rise to RvD1. This molecule acts through the binding
to its receptors orphan receptor G protein coupling receptor 32
(GPR32) and lipoxin A4 receptor/formyl peptide receptor 2
(ALX/fpr2) (Krishnamoorthy et al., 2010). Unlike ALX/fpr2
expressed on mouse neurons (Pei et al., 2011), GPR32 has
not been identified in mice. RvEl is derived from EPA by
oxygenation by aspirin-triggered acetylated COX-2 (COX-2)
or cytochrome P450 enzymes and 5-LOX (Arita et al., 2005;
Serhan et al., 2000). COX-2 or cytochrome P450 catalyzes
the biosynthesis of 18R-hydroxyeicosapentaenoic acid (18R-
HEPE). Then, by interaction with the 5-LOX, this intermediate
is converted to RvE1. RVEI1 binds two G protein-coupled re-
ceptors, chemokine-like receptor 1 (ChemR23 or CMKLRI1)
(Samson et al., 1998) or leukotriene B4 receptor (BLT1)
(Arita et al., 2007). ChemR23 is expressed on monocytes,
macrophages and microglia (Arita et al., 2005; Ji et al., 2011).
BLT1 is expressed on monocytes and neutrophils but there is
no study about the expression of BLTI in microglia (Arita
etal.,2007).

4.2 Actions of RvD1 and RvE1 at the periphery

The anti-inflammatory activities of RvD1 and E1 have
been reported both in vitro and in vivo mostly on periph-
eral cells. Their pro-resolving effects are widely described in
macrophages in rodent models of inflammation (for reviews:
Claria et al., 2011; Fredman and Serhan, 2011; Lee and Surh,
2012; Recchiuti, 2013; Seki et al., 2009; Serhan, 2014).

In vitro studies report that RvD1 and RVEI inhibit neu-
trophil transmigration and infiltration to the inflamed site
(Arita et al., 2005; Wang et al., 2011). They also limit mono-
cyte chemotaxis and adhesion (Dona et al., 2008; Claria et al.,
2012). They potently decrease pro-inflammatory cytokine ex-
pression (Recchiuti et al., 2011; Schwab et al., 2007; Tian
et al., 2009; Titos et al., 2011) and enhance macrophage
phagocytic activity (Ohira et al., 2010; Krishnamoorthy e al.,
2010). RvE1 and RvD1 also induce a functional switch in
macrophage polarization from M1 to M2 (Navarro-Xavier
et al., 2010; Titos et al., 2011) and can switch macrophages
from CD11b"¢" to CD11b"% phenotype (Schif-Zuck et al.,
2011). In a model of BV-2 microglia cells, Li et al. demon-
strate that RvD1 promotes IL-4-induced microglia alternative
activation involved in tissue remodeling and healing (Li et al.,
2014). RvD1 and RvEl1 can also inhibit the expression and the
release of pro-inflammatory cytokines in microglia (Xu MX
etal.,2013; XuZZ et al., 2013).

In vivo, RvDI significantly reduces polymorphonuclear
neutrophils (PMN) infiltration in murine air-pouch inflamma-
tion (Serhan et al., 2002). RvD1 administration decreases pro-
inflammatory cytokine production in acute models of injury
in lung (Wang et al., 2011, 2014; Yaxin et al., 2014; Zhou
et al., 2013), kidney (Chen et al., 2014) and in a model of al-
lergic airways (Rogerio et al., 2012). RvD1 enhances phagocy-

tosis of apoptotic leukocytes and bacteria (Chiang et al., 2012;
Krishnamoorthy et al., 2010).

RVE] also exerts potent anti-inflammatory actions via the
regulation of cytokine production in experimental models of
colitis (Arita et al., 2005) and peritonitis (Schwab et al., 2007).
RVELI increases neutrophil apoptosis, enhances phagocytosis
by macrophages (enhanced bacterial clearance) and decreases
levels of pro-inflammatory cytokines (El Kebir et al., 2012;
Seki et al., 2010).

4.3 Actions of resolvins in the central nervous system

Very few studies described the role of resolvins in the cen-
tral nervous system, in particular in microglia cells. RvD1 and
its receptor were detected in the cerebrospinal fluid of control
and Alzheimer patients (Wang et al., 2015b). The importance
of the resolution pathway in maintaining normal cognition
is suggested by the highlighted positive correlation between
Mini-Mental State of Examination (MMSE) and the levels
of RvD1 in the cerebrospinal fluid, suggesting that resolu-
tion can inhibit Alzheimer disease-related cognitive decline.
Other studies published data reporting that a supplementation
in n-3 PUFAs in patients with minor cognitive impairment in-
creases RvD1 in macrophages (Fiala et al., 2015) and in vitro
RvD1 with vitamin D promotes AB-phagocytosis in isolated
Alzheimer’s patient macrophages (Mizwicki ef al., 2013). A
study of Harrison et al. (2015) demonstrates that RvE1, admin-
istered intraperitoneally for consecutive days, decreases the
traumatic brain injury-induced activation of microglia. RvE1
increases the proportion of ramified microglia and decreases
the proportion of rod microglia in the sensory cortex. More-
over, RvE1 significantly alters the inflammatory profile of mi-
croglia (Harrison et al., 2015).

4.4 Mechanisms of actions of RvD1 and RvE1

The mechanisms by which RvD1 acts are not yet clearly
established. It was shown that RvD1 acts via its receptor
ALX/fpr2 to regulate specific miRNAs that are key regulators
for resolution of inflammation (Bartel, 2009; Recchiuti, 2013).
miRNA are small ~23 nt endogenous RNA that can play im-
portant gene regulatory roles by pairing to the mRNA of pro-
tein coding genes to direct their posttranscriptional repression.
miRNAs has recently emerged as a major class of gene expres-
sion regulators linked to most biological functions including
immune regulation (Ceppi et al., 2009; O’Neill et al., 2011;
Recchiuti et al., 2011; Recchiuti and Serhan, 2012). miRNAs
in macrophages downregulate the mRNA translation of key in-
flammatory cytokines (Fredman and Serhan, 2011).

miR-155, miR-21 and miR-146 have been central in much
miRNA research due to their expression levels following
LPS-induced inflammation (Quinn and O’Neill, 2011). Ceppi
et al. (2009) reported that both miR-155 and miR-146 are
up-regulated upon LPS stimulation in human primary den-
dritic cells (Ceppi et al., 2009). miR-155 targets the pro-
teins involved in the activation of NF«B, thus controlling tis-
sue damage due to inflammation (Faraoni et al., 2009). It is
characterized as a common target of a broad range of in-
flammatory mediators (O’Connell et al., 2007). miR-146 is
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involved as a negative regulator fine tuning the immune re-
sponse (Quinn and O’Neill, 2011). These miRNAs play a key
role in modulating the IL-1 and IL-6 pathways. miR-21 is
also involved as a central player in the inflammatory response
(Quinn and O’Neill, 2011). miR-21 plays a key role in the res-
olution of inflammation and in negatively regulating the pro-
inflammatory response in particular in macrophages (Sheedy
and O’Neill, 2008). Resolvins have been shown to regulate
specific miR-target genes involved in inflammation and res-
olution (Recchiuti et al., 2011). These include miR-21, miR-
146, miR-208 and miR-219, which represent a new class of
pro-resolving miRNAs.

Results from Serhan and coworkers help to identify the
possible pathways and lead to a hypothetical scheme for
RvE1/ChemR23 dependent signaling in human macrophages
(Fredman and Serhan, 2011; Oh et al., 2011; Ohira et al.,
2010). RvE1 regulates phosphorylation of Akt and riboso-
mal protein rS6 via RvEl-specific interaction with ChemR23
on both human ChemR23-transfected CHO cells and human
macrophages enhancing phagocytosis (Ohira et al., 2010). A
decrease in p42 and p44 MAP kinase phosphorylation, induced
by a bacteria, is also observed when neutrophils in culture are
pretreated 15 min before challenge bacteria with 100 ng/ml
RvEI1 (Herrera et al., 2015).

5 Conclusion

More studies are needed to understand the actions of re-
solvins in the central nervous system. Indeed, resolvins are
promising therapeutic compounds: these mediators are of nat-
ural origin and are active at very low concentrations (nM) as
compared to their precursors (WM) (Ariel and Serhan, 2007;
Bannenberg and Serhan, 2010). Resolvins administered orally
to mice reduce acute inflammation and accelerate or initiate
resolution (Recchiuti ef al., 2014). These results highlight the
possibility to exploit the beneficial effect of RvD1 in Human.
Resolvins open novel strategies for the treatment of inflamma-
tory diseases.
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