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APPORTS NUTRITIONNELS EN ACIDES GRAS POLYINSATURES N-3 ET
ACTION CELLULAIRE DE LA VITAMINE A, EFFETS SUR LA PLASTICITE
CEREBRALE ET LA MEMOIRE SPATIALE CHEZ LE RAT AGE

Les acides gras polyinsaturés a longue chaine (AGPI-LC) de la série n-3 jouent des
roles essentiels dans le fonctionnement du cerveau et notamment dans les processus de
plasticité synaptique et de mémoire, altérés au cours du vieillissement. Il est maintenant
bien admis que ces AGPI peuvent réguler la transcription génique en se liant a des
récepteurs nucléaires spécifiques, les PPAR (peroxisome proliferator-activated receptors),
mais aussi aux récepteurs de I'acide 9-us rétinoique, les RXR (retinoid X receptors). En
tant que partenaires communs d’hétérodimérisation des PPAR et des RAR (récepteurs de
I'acide tout-zrans rétinoique), les RXR sont des acteurs clés de la modulation de

Iexpression génique par les acides gras et les rétinoides.

Dans ce contexte, I'objectif de ce travail de thése était d’étudier, au cours du
vieillissement chez le rat, les effets d’une supplémentation en AGPI-LC n-3 sur lactivité
des voies de signalisation des acides gras et des rétinoides, les processus de plasticité

cérébrale (plasticité synaptique et neurogenese) et la mémoire spatiale.

Nos principaux résultats montrent qu’une supplémentation en AGPI-LC n-3,
pendant 21 semaines chez des rats a mi-vie, maintient dans ’hippocampe les niveaux
d’expression des ARNm codant pour RXRy et GAP-43 (protéine synaptique) altérés au
cours du vieillissement. De plus les rats agés supplémentés en AGPI-LC n-3 présentent
une augmentation du nombre de néo-neurones hippocampiques et une amélioration de la

mémoire spatiale de travail, comparés aux rats agés controle.

Les résultats de cette étude plaident en faveur d’un effet bénéfique des AGPI-L.C
n-3 sur la mémoire de travail au cours du vieillissement viz notamment, une action sur la
plasticité cérébrale. De plus, nos travaux suggerent 'implication des RXR dans Deffet
neuroprotecteur des AGPI-LC n-3, qui réguleraient 'expression de certains genes cibles

impliqués dans la plasticité synaptique et les processus de neurogenese hippocampique.

Mots Clés : acide gras polyinsaturés longue chaine n-3 ; acide rétinoigue ; récepteurs nucléaires ;

vieillissement ; plasticité synaptique ; nenrogenése hippocampique ; mémoire spatiale.



N-3 POLYUNSATURATED FATTY ACIDS INTAKES AND CELLULAR
ACTION OF VITAMIN A, EFFECTS ON CEREBRAL PLASTICITY AND
SPATIAL MEMORY IN AGED RATS

Long chain polyunsaturated fatty acids (LC-PUFA) of the n-3 series play essential
roles in brain functions, including brain plasticity and memory processes which are altered
during aging. It is now well accepted that these PUFA regulate gene transcription through
binding and activating specific nuclear receptors such as PPAR (peroxisome proliferator-
activated receptors) and RXR (retinoid X receptors, which also bind 9-¢s retinoic acid).
As a common heterodimeric partner of both PPAR and RAR (all-#rans retinoic acid
receptors), RXR is a key factor in the modulation of gene expression by fatty acids and

retinoids.

In this context, the purpose of this work was to study the effects of a n-3 LC-
PUFA supplementation on fatty acid and retinoid signalling pathways and on cerebral

plasticity and spatial memory processes.

Our main results show that n-3 LC-PUFA supplementation for 21 weeks in mid-
life rats, maintains the mRNA levels of RXRy and GAP-43 (synaptic protein) which were
altered in aged rat hippocampus. Besides, supplemented aged rats exhibited increased
numbers of newly generated neurons and improved spatial working memory, when

compared with control aged rats.

To summarize, our results support the neuroprotective effects of n-3 LC-PUFA
during aging, in particular on cerebral plasticity and working memory. Furthermore, our
works suggest the implication of RXR in the set up of these effects through notably the
regulation of some target genes involved in synaptic plasticity and hippocampal

neurogenesis processes.

Key Words: #-3 long chain polynnsaturated fatty acids; retinoic acid; nuclear receptors; aging; synaptic

plasticity; hippocampal nenrogenesis; spatial menrory.
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Introduction






INTRODUCTION

Chez ’'Homme, le vieillissement est un processus complexe, lent et progressif, qui
implique divers facteurs biologiques, psychologiques et sociaux. La définition la plus
appropriée est celle de la sénescence : affaiblissement des capacités d’un individu, da au
vieillissement des tissus de son organisme et de son psychisme. Le vieillissement et
Paugmentation d’espérance de vie ne constituent un gain de qualité de vie, que dans la
mesure ou ils sont associés a un état de santé satisfaisant, a des interactions nombreuses et
a une capacité a maintenir un role social ; apparait ainsi le concept de « vieillissement en

bonne santé » ou « healthy ageing ».

Dans cette optique de vieillissement en bonne santé, I'alimentation constitue une
stratégie de choix car il s’agit d’un facteur environnemental auquel I'individu est exposé
tout au long de sa vie. De tout temps, 'alimentation a occupé une place primordiale dans
la batterie de moyens de prévention des maladies. Depuis Hippocrate, né en 400 avant JC,
qui considérait que «lalimentation [était] notre premicre médecine », jusqu’aux
recommandations nutritionnelles du Programme National Nutrition-Santé lancé en 2001,
I'Homme a toujours eu conscience de 'importance de l'alimentation sur sa santé. Ainsi,
parmi les nutriments d’intérét pour notre état de santé, une attention grandissante est
portée depuis quelques décennies aux acides gras polyinsaturés (AGPI). En effet, depuis
peu, un ensemble de travaux mettent en évidence leur importance dans le cerveau, au

cours du vieillissement.

Des données de plus en plus nombreuses font aujourd’hui état des effets
bénéfiques des AGPI, notamment les AGPI de la série n-3, dans le fonctionnement
cérébral, au cours de la période périnatale, mais aussi a I’age adulte ; le cerveau étant parmi
les organes les plus riches en AGPI n-3. Ainsi, la consommation d’aliments riches en
AGPI n-3 a pu étre corrélée a une diminution de la prévalence de nombreuses pathologies
du systeme nerveux (dont la maladie d’Alzheimer) (Dyall and Michael-Titus, 2008). Parmi
les différents roles physiologiques cellulaires attribués a ces acides gras, il est fait mention
de leur implication dans la modulation de Dexpression génique. Cette action

transcriptionnelle met en jeu des facteurs de transcription, notamment les récepteurs
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nucléaires PPAR (peroxysome proliferator-activated receptors) et RXR (retinoid X
receptor), qui régulent lexpression de genes cibles sous forme d’hétérodimere
PPAR/RXR. Les AGPI sont actuellement considérés comme des ligands du RXR, ainsi
que l'acide 9-us rétinoique, métabolite actif de la vitamine A, qui était initialement décrit

comme son unique ligand.

I est maintenant établit que la vitamine A, joue un role majeur dans le
fonctionnement du cerveau adulte, par 'intermédiaire de ses récepteurs nucléaires RAR
(retinoic acid receptor) et RXR, en régulant 'expression d’un grand nombre de genes dont
certains sont impliqués dans les processus de plasticité cérébrale, altérés au cours du
vieillissement. Des données obtenues dans I'Unité de Nutrition et Neurosciences
montrent que le vieillissement s’accompagne d’une baisse de I'activité cérébrale de la voie
de signalisation de la vitamine A, laquelle participe a la mise en place de déficits cognitifs
liés a l'age, en induisant des altérations des processus de plasticité synaptique

(Etchamendy et al., 2001).

L’obligation d’hétérodimérisation du PPAR avec RXR, a permis de mettre en
¢vidence lexistence de relations extrémement étroites entre les voies de signalisation des
acides gras et de la vitamine A. A ce titre, des données de la littérature font état de
I'importance de DPéquilibre entre ces deux voies de signalisation dans I’étiologie de
maladies neurologiques et psychiatriques (van Neerven et al.,, 2008). En plus, un travail
récemment réalis¢é au laboratoire a mis en évidence des modifications du niveau
d’expression cérébral des récepteurs nucléaires PPAR, RAR et RXR, associées a une
altération de Pexpression de marqueurs de la plasticité synaptique, chez des rats recevant

un apport alimentaire déséquilibré en acides gras (« high fat diet »).

Dans ce contexte, le travail de these présenté dans ce manuscrit a eu pour objectif
d’examiner le role des AGPI a longues chaines n-3 d’origine alimentaire, sur Pactivité des
voles de signalisation des acides gras et de la vitamine A et leurs conséquences sur les

altérations de plasticité cérébrale et les déficits mnésiques au cours du vieillissement.
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I. DONNEES GENERALES SUR LES ACIDES GRAS
POLYINSATURES ET L’ACIDE RETINOIQUE

Lalimentation est un facteur environnemental auquel un individu est exposé tout
au long de sa vie; elle est aujourd’hui considérée comme un facteur de risque ou de
prévention du développement de pathologies. Certains micronutriments indispensables au
fonctionnement de Porganisme suscitent un intérét particulier car leur absence ou leur
présence en quantité trop faible dans la ration alimentaire entraine des
dysfonctionnements séveres pouvant conduire a Papparition de pathologies. C’est le cas

des acides gras polyinsaturés et de la vitamine A.

I.1. Les acides gras polyinsaturés

I.1.1. Présentation des acides gras polyinsaturés

Les lipides sont présents dans l'alimentation sous deux formes principales : les
triglycérides (ou triacylglycérols qui représentent plus de 95% des lipides alimentaires) et
les phospholipides, constitués eux-mémes d’acides gras. Les molécules d’acides gras se
composent d’une chaine hydrocarbonée, dont la longueur varie le plus souvent entre 12 et
22 atomes de carbone, avec un groupement méthyle (CH3) a 'une des extrémités et un
groupement carboxyle (COOH) a l'autre. Lorsque l'acide gras (AG) ne comporte aucune
double liaison dans sa chaine hydrocarbonée, on dit qu’il est saturé (AGS). Si I'acide gras
comporte une seule double liaison, il est dit monoinsaturé (AGMI), et s’il en comporte
deux ou plus, polyinsaturé (ou AGPI). Deux familles ’AGPI se distinguent : la famille de
’acide linoléique ou oméga 6 (premicre double liaison située en 6¢ position en comptant a
partir de Pextrémité méthyle, également dénommée n-0) et celle de I'acide O-linolénique
ou oméga 3 (3¢ position en comptant a partir de Pextrémité méthyle, ou n-3). Signalons
que les nutritionnistes utilisent la nomenclature « oméga », dans laquelle apparaissent

successivement le nombre d’atomes de carbone, le nombre de doubles liaisons et la
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position de la premicre double liaison numérotée a partir de Pextrémité méthyle terminale.
Cette nomenclature se distingue de la nomenclature « delta » des chimistes, dans laquelle
la position des doubles liaisons est numérotée en comptant les atomes de carbone a partir

de I'extrémité carboxyle (figure 1).

Acides gras saturés (AGS)
Extrémité —» Extrémité
méthyle carboxyle
Une insaturation (double liaisen éthylénique de configuration cis)
Acides gras polyinsaturés (AGPI)
Deux insaturations et plus
Deux acides gras indispensables :
« l'acide linoléique 18:206 (série ©6 ou n-6)
Nomenclatures des acides gras : exem ple de I'acide linoléique
MNombre d'insaturation
Nombre / N
d'atomes
de carbone —® 18:2w6 (ou n-6) ou 18:2 A9,12 (9,12-18:2)
Bt S
Pour les physiclogistes, position de la Pour les chimistes, position des
premiére insaturation a compter insaturations a compter
de |'extrémité méthyle de |'extrémité carboxyle

Figure 1 : Structure et nomenclature des principales familles d’acides gras.
Source : Guesnet et al., 2005

Dans la représentation schématique des acides gras, la chaine hydrocarbonée est symbolisée par une succession de
Spheéres (atomes de carbone) reliées entre elles par des liaisons covalentes.
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Les précurseurs métaboliques des deux familles ’AGPI, l'acide linoléique (18:2 n-
0, LA) pour la famille n-6 et 'acide O-linolénique (18:3 n-3, ALA) pour la famille n-3, sont
des acides gras indispensables. Le caractere «indispensable» des AGPI n-6 a été
démontré au début du 20¢ siecle par les expériences de George et Mildred Burr qui
décrivent des symptomes caractéristiques (retard de la croissance, chute de poils,
dessechement de la peau, desquamation, altérations de la reproductions, etc.) chez des rats
recevant une alimentation totalement dépourvue d’acides gras (Burr and Burr, 1929).
L’addition de LA a I'alimentation de ces animaux corrige leurs symptomes (Burr and Burr,
1930), suggérant que cet acide gras est indispensable. Chez I'Homme, le caractere
indispensable des AGPI n-6 n’est admis qu’au début des années 60, aprés que les
symptomes décrits précédemment soient observés chez des adultes alimentés (par voie
parentérale) avec des préparations dépourvues de lipides et chez des nouveaux nés allaités
avec des laits infantiles également dépourvus de graisse (Soderhjelm et al., 1970). En
revanche, la possibilit¢ que les AGPI n-3 puissent également exercer un role
physiologique spécifique, distinct des AGPI n-6, n’est envisagée que plus tard. Ainsi,
Holman et al. (1982) mettent en évidence lors d’une étude de cas, qu’une carence en ALA
provoque des troubles neurologiques des systtmes sensoriels et moteurs
(engourdissement, faiblesse musculaire, tristesse, problemes de vu, etc.) qui peuvent étre
reversés par I'introduction d’ALA dans la solution nutritive. LLe caractere indispensable

des AGPI n-3 est alors admis en 1985.

Au cours du 20¢ siecle, d’autres travaux ont permis d’approfondir la connaissance
du métabolisme des AGPI, contribuant ainsi a la mise en évidence du caractére

« essentiel » des acides gras dérivés des deux précurseurs.

I.1.2. Principales voies métaboliques des acides gras polyinsaturés

La digestion des lipides alimentaires (essentiellement  triacylglycérols,
phospholipides et stérols) est sous la dépendance des enzymes pancréatiques (triglycéride
lipase et phospholipases) et des sels biliaires qui conduisent a la formation de micelles

mixtes contenant des acides gras libres et des 2-mono-acylglycérols. Apres leur absorption
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(passive) par les entérocytes (intestin gréle), ils sont acheminés vers le réticulum
endoplasmique ou ils sont recombinés en triacylglycérols. Les chylomicrons, lipoprotéines
synthétisées dans les entérocytes, transportent alors les triglycérides vers les tissus

utilisateurs et le tissu adipeux.

1.1.2.1. Catabolisme oxydatif des acides gras polyinsaturés

Le catabolisme des AGPI s’effectue par la voie de la B-oxydation, principalement
dans les mitochondries et les peroxysomes. Auparavant, les triacylglycérols sont activés,
pour cela ils sont hydrolysés par des lipases qui liberent le glycérol et les acides gras. Ces
acides gras sont ensuite thio-estérifiés en acyl-CoA qui vont réagir avec la carnitine pour
donner l'acyl-carnitine grace a une enzyme : la carnitine acyl transférase I (CAT-I). L’acyl-
carnitine traverse la membrane mitochondriale (interne) et sous l'action de la CAT-II,
'acyl-CoA est reconstitué. Il devient alors le substrat de réactions qui vont se dérouler
dans la matrice mitochondriale : c’est la B-oxydation proprement dite, dont un tour va
conduire a un raccourcissement de deux carbones de 'acyl-CoA initial et a la libération
d’un acétyl-CoA (Alessandri et al., 2009) (figure 2). En général, les acétyl-CoA entrent
ensuite dans le cycle de Krebs ou ils sont complétement oxydés en CO; ; mais dans le foie
et dans certaines situations physiologiques particulicres (jetne, diabéte) ou la production
d’acétyl-CoA excede les capacités du cycle de Krebs, il y a production de corps

cétoniques.

Le catabolisme représente le principal devenir métabolique des AGPI
indispensables (Cunnane, 2004). Il a méme été montré que le LA et PALA sont plus
activement dégradés (plus de 50 %) patr B-oxydation mitochondriale que ne le sont les
AGS et les AGMI, du fait de leur plus forte affinité pour la CAT-I (Clouet et al., 1989).
Ainsi, le catabolisme représente une voie quantitativement 200 fois plus importante que la
voie de bioconversion qui conduit a la synthese des AGPI a tres longue chaine a partir de

leurs précurseurs.
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Cycle de Cétogenése
Krebs

Figure 2 : Catabolisme oxvdatif des acides oras dans la mitochondrie.

AGLC : acide gras longue chaine ; CAT-I : Carnitine Acyl transférase I ; CAT-II : Carnitine Acyl transférase
II ; CACT : Carnitine Acylearnitine Translocase.

1.1.2.2. Biosynthese des AGPI a longue chaine

Les précurseurs métaboliques des deux familles d’AGPIL, le LA pour la famille
oméga 6 et PALA pour la famille oméga 3, sont des acides gras dits indispensables. En
effet, les cellules des mammifeéres sont dans I'incapacité métabolique de les synthétiser car

elles ne possedent pas, contrairement aux cellules végétales, les désaturases permettant

d’introduire des doubles liaisons a 'extrémité méthyle, a savoir les A12 et A15 désaturases
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qui génerent successivement le 18:2 n-6 et le 18:3 n-3 a partir de 'acide oléique (18:1 n-9).
Ensuite, ces deux acides gras précurseurs conduisent a la syntheése de dérivés a plus
longue chaine par une succession de désaturations et d’élongations localisée dans le
réticulum endoplasmique de la cellule. Les doubles liaisons et atomes de carbone
supplémentaires sont ajoutés du coté de lextrémité carboxyle, conservant ainsi la
structure n-6 et n-3 des précurseurs d’origine végétale (figure 3). Les principaux AGPI
dérivés a longue chaine ainsi formés dans les organismes animaux sont les acides dihomo-
Y-linolénique (20:3 n-6, ou DGLA) et arachidonique (20:4 n-6, ou ARA) pour la famille
des oméga 0, et les acides eicosapentaénoique (20:5 n-3, ou EPA) et docosahexaénoique
(22:6 n-3, ou DHA) pour la famille des oméga 3. Il est maintenant admis qu’une étape de
rétroconversion peroxysomale (B-oxydation) est requise pour la synthése du DHA (Voss
et al., 1991 ; Sprecher, 2000) : I'acide docosapentaénoique n-3 (22:5 n-3, ou DPA) est
d’abord allongé en acide tétracosapentaénoique (24:5 n-3, ou TPA), lequel est désaturé en
position 6 a partir de Pextrémité carboxyle (action de la A6 désaturase), ce qui produit
P'acide tétracosahexaénoique (24:6 n-3, ou THA). Le THA est ensuite transféré dans les
peroxysomes pour y subir un seul cycle de [B-oxydation générant ainsi une molécule

raccourcie de deux atomes de carbone, le DHA.

Les deux familles ’AGPI, n-6 et n-3, ne sont pas inter-convertibles mais elles
entrent en compétition pour la voie de désaturation-élongation, ce qui implique un
¢quilibre métabolique entre ces deux familles (Barcelo-coblijn and Murphy, 2009). De
plus, en situation d’apport alimentaire équilibré, la voie de biosynthese des oméga 6
sarréte a PARA. Elle se poursuit au-dela lorsque cet apport est déficient en oméga 3,
conduisant a la synthese d’acide docosapentaénoique (22:5 n-6, ou DPA) en
compensation de la diminution de la synthése du DHA (figure 4). L’ importance relative de
ces deux voies de synthese dans I'organisme est donc largement controlée par 'apport
nutritionnel et la disponibilité relative de chaque précurseur (Nakamura and Nara, 2004).

Des données ont ainsi montré que ’ALA a un effet inhibiteur sur la conversion du LA, et

vice versa (Lemarchal, 1989). Cependant signalons que la A6 désaturase possede une plus

forte affinité pour PALA, qui est ainsi préférentiellement désaturé en dérivés a longue

chailne (Bézard et al., 1994).
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Figure 3 : Biosynthese des acides gras insaturés et familles d’acides gras.
Source : Legrand et al., 2004

Le symbole A indigue une désaturation, avec la place de la double liaison introduite repérée a partir du groupe
carboxyle COOH. Le symbole ¢ indique une élongation. Les familles n-7 et n-9 ne sont pas essentielles car lenr
précursenr est synthétisable par I'Homme (et I'animal). Les acides gras des familles n-6 et n-3 constituent les acides

gras essentiels.

Apport alimentaire en oméga 6 Apport alimentaire en oméga 3
acide linoléique acide «-linolénique

Acide éicosapentaénoique

Acide arachidonique " >
(20:5m3) ~a

(20:406) /v O

Apport
alimentaire

aide Acide d b e
docosapentaénoique -— % X L] m‘m’"o"‘“e]
(22:506) /" O (22603) e

linolénique sur la biosynthése des AGPI a longue chaine.
Source : Guesnet et al., 2005
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ar ailleurs, il a été montré chez le rat, quun régime riche en e administré
Par ailleurs, il a ét tré chez le rat, qu’ ol h EPA et DHA ad t
pendant 3 semaines, diminue d’environ 50 % lactivité AG-désaturase hépatique vis a vis

du LA, mais influence peu la conversion de ALA (Christiansen et al., 1991).

De nombreux travaux montrent que le taux de conversion de ’ALA en DHA est
treés faible chez ’'Homme (< 1 %), suggérant que le précurseur est une source trop limitée
pour satisfaire la totalité des besoins en DHA des tissus humains (Burdge and Calder,
2005 ; Arterburn et al., 2006 ; Williams and Burdge, 2006 ; Plourde and Cunnane, 2007).
D’autre part, des études cliniques ont mis en évidence qu’une supplémentation alimentaire
avec des doses croissantes d’ALA induit 'accumulation des dérivés intermédiaires (EPA
et DPA n-3) dans le plasma sans élever pour autant la teneur plasmatique en DHA
(Arterburn et al., 2006). Enfin précisions que chez la femme, comparée a 'homme, une
plus faible proportion d’ALA est utilisée pour la [-oxydation (effet probable de la
différence de masse musculaire), tandis que la fraction convertie en dérivés a longue
chaine EPA et DHA est supérieure (effet probable du statut hormonal et des cestrogenes),
et ce d’autant plus lors de la grossesse (Alessandri et al., 2009 ; Burdge, 2004 ; Williams
and Burdge, 2006). Ceci permettrait de répondre a des besoins physiologiques spécifiques,
notamment pendant la grossesse et I'allaitement, et aux besoins en oméga 3 du feetus puis

du nouveau né.

1.1.2.3. Conversion des AGPI en médiateurs oxygénés actifs

Trois des AGPI a 20 atomes de carbone formés par la voie de désaturation-
¢longation peuvent entrer dans les voies enzymatiques d’oxygénation, d’hydroxylation et
de peroxydation conduisant a la formation de puissants médiateurs dénommés
eicosanoides. Il s’agit du DGLA et de TARA pour la famille des oméga 6, et de TEPA
pour la famille des oméga 3. Ainsi, TARA et PEPA sont les principaux précurseurs
d’eicosanoides dans la plupart des tissus (Simopoulos, 2002). L’action de la phospholipase
A2 au niveau des phospholipides membranaires libere ces AGPI dans le cytoplasme, qui
peuvent alors entrer dans deux voies métaboliques distinctes: (1) la voie des cyclo-

oxygénases (ou COX) générant les prostanoides, c’est a dire les prostaglandines (PG), les
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prostacyclines (PGI) et les thromboxanes (ITX), (2) la voie des lipoxygénases (ou LOX)
produisant les leucotrienes (LT) et les acides gras hydroperoxydés et hydroxylés (figure 5).
Les prostanoides sont des AGPI cyclisés et hydroxylés, renfermant un cycle constitué de
5 ou 6 atomes de carbone sur lequel sont fixés des groupes carbonyle ou époxyde. Ces
AGPI sont synthétisés dans la plupart des tissus tels que le cceur, les poumons, le rein,
I'endothélium vasculaire, les plaquettes, le cerveau, le tissu adipeux...Les leucotrienes sont
des molécules portant toujours 3 doubles liaisons conjuguées (« trienes »), 1 ou 2 groupes
hydroxyles (LTA et LTC) ou 1 groupement époxyde (LTB) et pour les plus complexes, un
groupement sulfure sur lequel est fixé un acide aminé (LTC, LTD et LTE). Les
leucotricnes sont principalement synthétisés par les cellules participant au processus
inflammatoire : monocytes, macrophages, basophiles, mastocytes, neutrophiles. Pour
chaque famille de molécule, on distingue trois séries selon la nature de PAGPI qui en est
la source. Ainsi, pour les prostanoides, les séries 1, 2 et 3 dérivent respectivement du
DGLA, de PARA et de PEPA; pour les leucotrienes, les séries 3, 4 et 5 dérivent
¢galement de ces trois AGPI, respectivement. Chaque tissu possede I’équipement

enzymatique conduisant a la synthése de 'une ou I'autre de ces molécules.

Signalons également que le DHA n’est pas un substrat des cyclo-oxygénases, mais
un inhibiteur puissant de ces enzymes. Par contre, il peut étre métabolisé par les
lipoxygénases, conduisant ainsi a la production de docosanoides. Ces dérivés oxygénés a
partir du DHA comprennent les docosatricnes, résolvines et protectines (Serhan, 2005).
L’étude des docosanoides a permis notamment I'identification de la neuroprotectine D1
(NPD1), produit de la catalyse du DHA par la 15-LOX, et qui joue des roles dans le
systeme nerveux central (SNC) sur les processus d’apoptose et d’inflammation (Niemoller

and Bazan, 2010).

Les structures des principales classes de médiateurs oxygénés sont représentées dans la

figure 6.
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Figure 5 : Voies d’oxydation enzymatique des acides arachidonique et eicosapentaénoique

conduisant a la synthése des prostanoides (voie des cyclo-oxygénases) et des leucotri¢nes

(voie de la 5-lipoxygénase).
Source : Guesnet et al., 2005
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Figure 6 : Structure des principales classes de médiateurs oxygénés générés par voie

enzymatique a partir des acides arachidonique, eicosapentaénoique et docosahexaénoique.
Source : Guesnet et al., 2005

Pour obtenir la structure des prostanoides (prostaglandines, prostacyclines et thromboxanes), des lencotrienes et
lipoxines dérivant de [lacide eicosapentaénoique, il suffit de rajouter dans les molécules dérivant de ['acide
arachidonique, une insaturation supplémentaire en position 3 a compter du groupement méthyle terminal.
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Précisons, que d’autres voies d’oxygénation enzymatique et d’oxydation non
enzymatique des AGPI a 20 et 22 carbones ont été découvertes. C’est le cas de la

synthese :

- des hydroperoxydes &’AGPI oméga 6 et 3 a partir de ’ARA et de PEPA par
'action des 5-, 8-, 12-, et 15-lipoxygénases (Yamamoto, 1992) ;

- des acide époxyeicotriénoiques (EET) issus de la peroxydation des AGPI a 20

atomes de carbone par la voie du cytochrome P450 (Spector et al., 2004) ;

- es isoprostanes et neuroprostanes dériva u ocessus de peroxydation non-
des isoprostanes et neuroprostanes dérivant d’un pr de peroxydation non

enzymatique de PARA et du DHA (Roberts et al., 2005).

Les fonctions exercées par les molécules présentées dans cette partie seront détaillées

dans le paragraphe I.7.4.7.

I.1.3. Données de consommation en acides gras polyinsaturés

1.1.3.1. Sources alimentaires

Dans notre alimentation, les AGPI n-6 et n-3 peuvent étre apportés par des

sources végétales et animales.

Les huiles végétales sont particuliecrement riches en AGPI précurseurs: LA et
ALA. Ainsi, les huiles de tournesol et d’arachide sont particuliecrement riches en LA
(respectivement 64 % et 30 % en moyenne des acides gras totaux (AGT)), huile de
tournesol étant méme qualifiée de «linoléique » compte tenu de sa forte teneur en LA.
I’ALA est majoritairement retrouvée dans les huiles de noix, colza et soja (respectivement
12,10 et 8 % en moyenne des AGT) qui sont qualifiées d’huiles « linoléniques ». Ainsi, les
huiles « linoléiques » possédent un ratio n-6/n-3 trés élevé, tandis que le ratio des huiles

«linoléniques » est plus faible (< 10).
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Tableau 1 : Composition moyenne en AGPI n-6 et n-3 de quelques aliments.

Adapté de Larsson et al., 2004 et Marszalek and Lodish, 2005

AGT  ALA (18:3) EPA (20:55) DHA (22:6) LA (18:2) ARA (20:4) 1n-6/n-3
/100 g/ 100g des AGT g/ 100g des AGT

Huiles
tournesol 100 0,1 - - 77,0 - 770
arachide 100 0,0 - - 30,5 - -
colza 100 10,0 - - 23,0 - 2
soja 100 8,0 - - 54,0 - 7
olive 100 0,5 - - 10,0 - 20
Poissons
saumon 5,2 1,1 13,5 18,9 1,6 0,7 0,07
(Pacifque)
truite 9,6 1,7 7,0 20,4 4,8 0,8 0,09
thon 1,2 1,6 11,3 19,4 1,6 32 0,15
Viandes
poulet 3,1 0,9 0,3 0,6 12,2 0,5 7,06
beeuf 8,8 0,3 trace trace 2,1 0,4 8,33
porc 1,6 0,5 trace 0,4 8,1 0,5 9,56

AGT : acides gras totanx ; AGPI : acides gras polyinsaturés
Les compositions en AGT sont données en g/ 100g d’aliments.
Les compositions en AGPI n-6 et n-3 sont données en g/ 100g du contenu en acides gras totaux.
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En outre, signalons que les produits animaux terrestres (viande, lait, ceuf)
fournissent des quantités plus ou moins importantes de LA et I’ALA. De plus, certains

légumes verts feuillus (épinard, mache, pourpier) sont également des sources d’ALA.

En ce qui concerne les AGPI a longue chaine (AGPI-LC) de la famille oméga 0,
dans notre alimentation courante ils sont apportés par la consommation de produits
animaux terrestres (viande, ceuf, lait) et de lait maternel. Les AGPI-LC oméga 3 quant a
eux, sont issus principalement des poissons gras (hareng, maquereau, saumon, thon,
sardines) et autres produits animaux marins, ainsi que du lait maternel. Notons que les
produits animaux d’origine terrestre (viande, volaille, ceufs et lait) contiennent
majoritairement des dérivés n-6 et des quantités variables de n-3 selon le régime de ces

animaux (Simopoulos, 2001).

La composition en acides gras des lipides du lait maternel n’échappe pas a
I'influence de l'alimentation maternelle. Ainsi la composition lipidique du lait humain varie
a l'intérieur et entre les populations, de moins de 0,1 % a un peu plus de 1,0 % de DHA ,
du fait de la différence de consommation en poissons et fruits de mer (Innis, 2004). Le lait
maternel assure la couverture des besoins en AGPI n-3 (DHA essentiellement) pendant
les premiers mois de la vie : le statut en AGPI n-3 du nouveau né est donc tres dépendant
de celui de sa mere. Concernant les laits infantiles en France, leur composition doit obéir
a IArreté du 11 Avril 2008. Celui-ci stipule que le ratio LA/ALA doit étre comptis entre 5
et 15; en revanche, la présence ’AGPI-LC (20 et 22 carbones) n’est pas obligatoire.
Ainsi, seulement certains laits infantiles contiennent du DHA, en dépit du réle primordial

de cet acide gras dans les fonctions cérébrales.

La composition moyenne en AGPI de quelques aliments est donnée dans le zablean 1.

1.1.3.2. Apports nutritionnels conseillés

Les valeurs des apports nutritionnels conseillés (ANC) ont été fixées dans un
objectif d’optimisation des apports, compte tenu de I’état des connaissances scientifiques.
Ainsi en 2001, des ANC pour les acides gras ont été¢ défini par I’Agence francaise de

sécurité sanitaire des aliments (Afssa) (Martin, 2001). Aujourd’hui ces ANC ont presque
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10 ans et I’Afssa vient d’actualiser les valeurs recommandées en lipides en prenant en
compte les résultats d’études récentes. (Signalons que depuis la parution de ces nonvelles
recommandations, I’Afssa a fusionné avec I’Agence francaise de sécurité sanitaire de ['environnement et du

travail (Afset) pour donner naissance, le 1 Juillet 2010, a I’Anses)

La 3ieme édition des apports nutritionnels conseillés pour la population frangaise
(Martin, 2001) préconisait que les lipides de la ration alimentaire devaient fournir 30-35 %
de Tapport énergétique total (AET), ou plus précisément 33 %. Désormais, I’Afssa

recommande que les lipides représentent 35 a 40 % de PAET.

Chez un sujet adulte en bonne sant¢é (homme ou femme), consommant 2000
kcal/j, Papport en LA représente toujours 4 % de PAET, mais apport en ALA a été élevé
a1 % (contre 0,8 %) de ’AET pour obtenir un rapport LA/ALA strictement inférieur a 5
(tablean 2), et ainsi éviter que les acides gras oméga 6 n’induisent une compétition
excessive vis-a-vis des acides gras oméga 3. Les ANC pour le DHA, constituant majeur de
la structure et du fonctionnement cérébral et visuel ont également été modifiés. Ils sont
désormais fixés a 250 mg/j, valeur deux fois plus élevée que celle proposée en 2001,
compte tenue de la confirmation par de récents travaux de la trés faible conversion de
IALA en DHA. Auparavant, il n’existait pas ’ANC pour 'EPA, car les données étaient
insuffisantes. Aujourd’hui un ANC pour PEPA a été défini, sur la base des données
bibliographiques regroupant souvent EPA+DHA. Ainsi, un ANC de 250 mg/j est
recommandé pour 'EPA, par soustraction a partir de la valeur de 500 mg/j pour la
somme EPA+DHA. Parmi les acides gras saturés, ’Afssa distingue a présent un sous
groupe « acide laurique, myristique et palmitique », athérogene en cas d’exces. Les ANC
pour ce sous groupe ont été fixés a 8 % de AET, et globalement I’Afssa considere
prudent de maintenir un apport en AGS totaux inférieur a 12 % (contre 8 % en 2001).
L’acide oléique est désormais bien identifié, et doit représenter 15 a 20 % de 'AET. La
limite inférieure d’apport est justifiée par le risque lié a la substitution de cet acide gras par

les AGS « athérogenes en exces ».
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Tableau 2 : Actualisation des apports nutritionnels conseillés en acides gras pour l'adulte

consommant 2000 kcal (Mars 2010).

D’apres avis de I'Afssa relatif a l'actualisation des apports nutritionnels conseillés (ANC) pour les acides gras
(1" Mars 2010).

- AG AG non indispensables
indispensables
) Dont AGS | Autres
Acide | AGS
LA |ALA | DHA | EPA oléique | totaux athérogenes| AG |Total
Besoin ph.ysmloglque 2| o8 250 | ) ) i ) 30
minimal mg
Syndrome 30-
métabolique—- | 2 | 0,8 500 mg - - - - 40
diabéte - obésité
o Pathologies 35.
=] - -
2 cardiovasculaires S 1 ]1500-750mg <20 | <12 <8 40
3
c Cancers : sein et 35.
o - - -
2 colon 2108 500 mg <12 40
]
>
2 .
(o} Pathologies neurg- > 200-300 35.
- 2108 - - - -
psychiatriques mg 40
DMLA <4| 0,8 | 500mg - - - - < 4(
ANC 2010 4l 1|22 1500 <12 <8 |
mg | mg 40

Les valenrs sont excprimées en pourcentage de 'apport énergétique total, excepté pour I'EPA et le DHA.

LA : acide linoléique; ALA : acide alpha linolénique ; DHA : acide docosabexaénoigue ; EPA : acide
docosapentaénoique ;  AGS : acides gras saturés ; AGS athérogenes = Acide laurique (12:0) + Acide
myristique (14:0) + Acide palmitique (16:0) ; Autres AG : acides gras monoinsaturés, polyinsaturés, acides gras
trans et conjugués ; DMIA : Dégénérescence Maculaire Liée a I'Age.
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Enfin, les nouveaux ANC font apparaitre un dernier groupe «autre acides gras non
indispensables » qui integre un ensemble d’AG variés : polyinsaturés, monoinsaturés, frans
et conjugués ; dont le total représente environ 2 % de PAET. 1l s’agit en fait ’AG dont
les données disponibles sont actuellement insuffisantes pour définir un besoin

physiologique et un ANC.

Précisons que les ANC détaillés ci-dessus, sont valables pour le sujet adulte pour un
apport énergétique total moyen de 2000 kcal, et sont également applicables au sujet agé.
Pourtant en 2001, les ANC recommandaient un apport énergétique plus faible (1700 kcal)

pour les sujets agés de plus de 65 ans.

Comme auparavant, des ANC spécifiques on été déterminés pour la femme
enceinte et allaitante. En effet, la teneur en AGPI précurseurs, et dérivés a longue chaine
des séries n-6 et n-3 de l'alimentation maternelle influence le développement cérébral du
nouveau-né (en particulier au cours du dernier trimestre de grossesse et pendant
Iallaitement) et la santé de la mere. Concernant le DHA, des travaux épidémiologiques et
cliniques ont évalué les répercussions de 'apport alimentaire en DHA et/ou EPA sur les
parametres de la grossesse et sur le développement visuel et cognitif du jeune enfant. De
plus, étant donné les faibles capacités de conversion de PALA en DHA chez la mere et le
feetus (Williams and Burdge, 2000), les teneurs en DHA des membranes cellulaires
dépendent fortement de I'apport alimentaire en DHA. Aussi, FANC en DHA a-t-il été
fixé a 250 mg/j et PANC en EPA+DHA a 500 mg/j chez la femme enceinte
consommant 2050 kcal et la femme allaitante consommant 2250 kcal. Précisons que les
ANC pour le LA et TALA sont respectivement de 4 % et 1 % de PAET (comme pour
I’adulte).

D’apres les recommandations de Afssa, la part des lipides dans PAET du jeune
enfant (0 a 3 ans) devrait représenter 40-45 % et diminuer a 35-40 % chez I'enfant et

I’adolescent.

Chez lenfant nouveau né, et jusqua lage de 3 ans, les recommandations
concernant le LA et PALA sont fixées respectivement a un minimum de 2,7 % et 0,45 %

de PAET. Puis chez 'enfant agé de 3 a 9 ans et 'adolescent, ce sont les ANC de I'adulte
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qui s’appliquent pour ces mémes acides gras. De fagcon cohérente avec les diverses
recommandations internationales actuelles, un ANC pour le DHA a été fixé a 0,32 % des
AG totaux chez les nourrissons de moins de 6 mois. On peut alors supposer que la
réglementation sur la composition des laits infantiles en France (¢f 1.7.3.7) évoluera vers
une obligation d’une teneur minimale en DHA. Chez le nourrisson de plus de 6 mois et
I'enfant en bas age (1 a 3 ans), PANC pour le DHA a été fixé a 70 mg par jour, pour
assurer la continuité de 'accumulation de cet AGPI dans les membranes cérébrales. Pour
les enfants de plus de 3 ans, PANC retenu est de 125 mg/j pour le DHA et 250 mg pour
EPA+DHA, compte tenu d’apports énergétiques réduits de moitié par rapport a ceux des

adolescents dont PANC recommandé correspond a celui de 'adulte.

Le caractere novateur des ANC 2010 tient également au fait que ’ANC de chaque
AG étudié a été établi a partir des besoins physiologiques minimaux et en considérant des
aspects physiopathologiques (diabéte, obésité, maladies cardiovasculaires, cancers, etc.).
Ainsi, les valeurs proposées pour les ANC couvrent des réalités différentes pour chaque
AG considéré, en fonction notamment de I’état physiopathologique du sujet et du
caractere indispensable ou non des AG. Par rapport aux ANC de 2001, ’Afssa a fait
évoluer ses recommandations nutritionnelles : globalement plus de lipides et ’AG oméga
3, et une attention particuliere portée a un groupe d’AGS spécifiques, considéré comme
athérogene en exces. Les conseils concrets qui en découlent sont de privilégier les huiles
végétales riches en ALA et présentant un rapport LA/ALA proche de 5, ainsi que les
poissons gras, et de modérer la consommation des graisses industrielles et animales, dans

la limite de 'apport énergétique conseillé.

1.1.3.3. Réalité de la consommation

Depuis une dizaine d’années, Papport quantitatif en lipides des frangais s’est
stabilisé a 35-38 % de TAET (Malvy et al., 1999, Astorg et al., 2004). Autrefois supérieure
aux recommandations (¢f. ANC, 2007), cette consommation en lipides totaux est a présent
dans la nouvelle marge proposée par I’Afssa (35-40 %). Cependant d’un point de vu
qualitatif, la réalité¢ de la consommation en AG ne correspond pas aux recommandations

préconisées. En effet, les AGS sont consommés en exces et représentent quasiment la
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moitié de notre alimentation lipidique (46,5 %), alors que I’Afssa recommande une

consommation inférieure a 32 % (de I'apport lipidique total).

Concernant les apports en AGPI, les données ont mis en évidence un déséquilibre
des apports entre AGPI n-6 et n-3, traduit par la valeur du rapport de leurs précurseurs
respectifs LA/ALA. En raison de la compétition existant entre ces deux AGPI, les ANC
recommandent un ratio strictement inférieur a 5 ; or, en France, ce rapport évolue entre
11 et 14 (Combe and Boué, 2001 ; Astorg et al., 2004). Notons, qu’au Japon ou
Putilisation d’huiles de colza et de soja est courante, le rapport LA/ALA vatie de 4 a 8
(Kuriki et al., 2003). Diftérentes études ont permis de fournir des éléments sur les niveaux
de consommation en LA et ALA pour la population francaise : Transfair (Hulshof et al.,
1999), Aquitaine (Combe and Boué, 2001), SU.VI.MAX (Supplémentation en VItamines
et Minéraux Anti-oXydants) (Hercberg et al., 2004) et INCA (INsuffisance CArdiaque)
(Razanamahefa et al., 2005). II ressort de ces études que I'apport moyen en ALA (environ
0,6 g/j pour Transfair, 0,7g/j pour Aquitaine, 1 g/j pour SUVLMAX et 0,1 g/j pour
INCA) est insuffisant et tres loin de couvtir PANC défini pour cet acide gras (2,2 g/j). Par
opposition, les apports moyens en LA sont plus de dix fois supérieurs aux apports en

ALA ; de ce fait, le rapport LA/ALA prend des valeurs trop élevées (tablean 3).

Concernant les apports en AGPI-LC, notamment de la série oméga 3, il existe tres
peu de données de consommation pour la population frangaise. I.’étude SU.VIL.MAX a
permis de montrer sur la cohorte étudiée (4884 sujets) que apport moyen en EPA était
de 150 mg/j pour les hommes et 118 mg/j pour les femmes (contre 250 mg préconisé par
les ANC 2010). Quant au DHA, la consommation moyenne était de 273 mg/j et 226
mg/j pour ’homme et la femme respectivement (Astorg et al., 2004). La consommation
moyenne en DHA rapportée dans cette étude semble assez proche des recommandations
(250 mg DHA/j). Cependant, il existe dans la population étudiée une trées grande
variabilité dans les niveaux d’apports en DHA, suggérant que ce résultat n’est peut étre

pas représentatif de 'ensemble de la population francaise.

A la vue de ces données, il convient de signaler que ces estimations d’apport en
AGPI n-3 dans la population francaise doivent étre considérées avec précaution, compte-

tenu des limites des tables de composition nutritionnelle souvent incomplétes pour ce
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nutriment, ainsi que des biais liés aux reports de consommation d’un nutriment
consommé en faible quantité et de fagon tres variable d’un jour a I'autre. En dépit de ces
imprécisions, les données convergent et permettent d’affirmer que la population frangaise
est en situation d’insuffisance d’apports en ALA, pouvant étre assimilée a un risque de
déficience. Notons que dans la majorité des sociétés occidentales, le rapport global oméga
6/oméga 3 n’a cessé d’augmenter au cours du siecle dernier (Muskiet et al., 2004 ;

Simopoulos, 2008) ; conséquence de changements de modes de consommation (fablean 4).

Le ratio LA/ALA est un déterminant important de lhoméostasic et du
développement. Ainsi, 'exces d’apport en AGPI n-6 par rapport aux AGPI n-3, tel qu’il
est rencontré dans nos sociétés occidentales, est préjudiciable pour notre santé car il
semble contribuer a I’étiologie d’un grand nombre de pathologies telles que les maladies
cardiovasculaires, 'ostéoporose, les maladies inflammatoires et auto-immunes, 'obésité
ou le diabete. A linverse, un ratio LA/ALA faible, favorisé par un apport accru en AGPI

n-3, semble participer a la prévention de ces mémes pathologies (Simopoulos, 20006).
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Tableau 3 : Estimation du rapport moven LLA/ALA dans Palimentation de la population
francaise.

Etudes Population Rapport LA/ALA
Transfair (1995-1996) 300 hommes
(Hulshof et al., 1999) 463 femmes > 13,8 pourles 2 sexes

61 femmes parturientes
Aquitaine (1996-1999)
79 femmes non parturientes

(Combe and Boué, 2001) 15
(18 — 50 ans)
SU.VI.LMAX (1994-2002) 2119 hommes (45-60 ans) Hommes : 11,1
(Hercberg et al., 2004) 2889 femmes (35-60 ans) Femmes : 10,8
INCA (1998-1999) 1985 adultes (> 15 ans) Hommes : 11,5
(Razanamahefa et al., 2005 1018 enfants (3-14 ans) Femmes 12,7

Tableau 4 : Rapport oméga 6/oméga 3 dans plusieurs populations.

Source : Simopoulos, 2008

Population Oméga 6/oméga 3

Paléolithique 0,79

Grece (avant 1960) 1,00 -2,00
Japon (actuel) 4,00

Inde rurale (actuelle) 5-6,1

Inde urbaine (actuelle) 38-50
Angleterre et Europe du nord (actuelles) 15,00
Etats Unis (actuels) 16,74
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I.1.4. Mécanismes d’action des acides gras polyinsaturés

Les différents mécanismes d’action identifiés pour les AGPI illustrent la grande
diversité des fonctions régulées par ces nutriments. Les roles physiologiques majeurs
exercés par les AGPI, actuellement présentés dans la littérature (Alessandri, 2004), font

'objet des paragraphes suivants.

[.1.4.1. Les AGPI : précurseurs de médiateurs bioactifs

Cette voie d’action des AGPI se déclenche avec la libération des AG depuis les
phospholipides membranaire suite a ’action de la phospholipase A2. Une fois libérés de la
membrane, les AGPI a 20 atomes de carbone (ARA, EPA et DGLA) engendrent par
oxygénation des médiateurs bioactifs: les eicosanoides. Rappelons que les
prostaglandines, prostacyclines et thromboxanes des séries 1, 2 et 3 sont produit par la
voie COX a partir respectivement, du DGLA de ’ARA et de 'EPA. La 5-LOX conduit
aux leucotri¢nes de la série 4 a partir de PARA et a ceux de la série 5 a partir de 'EPA (¢f.
1.7.2.3.). 1l existe donc une compétition entre les différentes séries vis-a-vis des enzymes
COX et 5-LOX. Ainsi, les précurseurs des endoperoxydes des séries 1 et 3 entrent en
compétition avec leur homologue de la série 2, et le précurseur des leucotrienes de la série
5 s’oppose a celui de la série 4. L’équilibre alimentaire entre les acides gras n-6 et n-3
détermine donc la balance métabolique, qui influe sur la synthese de molécules bioactives
dont les propriétés sont généralement opposées (Calder, 2002 ; Schmitz and Ecker, 2008).
En effet, PARA géncre des médiateurs proagrégants, vasoconstricteurs (endoperoxydes de
la série 2) et pro-inflaimmatoires (leucotrienes de la série 4). A P'opposé, les eicosanoides
dérivés de PEPA ont des propriétés anti-agrégantes, vasodilatatrices (endoperoxydes des
la série 3) et non inflammatoires (leucotricnes de la série 5). Notons également que les
eicosanoides dérivés de PARA sont capables d’activer des facteurs de transcription tels
que les récepteurs aux proliférateurs de peroxysomes (PPAR), comme cela sera détaillé
dans un prochain paragraphe (¢f 1.7.4.4. et 1.3.3.). Enfin, le DHA est également le

précurseur de docosanoides bioactifs (résolvines, docosatricnes, neuroprotectines et
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neuroprostanes), particuliecrement importants dans le cerveau ou ils ont une action anti-

inflammatoire et neuroprotectrice (Bazan, 20006 ; Laye, 2010).

1.1.4.2. Les AGPI : modulateurs des propriétés membranaires

< Les « radeaux lipidiques » (lipid rafts)

Depuis le modéle de la mosaique fluide proposé par Singer et Nicholson en 1972,
le concept de domaine membranaire évolue. Les interactions entre protéines, dans le plan
membranaire et de part et d’autre de la membrane, apparaissent de plus en plus clairement
dépendre de la qualité de 'environnement lipidique. La théorie des « radeaux lipidiques »,
ou « lipid rafts », propose que des protéines trans-membranaires maintenues en paquet
par une gangue de lipides a effet rigidifiant, les «rafts» (acide gras saturé,
glycosphingolipides et cholestérol), ont des possibilités d’interactions différentes de celles
de protéines individualisées contenues dans un micro-environnement peu ordonné et
flexible (riche en AGPI) et autorisant une plus grande liberté de mouvement (Lee, 2001 ;

Levental et al., 2010).

L’exemple du DHA, de part sa concentration élevée dans les membranes excitables
du cerveau et de la rétine, illustre bien les propriétés physiques exercées par les AGPI au
sein des membranes nerveuses, induisant la ségrégation des rafts (Alessandri and Guesnet,
2005 ; Stillwell et al., 2005). Ainsi au niveau des cellules photoréceptrices de la rétine, la
réception du photon et sa transduction en signal électrique nécessitent des changements
conformationnels de la rhodopsine. Ces changements sont directement modulés par la
composition phospholipidique des membranes photoréceptrices, notamment par la

concentration en DHA qui favorise la ségrégation des rafts.

<> Les vésicules de neurotransmetteurs

Un autre processus membranaire, directement impliqué dans le fonctionnement du

systeme nerveux, concerne la libération synaptique de neurotransmetteurs. Le role des

Données bibliographiques 39| Page



AGPI en tant que constituant des membranes vésiculaires a fait I'objet d’une attention
toute particulicre. Ainsi le modele de rat carencé en AGPI n-3 a permis de mettre en
évidence des perturbations du processus de stockage et de libération présynaptique de
plusieurs neurotransmetteurs. En effet, des travaux ont montré une augmentation de la
libération spontanée (en I'absence de stimulation nerveuse) de dopamine dans le noyau
accumbens (Zimmer et al., 2000), d’acétylcholine (Aid et al., 2003) ou de sérotonine
(Kodas et al., 2004) dans ’hippocampe. En revanche, la libération chimiquement induite
de ces neurotransmetteurs est significativement réduite, comparée a celle mesurée chez
des rats témoins. 11 a alors été suggéré une « fuite » basale de neurotransmetteur dans
'espace synaptique qui réduirait le stock contenu dans les vésicules. Lors de la stimulation
nerveuse, générée par exemple en situation d’apprentissage, la quantit¢é de
neurotransmetteur libérée serait alors réduite et conduirait ainsi a une moindre efficacité
de l'influx nerveux. Ainsi, le déficit membranaire en AGPI n-3, en particulier en DHA,
affecterait de manicre générale le stockage des neurotransmetteurs et leur libération dans
la fente synaptique; mais ces résultats restent encore controversés. Néanmoins, ces
processus pourraient contribuer a expliquer les perturbations comportementales
observées chez les animaux carencés en AGPI n-3 (Moriguchi et al., 2000 ; Fedorova and

Salem, 2006) (¢f I1.1.3.3.).

1.1.4.3. Les AGPI : modulateurs de 'expression génique

En 1990, i est découvert que des médicaments utilisés chez 'Homme pour le
traitement d’hyperlipidémies, provoquent la prolifération des peroxysomes chez les
rongeurs vza I'activation de facteurs de transcription appartenant a la superfamille des
récepteurs nucléaires, ainsi nommés les « peroxisome proliferator-activated receptors » ou
PPAR (Issemann and Green, 1990). Un peu plus tard, il a été mis en évidence que les
acides gras et leurs dérivés oxygénés étaient les activateurs naturels des PPAR, et
régulaient ainsi 'expression d’un grand nombre de genes (Kliewer et al., 1997). En réalité,
plusieurs autres facteurs de transcription activés par les acides gras et leurs dérivés ont été
identifiés, parmi lesquels RXR (retinoid X receptor), SREBP-1 (stérol regulatory element-
binding protein 1), HNF4 (Hepatic Nuclear Factor 4) et LXR (Liver X Receptor). Une
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description détaillée de ces récepteurs et de leurs mécanismes d’action fera 'objet du

chapitre 1.3.

I.1.5. Impacts physiologiques des acides gras polyinsaturés

L’apport alimentaire en AGPI des familles oméga 6 et oméga 3 est le principal
déterminant du niveau de biosynthese et d’incorporation des AGPI dans les
phospholipides des membranes cellulaires (Barcelo-Coblijn and Murphy, 2009). Du fait de
la compétition de ces deux familles pour les enzymes de bioconversion (élongases,
désaturases), un exces d’apport en LA au détriment de ’ALA, provoque 'augmentation
de lincorporation de ’ARA dans les phospholipides membranaires, au détriment des
dérivés supérieurs oméga 3. Ce remplacement, s’effectue alors dans Pensemble des
membranes cellulaires des tissus : cellules circulantes, foie, tissu nerveux, etc. Pour cette
raison, le rapport LA/ALA, est un déterminant important de I’équilibre nutritionnel en

AGPI oméga 6 et oméga 3.

Un déséquilibre d’apport alimentaire en oméga 6 et oméga 3 peut avoir de

nombreuses conséquences sur :

- les phénomenes d’agrégation plaquettaire, inflammatoire et immunitaire : les dérivés oxygénés de
IARA favorisent les processus de thrombose, d’allergie et d’inflammation. De plus, ces
dérivés sont synthétisés en plus grande quantité que ceux issus de la famille oméga 3 et
possedent une grande efficacité biologique a des faibles concentrations. L’ingestion d’un
régime équilibré en AGPI oméga 3 a des effets bénéfiques (1) en réduisant par inhibition
compétitive I'incorporation de ’ARA dans les membranes cellulaires ainsi que la synthese
de ses médiateurs bioactifs ; et (2) en produisant des dérivés oxygénés (issus de 'EPA ou
du DHA), qui exercent des propriétés antagonistes a ceux issus de ARA, ou sont
biologiquement moins actifs. Ainsi 'apport alimentaire en AGPI peut influer sur
I'incidence des maladies cardiovasculaires (athérosclérose, maladies coronaires et maladies
cérébrovasculaires) et inflammatoires (Barcelo-Coblijn and Murphy, 2009). Dans la

population inuit, ou la consommation de graisses animales se fait exclusivement par
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Iapport d’animaux marins, trés riches en EPA et DHA, lincidence de maladies

cardiovasculaires et inflammatoires est trés faible.

- la régulation du métabolisme lipidigue hépatigne et de l'adipogenese : le métabolisme lipidique,
mettant en jeu les voies de lipogenese, de désaturation-élongation, de synthése des
triglycérides et de sécrétion des VLLDL (very low density lipoprotein), et de B-oxydation et
de cétogenese des acides gras, est régulée par les AGPI au niveau du foie vz 1a voie des
récepteurs nucléaires (PPAR et SREBP-1c¢) (figure 7). 11 a cependant été montré que les
oméga 3 répriment plus efficacement que les oméga 6 les voies de syntheése des
triglycérides et d’assemblage des VLDL, réduisant ainsi la sécrétion de ces lipoprotéines
dans la circulation sanguine et le risque d’hypertriglycéridémie qu’elles représentent
(Clarke, 2001). Ainsi chez 'Homme, la consommation d’oméga 3 a longue chaine entraine
une baisse notable de la triglycéridémie, en particulier chez les sujets
hypertriglycéridémiques (Bays et al., 2008). De plus, il a été mis en évidence que les oméga
0, en particulier ’ARA, sont de puissants activateurs de la différenciation adipocytaire,
contrairement aux oméga 3 qui contrecarrent les effets proadipogéniques des oméga 6
(Ailhaud et al., 20006). Ainsi 'accroissement du rapport oméga 6/oméga 3 dans le lait
maternel (lequel peut atteindre des valeurs supérieures a 20) est susceptible de moduler le
développement du tissu adipeux pendant la période périnatale, physiologiquement

critique, et donc de favoriser le risque d’obésité des les premicres années de la vie.

- la physiologie nervense : chez I'animal, la diminution de la teneur en DHA, s’accompagne
d’une réduction des capacités d’apprentissage (Moriguchi et al., 2000 ; Hashimoto et al.,
2002) et de discrimination visuelle (Neuringer et al., 1986). Chez le nouveau-né humain, il
a été mis en évidence que la consommation de laits infantiles, pauvres en oméga 3,
conduit rapidement a la diminution de la concentration en DHA dans les membranes
érythrocytaires et cérébrales, et a un retard de maturation des fonctions visuelles,

comparativement a des enfants allaités au sein consommant ainsi du DHA (Jensen and

Heird, 2002 ; Innis, 2009 ; Guesnet and Alessandri, 2010).
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Acides gras polyinsaturés (AGPI)

du tissu
adipeuy

ﬁ'““idat';“:“l Synthése des acides
mitochondriale | gras (lipogenése,
et péroxysomale | désaturation,

élongation,...)

Figure 7 : Effets des acides gras polyinsaturés sur la transcription de genes du

métabolisme lipidique au niveau des cellules hépatiques et de l'adipocyte.
Source : Guesnet et al., 2005

COX : ¢yelo-oxcygenases ; CREB : élément de liaison protéique répondant an cAMP (e AMP-responsive element
binding protein) ; 1L.OX : lipoxygénases ; PKA : protéine kinase a; PPAR : réceptenr aux proliférateurs de
peroxcysomes ; PPRE : élément de réponse an PPAR ; RXR : réceptenr aux rétinoides ; SREBP-1¢ : protéine de
liaison a ['élément de régulation des stérols ; VIDL : very low density lipoprotein.

Données bibliographiques 43 |Page



Ainsi un grand nombre de travaux ont mis en évidence I'implication des AGPI
dans de nombreuses fonctions physiologiques fondamentales, comme en témoigne le
tablean 5 (liste non exhaustive). Un ratio oméga 6/oméga 3 élevé, rencontré dans
Palimentation occidentale, favorise l'incidence de nombreuses maladies, y compris les
maladies cardiovasculaires (Leaf et al., 2003), les cancers (Maillard et al., 2002),
I'inflammation (Laye, 2010), le diabete ou 'obésité (Storlien et al., 1998), 'ostéoporose
(Salari et al., 2008), la dégénérescence maculaire liée a 'age (DMLA) (Serini et al., 2009), la
dépression (Liperoti et al., 2009), la maladie d’Alzheimer (MA) (Cunnane et al., 2009 ;
Jicha and Markesbery, 2010), etc.

A la vue de ces données, un déséquilibre des apports en AGPI oméga 6 et oméga 3
n’est donc pas sans conséquences sur 'ensemble des systemes physiologiques de notre
organisme. En effet les AGPI oméga 6 et oméga 3 jouent des roles souvent opposés, dans
de nombreuses fonctions physiologiques comme constituants des membranes cellulaires,
précurseurs de médiateurs lipidiques bioactifs et régulateurs de facteurs de transcription,

et interferent ainsi sur ’étiologie d’un grand nombre de pathologies.

Dans la suite de cette introduction bibliographique, nous nous attacherons a
présenter un autre nutriment, essentiel au maintien de nombreuses fonctions biologiques :

la vitamine A et son métabolite actif I'acide rétinoique.
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Tableau 5 : Effets des acides gras polyinsaturés sur les systemes physiologiques.

Adapté de Jump, 2004.

Systemes

Effets

Systeme nerveux central

Rétine

Systeme cardiovasculaire

Foie

Systéme immunitaire

Muscle squelettique

Plusieurs types cellulaires

Fonctions cognitives
Plasticité synaptique
Neurogenése
Apoptose neuronale
Activité des photorécepteurs

Arythmie
Athérosclérose
Lipogenésale novo
Synthése et sécrétion de VLDL
Oxydation des acides gras
Métabolisme du cholestérol

Activation des cellules T
Inflammation
Sensibilité a l'insuline

Production d’eicosae®id

Production de cytokines

Croissance cellulaire et différenciation
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I.2. L’acide rétinoique : dérivé actif de la vitamine A

1.2.1. Présentation des rétinoides

La vitamine A ou rétinol (en référence a son action au niveau de la rétine) compte
de nombreux dérivés métaboliques, composés naturels ou synthétiques, rassemblés sous
le terme de «rétinoides », parmi lesquels certains sont illustrés sur la figure 8. Dans la
cellule cible, a partir du rétinol, un métabolisme oxydatif conduit a la production de
rétinal, qui peut ensuite étre converti de maniere irréversible en acide rétinoique (AR). La
fonction alcool (-OH) du rétinol peut également étre estérifiée par un acide gras, le plus
souvent I’acide palmitique, pour former des esters de rétinol, ou rétinyl esters. Ceux-ci
constituent la forme de stockage de la vitamine A dans 'organisme. Ainsi les principaux
métabolites actifs de la vitamine A sont le 11-cs-rétinal, molécule essentielle pour la
vision, et ’AR (acide 9-cis rétinoique et acide tout-#rans rétinoique), puissant régulateur de
Pexpression génique. Outre leurs roles dans la physiologie de la cellule normale, les
rétinoides possedent des propriétés thérapeutiques. A titre d’exemple, lacide 13-cis
rétinoique, composé synthétique, est utilisé en dermatologie dans le traitement de I’acné,

sous le nom d’Accutane (Bershad, 2001).

Les molécules de la famille des rétinoides possedent des similitudes de structure et
de fonction. Leur structure isoprénique leur confere un caractere lipophile qui nécessite
des protéines de liaison spécifiques, permettant le transport, le stockage et le métabolisme
des rétinoides en molécules biologiquement actives. La structure particulicre de chaque
rétinoide, liée a la fonction (alcool, aldéhyde ou acide) portée par la chaine latérale et a la
configuration des doubles liaisons (¢is ou #rans) qu’elle comporte, leur fournit une certaine

spécificité d’activité.
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Figure 8 : Formules chimiques de quelques rétinoides.
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Tableau 6 : Principales sources de vitamine A dans l'alimentation francaise.
Source : Martin, 2001

Rétinol B-carotene  Vitamine A totale

Aliment
(1g/100 g) (1g/100 g) ER/100 g

Foie 10 800 a 23 500 1 500 10 000 & 21 500
Carotte 0 9 000 & 10 000 1350 & 1500
Poisson tres gras 800 a 1 000 0 720 4900
Beurre 700 500 720
Epinard, bette 0 4 500 680
Fromages, créme 200 4380 50 & 220 180 a 360
Fruits (melon, mangue, abricots) 0 1500 a 3 000 230 a 460
CEuf entier 200 40 200
Brocoli, poireaux 0 400 60
Lait entier 50 13 48
Fruits (pomme, raisin, Kiwi) 0 50a70 9a12

ER : équivalent rétinol : 6 g de B-caroténe ont la méme activité vitaminique que 1 ug de retinol, soit 1 ER.
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1.2.2. Données de consommation en vitamine A

1.2.2.1. Sources alimentaires

La vitamine A est apportée a 'organisme sous forme d’esters de rétinol par des
produits d’origine animale : ’huile de foie de poissons, la viande, le lait entier, le beurre,
les ceufs, les fromages, etc. Les végétaux contiennent essentiellement des provitamines A,
appelées caroténoides, qui sont des précurseurs que lorganisme est capable de
transformer en rétinol au niveau de l'intestin. Certains fruits et [égumes, en contiennent de
grandes quantités : les abricots, les mangues, les carottes, les légumes verts foncés, etc.
Parmi les principaux caroténoides, il semblerait que le [B-caroténe soit le plus efficace des
précurseurs, pourvu d’activités biologiques étendues. Les principales sources de vitamine

A de Palimentation francaise sont présentées dans le fableau 6.

1.2.2.2. Apports nutritionnels conseillés

L’Homme ¢étant incapable de synthétiser la vitamine A, il doit se la procurer par
I'alimentation, soit sous forme de rétinol ou rétinyl esters (produits d’origine animale), soit
sous forme de caroténoides (végétaux). Cependant, les besoins en vitamine A sont
difficiles a établir, en particulier a cause de la difficulté a évaluer le pouvoir provitaminique
A des caroténoides contenus dans les aliments. En effet, de nombreux facteurs
nutritionnels, physiologiques ou environnementaux semblent modifier P'absorption

intestinale du [-caroténe et sa conversion en vitamine A dans l'organisme. A titre

d’exemple, la cuisson des carottes semble améliorer la biodisponibilité du [-caroténe
contenu dans cet aliment. De plus, 'absorption intestinale des caroténoides nécessite un
taux minimal de lipides dans la ration alimentaire, et semble étre affectée par la longueur
de la chaine hydrocarbonée des acide gras (van Het Hof et al., 2000 ; Huo et al., 2007).

Tous ces facteurs rendent donc délicate estimation des apports nutritionnels conseillés.

Les apports recommandés en vitamine A sont exprimés en équivalent rétinol (ER)
(IER = 1 ug de rétinol = 6 pg de B-caroteéne). Les ANC pour la population francaise

(Martin, 2001) wvarient en fonction de T'age et de I’état physiologique (grossesse,
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allaitement) (fablean 7) de 350 ER a 950 ER par jour. De plus, il est d’usage de conseiller

qu’environ 60 % de I'apport en vitamine A provienne des caroténoides.

Les états de carence franche en vitamine A se rencontrent dans les pays en
développement, se traduisant notamment par des atteintes de la sphere oculaire et une
cécité irréversible, mais restent rares dans les pays industrialisés. Ces derniers sont plutot
le siege d’états précarentiels ou subcarentiels, qui sont souvent sans expression clinique
révélatrice, ce qui les rend difficiles a diagnostiquer. En France, les populations a risques
concernent pour la majeure partie les personnes agées de plus de 65 ans. A T'opposé,
I’hypervitaminose A peut également avoir de graves conséquences : augmentation de la
pression intracranienne, nausées, troubles hépatiques, malformation feetale, etc. Ainsi, une

limite de sécurité a été fixée a 1000 ER par jour.

I.2.3. Métabolisme général de la vitamine A

La conversion des caroténoides pro-vitaminiques A en rétinol a lieu
essentiellement dans la muqueuse intestinale. Le rétinol nouvellement formé est ensuite
estérifié en rétinyl esters et transporté, vz les chylomicrons, vers le foie qui assure la mise
en réserve de ces rétinyl esters. En fonction des besoins de organisme, le rétinyl ester
sera alors hydrolysé en rétinol libre qui sera secrété dans le plasma, véhiculé par un
complexe protéique, composé de la retinol binding protein (RBP) et de la préalbumine ou
transthyrétine (T'TR), jusqu’au tissu cible. Signalons que le rétinol constitue le rétinoide le
plus abondant dans le sang (95 % du rétinol sont liés aux protéines vectrices permettant
leur transport). Le flux de rétinol libéré par le foie est tres finement régulé de manicre a
maintenit une concentration constante de rétinol dans le plasma (2 umol/L). Au dela des
besoins immédiats, la vitamine A alimentaire sert a constituer des réserves hépatiques qui
seront ensuite utilisées au cours des périodes d’apports insuffisants (Theodosiou et al.,

2010).
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Tableau 7 : Apports nutritionnels en vitamine A recommandés pour la population
francaise.

Source : Martin, 2001

Catégorie Vitamine A (ER par jour)
Nourrisson 350

Enfants de 1 a 3 ans 400

Enfants de 4 a 6 ans 450

Enfants de 7 a 9 ans 500

Enfants de 10 & 12 ans 550
Adolescents de 13 a 15 ans 700
Adolescentes de 13 a 15 ans 600
Adolescents de 16 a 19 ans et hommes adultes 800
Adolescents de 16 a 19 ans et hommes adultes 800
Adolescentes de 16 a 19 ans et femmes adultes 600
Femmes enceintes (3ieme trimestre) 700
Femme allaitantes 950
Personnes agées de plus de 75 ans 700 (hommes)

600 (femmes)

ER : équivalent rétinol : 6 g de B-caroténe ont la méme activité vitaminique que 1 ug de rétinol, soit 1 ER.
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Au niveau de la cellule cible, il semble que la RBP soit reconnue par un récepteur
trans-membranaire nommé STRAG, qui prendrait en charge le rétinol en le faisant entrer
dans la cellule (Kawaguchi et al., 2007). A Tintérieur, le rétinol peut alors subir un
métabolisme non oxydatif, produisant des rétinyl esters, rétinyl-phosphate, 3-
déhydrorétinol, ainsi qu’un métabolisme oxydatif donnant du rétinal (aussi appelé
rétinaldéhyde) puis de Tacide rétinoique (AR), métabolite actif de la vitamine A.
L’oxydation du rétinol en AR est un processus enzymatique, qui se déroule en deux
étapes, et dont le rétinal est le métabolite intermédiaire. L.a premicre oxydation est
réversible, tandis que la deuxieme est irréversible. La formation du composé
intermédiaire, le rétinal, peut étre catalysée par des enzymes cytosoliques ou microsomales
appelées rétinol déshydrogénases (RDH) (Gottesman et al., 2001 ; Pares et al., 2008). Ces
RDH peuvent ainsi appartenir a la famille des alcool déshydrogénases (ADH), enzymes
cytosoliques, ou a la famille des déshydrogénases/réductases a chaines courtes (SDR),
enzymes microsomales (Pares et al., 2008). Le rétinal peut ensuite étre converti de
manicre irréversible en AR par des aldéhydes déshydrogénases (ALDH) cytosoliques
(Duester, 2008). Par ailleurs, il a également été montré, iz witro, quune variété de
cytochromes P450 (CYP) étaient impliqués dans I'oxydation microsomale du rétinal en
AR (Collins and Mao, 1999). Enfin signalons, que le CYP26 permet la dégradation et
Iélimination de ’AR tout-#rans spécifiquement, et contribue ainsi au controle du signal
rétinoide (Petkovich, 2001). La figure 9 décrit les processus du métabolisme cellulaire de

I’AR détaillés dans ce paragraphe.
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Figure 9 : Métabolisme cellulaire de 1'acide rétinoique.
Source : Theodosiou et al., 20710

Le rétinol circulant est pris en charge par le complexe retinol binding protein (RBP) — transthyrétine (I'TR), puis
transféré dans la cellule par le réceptenr trans-membranaire STRAG. A Lintérienr, le rétinol est transformeé de
maniére réversible en rétinal (ou rétinaldéhyde) par des alcohol debydrogenases (ADH) ou des short-chain
debydrogenases/ reductases (SDR). Le rétinal est ensuite métabolisé, de maniére irréversible, en acide rétinoigue
(AR) par des rétinaldéhyde debydrogenases (RALDH). 1.’AR, pris en charge par la cellular retinoic acid binding
protein (CRABP), peut alors agir dans le noyau comme ligand des réceptenrs nucléaires RAR (retinoic acid
receptor) et des RXR (retinoid X receptor), pour réguler la transcription de genes cibles.

Données bibliographiques 53| Page




1.2.4. Mécanisme d’action de la vitamine A

La vitamine A, et plus particulicrement son métabolite actif I'acide rétinoique, joue
un role fondamental dans la régulation de expression du génome. Tout comme les acides
gras polyinsaturés, le mode d’action nucléaire de la vitamine A s’apparente a une action
hormonale. L’acide rétinoique va agir directement dans le noyau en se liant a des facteurs
de transcription, membres de la superfamille des récepteurs nucléaires. Ainsi 'acide tout-
trans rétinoique et son isomere 9-cs sont des ligands spécifiques des récepteurs nucléaires
RARs (Retinoic Acid Receptors) tandis que lacide 9-cis rétinoique uniquement, lie les
RXRs (Retinoid X Receptors). Signalons cependant, que la présence de lacide 9-cis
rétinoique dans les tissus n’a pas pu étre détectée iz wvivo (Wolf, 2006). Finalement,
Pactivation des récepteurs nucléaires par AR permet leur fixation sur des zones
déterminées de PADN, ce qui va inhiber ou stimuler expression de genes cibles situés en
aval de ces zones. Une description détaillée de la régulation génique par AR, des

mécanismes et acteurs mis en jeu, fera 'objet du chapitre 1.3.

1.2.5. Roles génériques de la vitamine A et de I’acide rétinoique

Au cours de ces derniéres années, les connaissances sur les fonctions cellulaires de
la vitamine A et de AR se sont fortement accrues. Les incidences physiologiques
marquées d’une carence en vitamine A ou a linverse d’une intoxication par exces
d’apports révelent I’étendue de I'action des rétinoides. Le zablean § indique les principaux

signes cliniques observés en cas de déséquilibre d’apport en vitamine A.

Les fonctions tres variées des rétinoides sont assurées par trois métabolites actifs
essentiels : le 11-zs rétinal, 'acide tout-#rans rétinoique et I'acide 9-cis rétinoique. Le 11-cis
rétinal est ’heme de la rhodopsine, pigment visuel photosensible des cellules en batonnet
de la rétine, et assure donc un réle essentiel dans la vision. L’acide tout-#rans rétinoique et
Pacide 9-cs rétinoique ont une action génomique. Plus de 500 genes ont été proposés
comme répondant a l'acide rétinoique ; ce qui explique les effets pléiotropiques de cette
molécule.
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Tableau 8 : Symptomes observés en cas de déficience ou d'excés en vitamine A.

Déficience en vit. A Exces de vit. A
Peau Lésions cutanées Desquamation cutanée eirdu cu
chevelu
Vision Xérophtalmie Troubles visuels

Cécité nocturne

Alimentation Anorexie Anorexie, vomissements, douse
abdominales

Croissance Ralentissement Troubles chez I'enfant

Reproduction Trouble de la spermatogenese Risqtéramgenése
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I.3. Mode d’action nucléaire de IP’acide rétinoique et des acides gras
polyinsaturés

Parmi les mécanismes d’action des AGPI n-3 au sein du SNC précédemment
évoqués (paragraphe 1.1.4.), nous avons porté notre intérét sur leur role de modulateurs
de la transcription de geénes iz activation de facteurs de transcription, membres de la
superfamille des récepteurs nucléaires. Le mode d’action génomique des acides gras a fait
Pobjet d’'un grand nombre de recherches depuis plusicurs années (Khan and Vanden

Heuvel, 2003 ; Jump, 2004 ; Pegorier et al., 2004).

De manicre similaire, I'acide rétinoique joue un réle important dans la régulation

génique via activation de facteurs de transcription appartenant a la méme superfamille.

Cette partie du manuscrit sera donc consacrée a la présentation de données relatives a la

description des récepteurs nucléaires activés par les AG et PAR.

I.3.1. La superfamille des récepteurs nucléaires

1.3.1.1. Généralités

Les récepteurs nucléaires sont des protéines transrégulatrices capables de se fixer
principalement sous forme de dimeres, au niveau de sites spécifiques de ’ADN, appelés
¢léments de réponse et situés en amont du gene cible (occasionnellement dans les introns)
(Evans, 2005). 11 existe une forte homologie de structure entre les membres de la famille
des récepteurs nucléaires, qui comprend les récepteurs de différents ligands hydrophobes
tels que les hormones stéroides, les hormones thyroidiennes, les dérivés hydroxylés de la
vitamine D, I'acide rétinoique ou encore les acides gras et eicosanoides (Huang et al,
2010). Cependant certains récepteurs n’ont pas encore a ce jour de ligands connus, ce
sont les récepteurs orphelins. La figure 10 présente les principaux membres de la

superfamille.
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Figure 10 : Structure et organisation de la superfamille des récepteurs nucléaires.
Source : Olefsky, 2001

A : Représentation schématique des différents domaines fonctionnels. AF : région portant la
Sonction de l'activation dépendante on non de la présence du ligand ; CTE : constitutive transport element. DBD :
domaine de liaison a I"”ADN (DNA Binding Domain) ; 1.BD : domaine de liaison an ligand (Ligand Binding
Domain).

B : Classification des récepteurs nucléaires. AR : réceptenr des androgénes ; ER : récepteur de
l'wstrogene ; GR : réceptenr des glucocorticoides ; MR : réceptenr des minéralocorticoides ; PR : réceptenr de la
progestérone ; RAR : réceptenr de ['acide rétinoigue tout-trans ; RXR : réceptenr de ['acide 9-cis rétinoigue ; TR :
réceptenr de la trizodothyronine ; PPAR : récepteur des activatenrs de prolifération peroxysomale ; EcK : réceptenr
de [ecdysone ; FXR : récepteur des acides biliaires ; CAR : réceptenr de androstane ; 1.XR : réceptenr de
Loxystérol ; PXR/SXR : réceptenr de xénobiotiques ; VDR : réceptenr de la vitamine D3 ; divers réceptenrs
orphelins dont ERR : réceptenr apparenté au récepteur de ['wstrogene ; HNF4 - factenr nucléaire mis en évidence
dans I'bépatocyte ; TR2 : réceptenr testiculaire.
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1.3.1.2. Structure générale des récepteurs nucléaires

Les récepteurs nucléaires présentent une forte homologie dans leur structure
protéique, avec quatre domaines principaux possédant divers degrés de conservation entre
les différents membres de la superfamille (figures 10 et 11) (Chambon, 2005 ; Germain et
al., 2006c¢) :

- le_domaine A/B : impliqué dans la transactivation de maniére indépendante du ligand

(AF-1), est faiblement conservé et correspond a lextrémité N-terminale (-NH2) de la

protéine codée (Nagpal et al., 1992);

- le_domaine C: domaine de liaison a PADN (aussi appelé DBD pour DNA binding
domain), montre un fort degré d’homologie entre les différents membres de la
superfamille. Deux motifs en doigt de zinc jouent un réle complémentaire dans la liaison
spécifique aux éléments de réponse situés dans le promoteur des genes cibles. Ce domaine

participe également a la dimérisation des récepteurs (Khorasanizadeh and Rastinejad,

2001 ; Rastinejad, 2001) ;

- le domaine D : est une région charnic¢re entre les domaines C et E et permet la réalisation
de différentes configurations fonctionnelles. Il pourrait étre impliqué dans la localisation

nucléaire des récepteurs (Germain et al., 2006¢) ;

- le_domaine E : domaine de liaison au ligand (aussi appelé LBD pour ligand binding
domain), possede une structure complexe et longue en acides aminés. 11 est le site ou les
ligands se fixent et ou les complexes de coactivateurs interagissent (Greschik et al., 2002).
Dans certains cas, le LBD peut aussi constituer une surface de dimérisation (Moras and
Gronemeyer, 1998 ; Bourguet et al., 2000). Enfin dans la plus part des LBD, se trouve la
fonction AF-2 qui joue un role dans la régulation de la transcription dépendante du

ligand ;

- le_domaine F : certains membres de la superfamille (RARs, ERs, TRs) possedent ce
domaine C-terminal dont la taille est variable et la fonction reste encore inconnue

(O'Malley, 1990).
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Figure 11 : Architecture des récepteurs nucléaires.
Source : Novac and Heinzgel, 2004

‘5‘

Figure 12 : Exemples de diméres se fixant a des éléments de réponse formés par des

séquences consensus directement répétées, séparées par 1 a 5 nucléotides.
Source : Evans, 2005.

RAR : réceptenr de I'acide rétinoigue tout-trans ; RXR : récepteur de l'acide 9-cis rétinoigue ; TR : réceptenr de
la tritodothyronine ; VDR : réceptenr de la vitamine D3,
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1.3.1.3. Mode d’action : éléments de réponse et cofacteurs

Les récepteurs nucléaires liés a leur ligand fonctionnent de maniere similaire
(Bastien and Rochette-Egly, 2004). Ce sont des protéines capables de se fixer,
généralement sous forme de dimeres (homo- ou hétérodimeres), au niveau de séquences
spécifiques de PADN, appelées éléments de réponse aux hormones (HRE, Hormone
Response Element) situées en amont du gene cible. Il existe différents HRE selon le
récepteur responsable de lactivation de la transcription (par exemple, PPRE pour
Peroxisome Proliferator Response Element et RARE pour Retinoic Acid Response
Element). Néanmoins leur structure est généralement basée sur un méme principe : deux
demi-sites, pour la plupart hexanucléotidiques, dérivés d’une séquence consensus qui leur
est propre et combinés de manic¢re palindromique ou directement répétée (DR), mais
parfois plus complexe, séparés de 1 a 5 nucléotides ou bien strictement contigus. Notons
que plusieurs motifs peuvent répondre a un méme récepteur nucléaire, mais la liaison sera

plus ou moins favorisée et la transcription différemment régulée (Evans, 2005) (figure 12).

II est important de signaler que les récepteurs nucléaires agissent au cceur d’un
systeme de régulation trées complexe, et que la fixation du ligand n’est pas suffisante pour
activer la transcription du gene cible (Germain et al., 2006¢). En effet, dans la plupart des
cas, une fois le ligand fixé au récepteur nucléaire, la nouvelle conformation spécifique de
ce dernier (due a un changement de conformation du LBD) va permettre le recrutement
de co-activateurs. Notons que de nouveaux coactivateurs sont constamment découverts
(il en existe aujourd’hui plus de 100) ; une liste non exhaustive peut étre trouvée dans de
nombreuses revues, telle que celle de Cosma (2002). Les coactivateurs vont ensuite
permettre 'activation de la transcription en favorisant le recrutement et/ou lactivation de

la machinerie transcriptionnelle.

Par contre, lorsque le ligand n’est pas fixé au récepteur nucléaire, ou bien dans
certains cas, quand le récepteur est lié a un antagoniste, une interaction avec des co-
répresseurs a été mise en évidence, induisant la répression de la transcription (Germain et

al., 2006c¢).
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Figure 13 : Interaction des récepteurs nucléaires avec les cofacteurs : exemple des

récepteurs nucléaires aux rétinoides.
Source : Niederreither and Dollé, 2008

En l'absence de ligand, I'bétérodimere RAR (retinoic acid receptor) — RXK (retinoid X receptor) se lie a I'élément
de réponse RARE (RA response element) et recrute des co-répresseurs. Ces co-répressenrs répriment la
transcription en  recrutant des complexes histones déacétylases et méthyl-transférases qui rendent I'’ADN
inaccessible pour la transcription.

La liaison de I'AR au RAR conduit des changements conformationnels du 1.BD (ligand-binding domain) qui
entrainent la libération des co-répressenrs et le recrutement des co-activatenrs (tels que p300 et CBP). Les co-
activatenrs interagissent avec la machinerie transcriptionnelle et induisent un remodelage de la chromatine, ce qui
active la transcription.
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Ainsi, par l'ensemble de ces mécanismes, représentés dans la figure 13, les
récepteurs nucléaires modulent en tant que facteurs de transcription Iexpression dun

grand nombre de genes cibles (Evans, 2005).

I.3.2. Les récepteurs de P’acide rétinoique

1.3.2.1. Les différents types de récepteurs

I1 existe deux types de récepteurs de PAR (Bastien and Rochette-Egly, 2004). Le
premier type comprend les récepteurs RAR (Retinoic Acid Receptor) qui peuvent lier
'acide tout-zrans rétinoique et I'acide 9-cis rétinoique. Le deuxieéme type comprend les
RXR (Retinoid X Receptor) découverts par Mangelsdorf et al. (1990), dont affinité est
élevée pour I'acide 9-cis rétinoique, mais plus faible pour I'acide tout-frans rétinoique
(Levin et al,, 1992 ; Chambon, 1996). La masse moléculaire de ces récepteurs est
d’environ 50 kDa, et comme la plupart des récepteurs aux hormones, ils posseédent une
structure composée des 6 régions. Pour chacun de ces deux récepteurs, trois types de
protéines ont été isolées, codées par trois geénes distincts : RARQ, 3, Y et RXRa, {3, y
(Chambon, 1996). Les séquences d’acides aminés de ces trois formes sont treés similaires
dans les domaines B, C, D et E mais different dans les domaines A et F. Seul le domaine
C de liaison a PADN est tres conservé entre les différentes classes de RAR et RXR. Les
récepteurs de AR agissent comme des facteurs de transcription, s’associant sous forme
d’homodimeres de RXR, ou d’hétérodimeres RAR-RXR. IIs se lient a des séquences
génomiques, respectivement RXRE et RARE, localisées dans les régions promotrices de
leurs genes cibles. RARE est un élément de réponse fonctionnel formé par deux copies de
la séquence hexanucléotidique (AGGTCA) séparées par 5 nucléotides (DR5) ou parfois
seulement 1 ou 2 (DR1 et DR2), tandis que RXRE est typiquement un élément de
réponse de type DR1 (fagure 12).

Notons que le RXR joue un réle central dans la régulation génique puisqu’il est
considéré comme le partenaire commun de dimérisation d’autres membres de la

superfamille, dont les PPARs (Germain et al., 2006b). Ainsi ’hétérodimérisation du RXR
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avec les différents membres de la superfamille implique une interaction, voire une

compétition, entre les différentes voies nucléaires de signalisation.

1.3.2.2. Régulation des récepteurs

La concentration cellulaire en AR détermine le niveau d’expression des genes
codant pour ses propres récepteurs : on parle dans ce cas d’autorégulation. C’est le cas des
trois isotypes du RXRs (Wan et al., 1994 ; Duprez et al., 1996). Pour ce qui est des RARs,
plusieurs études réalisées chez des animaux carencés en vitamine A ont montré une
diminution de T'expression de RARSB, leur réinduction apres 'administration d’AR et
aucune modification des autres isotypes RARO et RARY (Kato et al., 1992). Il semble en
effet que ces deux isotypes soient peu sensibles a I'administration d’acide tout-frans
rétinoique et ne s’expriment qu’en présence d’une forte concentration de cet acide (Leroy
et al,, 1991 ; Mangelsdorf, 1994). Ainsi, 'expression du récepteur RARB est autorégulée,

un RARE ayant été découvert dans sa séquence promotrice (de The et al., 1990).

1.3.2.3. Distribution tissulaire

La distribution des différentes isoformes des récepteurs nucléaires de ’AR dans les

différents tissus cibles est spécifique (Germain et al., 2006a ; Germain et al., 2006b). Ainsi
les transcrits du RARQ sont distribués dans ’ensemble des tissus, ceux de la forme B sont
plutot restreints au cerveau, foie, reins et poumons, tandis que ceux de la forme Y sont
spécifiques de la peau et des poumons (Dolle et al., 1990). Concernant les RXRs,
Pexpression du RXRO est forte dans le foie mais non négligeable dans les reins, les
poumons, la rate et les muscles. Par contre RXRp a une distribution ubiquitaire, méme s’il
est plus faiblement exprimé dans le foie, I'intestin et les testicules. Enfin, RXRY a une

expression plus restreinte aux muscles et au cerveau (Szanto et al., 2004 ; Germain et al.,

2006b).

Différents travaux ont permis de préciser la répartition des récepteurs nucléaires
des rétinoides (RAR, RXR) dans le cerveau adulte (Lane and Bailey, 2005). Les techniques
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d’immunorévélation révelent un taux élevé de ces récepteurs chez le rat et la souris
notamment dans le striatum, ou les isotypes RARB et RXRy sont les plus abondants
(Krezel et al., 1999 ; Zetterstrom et al., 1999 ; Moreno et al., 2004). En plus, Yamagata et
al. en 1993 ont montré que l'isotype RARR est le plus exprimé dans le cerveau mature de
rat, principalement dans le cortex cérébral, le cervelet et le striatum et est présente a des
taux trés bas dans I’hippocampe. Par la suite, les transcrits de Iisotype RARB ont été
détectés dans ’hippocampe (Enderlin et al., 1997b ; Chiang et al., 1998 ; Etchamendy et
al., 2001). De plus, dans cette structure, le récepteurs RARa, a été majoritairement

identifié (Krezel et al., 1999 ; Zetterstrom et al., 1999).

Les transcrits de RARa, RARy, RXRa et RXRB sont ubiquitaires, alors que ceux
des RARB et RXRy sont présents en particulier, comme leur protéines, dans le striatum. Il
est a noter que certaines localisations de ces protéines ne sont pas toujours corrélées avec

la distribution des transcrits correspondants (Krezel et al., 1999).

1.3.2.4. Genes cibles de I'acide rétinoique dans le cerveau mature

Les études sur I'identification des genes du SNC régulés par les rétinoides sont
généralement menées sur des modeles de cellules pluripotentes qui, sous linfluence de
AR se différencient en un phénotype neuronal. Pour certains genes cibles directs,
Iexistence d'un RARE dans leur séquence promotrice a clairement été établi, pour
d’autres cela reste a étre confirmé (par exemple pour la choline acétyl-transférase
(ChAT)). Parmi les genes potentiellement cibles de 'AR (tablean 9), une attention
particuliere a été portée dans ce travail de these sur les genes codant pour RC3 et GAP-43
(protéines impliquées dans la plasticité synaptique) ainsi que pour NGF (facteur
neurotrophique), TrkA et le TrkB (récepteurs de facteurs neurotrophiques). L’expression

de ces genes est surexprimée en réponse a 'administration d’AR.

64|Page Données bibliographiques



Tableau 9 : Exemples de genes régulés par l'acide rétinoique.

Source : Lane et Bailey, 2005

Retinoid-regulated neuronal genes®

Gene Effect of RA Cell system Assay
0N exXpression
Transporters
Norepinephring trans porter 1 PCI2, 5CG mRENA, function
Vesicular ACh transporter 1 PC12, SN56, mRNA
NGIO8
Vesicular GABA transporter 1 P19 mRNA
Metabolic enzymes
Choline acetyltransferase” 1 PC12, SN56 mRNA,
protein, activily
NGI08-15, SCG
Tyrosine hydroxylase 1 SCG mRNA, activily
Dopamine B-hydroxylase 1 SCG Activily
Glutamic acid decarboxylase T P19, NE-7C2 mRNA
ACh esterase 1 P19 mRNA
G-protein coupled receptors
Mu opioid receptor 117 SH-SY5Y mRNA
Delta opioid receptor 1 NGIOE-15 mRNA
Kappa opioid receptor I P19 mRNA
5-HT, 5, receptor 1 SN-48 mRNA
Daopamine D2 1’13.'1:1;1[01"'r T Striatum mRNA, prolein
Dopamine D2, DI, DS receptors 1 NT2 mRNA, function
lonotropic receplors
Nicotinke AChR odad (2 1 P19 mRNA, prolein
NMDA receptor (NR1) T NGIO8-15 mRNA
Kainate receptor (GluR6) T P19 mRNA
GABA, receptor y2 1 P19 mRNA, function
lon transpon. proteins
K™ channel (Kir 2.1) 1 SH-SY5Y, SK-N-BE mRNA, function
Na™/H" exchanger 1 P19 mRMNA, activity
L-type Ca™ channel T NGIOB-15, NT2 mRNA, function
N-Lype Ca** channel T NT2 mRNA, function
Cytoskeletal proteins
Neurofilament (-L.-M.-H) proteins 1 P19 mRENA, protein
Dystrophin-associated proteins T P19 mRNA
Tenascin 1 SH-5Y5Y Protein
Integrin a/p 1 SH-5Y5Y Protein
Intracellular signalling molecules
Phospholipase A2, C, D 1 LA-N-1 Aclivily
Arachidonic acid 1 SK-N-BE Activily
Newuronal nitric oxide synthase T SN56 mRNA, protein, activity
Tissue transglulaminase 1 SC0G, SK-N-BE, Activily, mRENA
SH-SY5Y
Neuromodulin (GAP 43) T Striatum
Neurogranin (RC3)Y 1 SK-N-BE, striatum mRNA
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Gene Effect of RA Cell system Assay
0N EXPression

Neuron-specific enolase” T N-115, PCI12 mRMNA
Calbindin-D 28K 1 PC12, D2E3 mRENA, protein
Synapsins 1, 1L 111 1 NT2 mRENA

Miscellaneous
Gonadotropin-releasing hormmone® LT GTI1-1, hypothalamus mRNA
Oxyiocin® 1 Meurn2 A mEMNA

| Tk ATk B 1 NB, P19 mRNA |

I Nerve growth factor T PC12 mRNA I
MNeural cell adhesion molecule P19, LA-N-5 Protein
Presenilin 1 T SH-SY5Y mRNA
Presenilin 2 T P19 mRMNA
Apolipoprotein E | NT2 mRENA
Amyloid protein precursor { APPY T P19, SH-SY5Y, mRNA, protein

PC12, hippocampus

Microtubule-associated T P19 mRMNA

protein tau (MAPT)Y
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I.3.3. Les récepteurs des acides gras polyinsaturés

1.3.3.1. Les différents types de récepteurs

L’action des AGPI sur la régulation de 'expression génique met en jeu différents
facteurs de transcription : PPAR (Peroxisome Proliferator-Activated Receptors), RXR,
LXR (Liver X Receptor), HNF4 (Hepatic Nuclear Factor-4) et SREBP-lc (Sterol
Regulatory Element Binding Protein-1c). Cependant, ce travail de these s’est
particuliecrement centré sur les récepteurs nucléaires PPARs et RXRs; une breve

description des autres récepteurs sera tout de méme réalisée dans ce paragraphe.

<> Les PPAR :

Il existe trois isotypes de PPAR dénommés 0, O (encore appelé B ou NUCI1) et Y,
décrits chez les vertébrés, qui présentent une organisation en domaines (A/B, C, D et

E/F) commune a tous les récepteurs nucléaires (figures 10 et 14).

Le domaine N-terminal A/B, qui contient une fonction de transactivation
indépendante de la présence d’un ligand, est phosphorylé par la voie de signalisation des
MAP kinases pour les isoformes a et y de PPAR. Le domaine de liaison a PADN des
récepteurs PPARs est le plus conservé parmi tous ceux des récepteurs nucléaires et sert
donc de référence pour la superfamille. Les structures en doigt de zinc forment une
structure globulaire capable de reconnaitre une séquence d’ADN composée de six
nucléotides (AGGTCA). Ainsi, 'hétérodimere PPAR/RXR reconnait un élément de
réponse fonctionnel formé par deux copies de la séquence hexanucléotidique séparées par

un seul nucléotide (DR1). Ce motif d’ADN est appelé PPRE (van Bilsen et al., 2002).

Les différents isotypes de PPAR sont capables d’interagir spécifiquement avec de
nombreux ligands, parmi lesquels se trouvent des composants naturels majeurs, tels que
les acides gras. Les ligands sont classés en deux groupes : les ligands naturels et les ligands

synthétiques (Desvergne and Wahli, 1999 ; Lee et al., 2003).
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PPAR beta/delta 86% 70%
PPAR gamma 83% 68%
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Figure 14 :

Homologies entre les isoformes humaines

de

PPAR et

tridimensionnelles.

Source : Hihi et al., 2002

structures

PPAR : Peroxisome Proliferator-Activated Receptor ; DBD : domaine de liaison a I"’ADN ; 1.DB : domaine de
liaison au ligand. La gone blanche corvespond a la poche dans laquelle vient se loger le ligand.
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L’identification des acides gras insaturés comme ligands des PPAR a fourni la
preuve de lactivité transcriptionnelle des acides gras consécutivement a leur interaction
directe avec ces récepteurs nucléaires. Ainsi les acides gras peuvent agir comme des
hormones. Les acides gras sont capables de lier les trois isotypes, et plus particulicrement
PPARA. De plus, les PPAR présentent une affinité plus forte pour les acides gras
insaturés que pour les acides gras saturés. Rappelons également que les eicosanoides
dérivés de ’ARA fournissent de nombreux activateurs des PPAR : des leucotrienes, des
acides hydroxyeicosatétraénoiques (HETE) et des prostaglandines. L’interaction de ces
ligands avec les PPAR a permis d’établir I'implication de ces récepteurs dans la réponse
inflammatoire (Bernardo and Minghetti, 2006 ; Heneka and Landreth, 2007). Enfin

récisons, que des auteurs ont également rapporté que I’AR était capable d’activer le
p | g pp q p

PPARJ (Shaw et al., 2003 ; Schug et al., 2007).

Parmi les ligands synthétiques, des agents hypolipidémiants tels que les fibrates et
clofibrates, activent PPARa. En revanche, les thiazolidinediones (TZD : troglitazone,
pioglitazone et rosiglitazone) sont des antidiabétiques tres utilisés dans les expériences en

tant quagoniste de PPARY. Enfin récemment, des antihyperglycémiants et des

antihypetlipidémiants se sont avérés de bons ligands de PPARY et PPARS (Chawla et al.,
2001 ; van Bilsen et al., 2002). Ces résultats révelent le réle primordial de ces récepteurs
dans le devenir des cellules adypocytaires ainsi que dans la régulation des statuts

glycémiques et lipidiques.

Les PPAR traduisent les stimuli nutritionnels, pharmacologiques et métaboliques
en modifiant P'expression des genes, et exercent ainsi des fonctions majeures dans
Porganisme. Aujourd’hui, ces récepteurs nucléaires sont considérés comme des

« senseurs » lipidiques (Chawla et al., 2001 ; Kota et al., 2005 ; He et al., 2010).

< Les autres récepteurs nucléaires :

Liver X receptors (LXRa et LXR). Il s’agit de protéines appartenant a la
superfamille des récepteurs nucléaires (figure 10) liant naturellement les oxystérols (dérivés

oxygénés du cholestérol) et régulant le métabolisme du cholestérol et des lipides, ainsi que
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la réponse inflammatoire au niveau des macrophage (Zelcer and Tontonoz, 2006). LXRa
est situé principalement dans le foie, les macrophages, les reins, les intestins, le tissu
adipeux et les glandes surrénales, tandis que LXR[ est plus ubiquitaire. I.’hétérodimere

LXR/RXR0O se lie 2 un élément de réponse LXRE (DR4) et active ou réprime
Pexpression de genes cibles. Les acides gras insaturés, tels que PARA et PALA, peuvent

agir comme antagonistes des LXR et inhiber la transcription de genes cibles, tel que le

gene codant pour SREBP-1c¢ (Ou et al., 2001).

Hepatic nuclear factor 40 (HNF 40). Essentiellement exprimé dans le foie,

HNF-4a est un récepteur nucléaire de la famille des récepteurs orphelins dimériques car il
ne possede pas a ce jour de ligand clairement défini (figure 70). I’homodimere HNF-
4/HNF-4 se lie 2 un élément de réponse DR1 sur PADN et régule Pexpression de genes
impliqués dans la différenciation hépatocytaire et les fonctions hépatiques. Les acylCoA,
dans des concentrations physiologiques, peuvent moduler 'activité ’HNF-40 en se liant
directement a son domaine de fixation au ligand. L’effet de cette liaison sur l'activité
d’HNF-4a semble dépendre de la taille de la chaine hydrocarbonée et du degré
d’insaturation de Iacide gras. Ainsi, les acides gras saturés (14:0CoA ou 16:0CoA) active
HNF-4q, tandis que le 18:3n-3CoA, le 20:5n-3CoA et le 22:6n-3CoA répriment HNF-4a
(Sampath and Ntambi, 2004 ; Sampath and Ntambi, 2005).

Sterol regulatory element protein (SREBP). Trois SREBP ont été décrites ;
SREBP-1a et SREBP-1c controlent expression de genes impliqués dans le métabolisme
des acides gras et des triglycérides, tandis que SREBP-2 régule 'expression de genes
impliqués dans le métabolisme du cholestérol (Eberle et al., 2004). Les facteurs SREBP
sont synthétisés sous la forme de précurseurs inactifs, ancrés dans les membranes du
réticulum endoplasmique. Le clivage protéolitique du précurseur, permet la libération de
la partie transcriptionnelle active de SREBP, qui une fois libérée, migre dans le noyau et se
lie a élément de réponse SRE (Sterol responsive element) pour activer la transcription de
genes cibles. En fait, des études chez l'animal et dans des cultures d’hépatocytes ont
montré que lisoforme majoritaire de ces tissus, SREBP-1c, présentait une régulation

différente des autres isoformes. En effet, dans des conditions de déplétion en cholestérol,
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alors que I'expression et les quantités de SREBP-2 nucléaires augmentent, les ARNm et la
forme nucléaire de SREBP-1c ne sont que peu modifiés. En revanche, les acides gras
insaturés induisent une réduction de la quantit¢é de SREBP-1c dans le noyau en (1)
inhibant le clivage protéolytique et en (2) diminuant la quantit¢ ’ARNm de SREBP-1c,

entrainant une baisse du nombre de précurseurs SREBP-1¢ (Bordoni et al., 2000).

Retinoid X receptor (RXR). Partenaire obligatoire d’hétérodimérisation d’un

grand nombre de récepteurs nucléaires, RXR présente trois isotypes O, B et Y (¢f 1.3.2.1.).
Initialement, il a été décrit 7z wvitro que l'acide 9-ws rétinoique (métabolite actif de la
vitamine A) était le ligand de RXR. Mais récemment, il a également été mis en évidence
vivo et in vitro que certains acides gras, pouvaient ¢tre des ligands directs du RXR. Parmi
ces acides gras figurent le DHA, PARA, l'acide oléique, le LA, PALA, le DPA n-06, I’acide
docosatétracnoic (22:4 n-6) et 'acide phytanique (dérivé du phytol, alcool a 20 carbones
estérifié dans la chlorophylle) (Lemotte et al., 1996 ; de Urquiza et al., 2000 ; Lengqvist et
al., 2004). Cependant, il semble que les AGPI-LC, en particulier le DHA, PARA et le
DPA n-6, soient capables d’activer RXR a de plus faibles concentrations (Lengqvist et al.,
2004). Une représentation schématique et simplifiée des différentes activités

transcriptionnelles du RXR, activé par les AG ou par AR, est donnée dans la figure 15.
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Figure 15 : Représentation schématique de l'activité transcriptionnelle des différents

diméres formés avec le RXR.

Adapté d’Alessandri et al., 2004

Les homodimeres on hétérodimeres, activés par leur ligand, se lient a des séquences spécifiques de I'’ADN, appelées
élément de réponse (RE) : RARE, . XRE, RXRE, PPRE, localisées dans la région promotrice du géne cible.
Dans un souci de simplification, les isoformes, ainsi que les coactivateurs et corépressenrs ne sont pas représentés.

AR-9¢ : acide 9-cis rétinoique ; AR-tt : acide tout-trans rétinoigue ; DHA : acide docosahexaénoique ; XK :
liver X receptor; PPAR : peroxisome proliferator-activated receptors ; RAR : retinoic acid receptor ; RXK :
retinoid X receptor.

72| Page Données bibliographiques



1.3.3.2. Distribution tissulaire des PPAR

Chez les vertébrés, les 3 isotypes de PPAR présentent des profils distincts de
localisation dans les tissus (Escher and Wahli, 2000 ; van Bilsen et al., 2002 ; Kota et al.,
2005). Ainsi, PPARa est exprimé majoritairement dans le tissu adipeux brun, le foie, les
reins, le cceur, la muqueuse intestinale du rat et de ’Homme. Chez 'Homme, il est
¢galement rencontré dans le muscle squelettique et le pancréas. PPARy est exprimé
majoritairement dans les tissus adipeux blanc et brun et le colon de rat. Chez ’'Homme, il
est retrouvé dans le ceeur, le muscle squelettique et le foie. Enfin, PPARS s’avere étre
exprimé chez 'Homme et chez le rat, dans tous les tissus étudiés a ce jour, avec des

niveaux relativement élevés dans le tissu adipeux, la peau et le cerveau.

Concernant leur localisation au sein du SNC, des données obtenues chez le rat agé
de 11 jours ont rapporté que le transcrit de PPARS était le plus abondant des 3 isotypes
au sein de diverses régions cérébrales telles que le cervelet ou le cortex, PPARy étant le
plus difficile a détecter dans les régions étudiées (Cullingford et al., 1998). 1l semble en fait
que contrairement a PPARa et PPARy, PPARS soit exprimé de fagon ubiquitaire dans le
SNC du rat, avec notamment des taux élevés dans le gyrus dentelé, Phippocampe, le
cortex cérébral, le cervelet et le thalamus (Xing et al., 1995 ; Braissant et al., 1996 ;
Kremarik-Bouillaud et al., 2000 ; Moreno et al.,, 2004 ; Heneka and Landreth, 2007).
D’autres données ont mis en évidence que PPARa et PPARS étaient retrouvés dans les
segments cervicaux, thoraciques et lombaires de la moelle épinicre, le thalamus et le
cortex cérébral (Braissant and Wahli, 1998 ; Moreno et al, 2004). Des mesures
d’expression par immunohistochimie chez le rat ont montré que PPARS est le principal
isotype a étre exprimé dans les corps cellulaires des neurones de la substance grise de la
moelle épinicre, auquel s’ajoute PPAR« dans les noyaux de ces mémes cellules. Au sein
des astrocytes de la substance blanche, il semble que PPAR« soit fortement exprimé ;

dans les oligodendrocytes, il s’agit majoritairement de PPARS (Benani et al., 2003).
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1.3.3.3. Genes cibles des acides gras dans le cerveau mature

Depuis une dizaine d’années maintenant, des travaux utilisant des micropuces
d’ADNc ont permis de mettre évidence un effet des AGPI n-3 (apportés seuls ou en
mélange avec des AGPI n-06) sur la transcription de genes exprimés dans le cerveau entier
(Kitajka et al., 2002 ; Barcelo-Coblijn et al., 2003b) mais aussi dans certaines régions
cérébrales telles que le cervelet (Barcelo-Coblijn et al., 2003a) et I'’hippocampe (Puskas et
al., 2003). 1II ressort de ces travaux que les AGPI, et notamment ceux de la série n-3,
agissent sur 'expression de genes impliqués dans le métabolisme cérébral des acides gras
mais aussi dans la neurotransmission (libération de neurotransmetteurs, canaux ioniques,
connexions). Les mécanismes mis en jeu dans cette régulation pourraient faire intervenir

la voie des PPAR.

Des données ont montré que des rats nourris depuis la conception jusqu’a I'age
adulte avec une alimentation supplémentée en AGPI n-3 (ALA ou DHA) présentent une
surexpression de 55 genes, associée a une hypoexpression de 47 autres (Kitajka et al.,
2002). Les modifications ainsi observées concernent des génes codant pour des protéines
impliquées dans le métabolisme lipidique (phospholipase D), le transport (transthyrétine),
participant a ’endocytose (précurseur de la D-cadhérine), des protéines synaptiques
(synucléines O et Y), du cytosquelette (dynéine, O-tubuline), jouant un réle dans la
transduction du signal (calmodulines), intervenant dans le métabolisme énergétique (ATP
synthétase H*, sous-unité d de PATP synthétase), participant a la neurotransmission ou a
la formation de récepteurs et de canaux ioniques (somatostatine, récepteur V1b de la
vasopressine) et enfin des protéines kinases et phosphorylases (phosphatase 2A).
Certaines des variations d’expression observées ont alors été interprétées comme pouvant
expliquer les effets bénéfiques des AGPI n-3 sur les fonctions cérébrales mises en jeu
dans des processus tels que la mémoire ou I'apprentissage. En effet, des genes codant
pour des protéines intervenant dans la machinerie générant PATP ont vu leur expression
augmentée en réponse aux apports en AGPI n-3. Il a été suggéré que pres de la moitié de
PATP formée était utilisée pour maintenir activité de la Na*t/K* ATPase, enzyme
controlant le flux d’ions résultant de la transmission de l'influx nerveux (Bourre et al.,

1989b). Or, il se trouve que plusieurs genes participant a la transduction du signal ont
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également affiché une expression accrue, parmi lesquels ceux codant pour des
calmodulines. Des données ont suggéré que la signalisaion mettant en jeu les
Ca?"/calmodulines pouvait avoir un réle dans la plasticité du SNC (Gnegy, 2000). Une
surexpression de ces protéines pourrait par conséquent étre susceptible d’améliorer la

communication entre les neurones pendant le processus de transduction du signal.

Enfin des travaux récents, réalisés sur des modeles de souris transgéniques fat-1,
présentant une quantité importante d’AGPI-LC n-3 dans les membranes cellulaires,
notamment dans le cerveau, ont mis en évidence que expression de genes impliqués dans
I'inflammation, I'apoptose, la neurotransmission, la croissance neuronale et la formation
des synapses était positivement modifiée (comparés a des souris Wild type) dans
I’hippocampe et le cerveau entier (Ménesi et al., 2009 ; He et al., 2009). En particulier, He
et al. (2009) ont mis en évidence, chez les souris fat-1, une surexpression des ARNm
codant pour GAP-43, géne connu comme étant régulé par AR (cf. 1.3.2.4) et impliqué

dans la plasticité synaptique.
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II. LE CERVEAU: ORGANE CIBLE DES ACIDES GRAS
POLYINSATURES ET DE LI’ACIDE RETINOIQUE

I1.1. Les acides gras polyinsaturés dans le cerveau

De tous les tissus du corps humain, le tissu nerveux présente immédiatement apres
le tissu adipeux la plus grande concentration en lipides. Ces lipides constituent ainsi
environ 50 % du poids sec du cerveau. De plus, dans les membranes cérébrales, les
précurseurs LA et ALA ne sont que tres faiblement représentés a l'inverse de leurs dérivés
a plus longue chaine. Ainsi, par comparaison avec d’autres tissus, le cerveau humain est

'un des organes les plus riches en DHA (7,2 g/100 g I’AGT) (tablean 10).

I1.1.1. Données de composition

Au sein des membranes cérébrales, les lipides se composent pour 50 % de
phospholipides, environ 20 % de cholestérol, entre 15 a 20 % de cérébrosides et dans des
proportions moindres, de sulfatides et de gangliosides (Sastry, 1985). Signalons que dans
le cerveau, différentes classes de phospholipides se distinguent : les phosphatidylcholines
(PC), les phosphatidylinositols (PI), les phosphatidylsérines (PS) et les
glycérophospholipides a éthanolamine (GPE). Ce dernier groupe comprent lui-méme les
phosphatidyléthanolamines (PE) et les plasmalogenes (remplacement de l'acide gras,
généralement en position sn-1, par un alcool gras). Une illustration de ces données pour

les substances grise et blanche du cerveau humain est proposée dans le zablean 11.

L’analyse de la composition en acides gras du cortex humain (données obtenues a
partir de cortex prélevés sur des sujets (15 femmes et 15 hommes) agés de 29 a 45 ans)
(McNamara and Carlson, 2006) a permis d’observer que les AGS (majoritairement
composés des acides stéarique 18:0 et palmitique 16:0) représentent prés de 36 % des
AGT du cerveau, les AGMI environ 28 % (I’'acide oléique 18:1 n-9 étant majoritaire) et les

AGPI n-6 et n-3 pres de 31 % (respectivement 17 % des AGT pour la série n-6 et 14 %
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pour la série n-3) (figure 16). Parmi ces derniers, PARA et le DHA sont largement
représentés (respectivement 10 et 15 % des AGT) ; le LA et le DPA n-6 représentent
ensemble pres de 2 % des AGT ; TALA, PEPA et le DPA n-3 comptant chacun pour
moins d’1 % des AGT. Concernant le cas particulier de PARA et du DHA, le premier est
préférentiellement incorporé en position sn-2 des PI et des PC. Le DHA quant a lui est
majoritairement incorporé en position sn-2 des PE et des PC. Au sein des GPE, le DHA
peut en particulier étre incorporé dans les plasmalogeénes qui composent dans le cerveau la

moitié de ce groupe de phospholipides, le plus important quantitativement avec la PC.

Des travaux menés chez le rongeur et chez le primate ont montré que le contenu
en DHA differe d’une région cérébrale a I'autre. Chez les rongeurs, le DHA est ainsi
principalement retrouvé au sein du cortex frontal et de 'hippocampe (16 a 22 % des
AGT) et est moins présent dans le striatum ou I'ensemble pons-medulla (respectivement
14 % et 10 % des AGT) (Soderberg et al.,, 1991 ; Favrelicre et al., 1998 ; Carrié et al,,
2000a ; Xiao et al., 2005). Chez le primate nouveau-né, les concentrations les plus élevées
en DHA sont retrouvées dans le globus pallidus, le colliculus supérieur et le putamen (14
% des AGT), suivies des régions corticales dont le cortex frontal (12,9 % des AGT) (Diau
et al., 2005).

Enfin, au sein de ces différentes structures cérébrales, le DHA est
préférentiellement retrouvé dans les cones de croissance, les synaptosomes, les astrocytes,
la myéline et les membranes mitochondriales (Bourre et al., 1992a ; Grandgirard et al.,

1994 ; Jones et al., 1997 ; Suzuki et al., 1997).
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Tableau 10 : Composition en acides gras de différents tissus d'origine humaine.

Source : Lanritzen et al., 2001

Fatty acid Adipose tissue RBC Placenta Liver Testis Brain cerebrum Retina
Total SFA 27.2 43.1 39.4 42.0 39.6 45.9 48.2
Total MUFA 39.7 23.0 11.6 238 20.0 29.7 14.2
18:2n-6 10.5 9.3 9.5 17.5 5.6 0.6 1.4
18:3n-3 0.8 n.d. - 0.3 0.7 Ir. n.d.
20:3n-6 0.2 1.5 4.3 1.6 0.7 1.2 2.1
20:4n-6 0.3 15.2 21.1 7.7 13.4 7.7 9.6
20:51-3 ir. 0.7 0.1 0.4 - ir. 0.1
22:4n-6 n.d. 1.6 1.6 0.3 2.1 54 1.8
22:5n-6 - - 1.0 0.3 0.4 1.1 0.8
22:5n-3 0.2 1.8 1.3 0.5 - 0.2 1.3
22:6n-3 0.3 3.2 4.8 34 8.5 7.2 19.7
Total PUFA 13.1 333 44 .4 32 30.7 234 37.2
Total LCPUFA 1.1 24.0 34.2 14.2 24.4 22.8 35.5
Total n-6 11.2 27.6 37.6 274 28.2 16.0 16.0
Total n-3 1.9 5.7 6.3 4.6 9.2 7.4 21.1
Total C22-FA 0.5 6.6 8.7 4.5 11.0 13.9 23.6
C20/C22 1.3 2.6 2.9 2.2 1.2 0.6 0.5
n-3/n-6 0.17 0.21 0.16 0.17 0.33 0.46 1.32

Les valeurs sont excprimées en %o des AGT.

tr., traces ; n.d., non détectable.

Tableau 11 : Composition en lipides du cerveau humain.

Source : Macala et al., 1983

Gray matter White matter

Cholesterol 17.5 £ 0.6 233+ 0.5
Sphingomyelin 4.5 + 0.1 7.0 £ 0.1
Choline phospholipids 24.8 £ 0.7 8802
Ethanolamine phospholipids 24.5 = 0.5 19.6 £ 0.3

(plasmalogen) (60.1 £ 0.7) (84.3 + 0.3)
Inesitol phospholipids- 2.7+ 0.1 1.2+ 00
Serine phospholipids 15.2 + 0.4 125 + 0.4
Cerebrosides 6.6 + 0.4 20.0 £ 0.0
Sulfatides 4.2 0.3 7.7+ 0.1
Total lipid * 73.0 £ 1.6 169.0 = 2.8

Chague classe de lipide est exprimée en %o des lipides totanx + SEM.

X valenrs exprimées en mg/ g de poids de cervean.
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saturés

stéarique 19%
Omega-9 autres palmitique 17%
myristique <1%

oléique 19%

Omega-6 Omega-3
ARA 9% DHA 13,5%
DPA 1.5% ALA <1%
LA <19 EPA <1%
DPA< 1%

Figure 16 : Composition en acides gras du cortex frontal humain.
Source : McNamara et Carlson, 2006

ALA : acide  Q-linolénigue (18:3 n-3); ARA: acide arachidonigue (20:4 n-6); DHA : acide
docosabexaénoigune (20:6 n-3); DPA : acide docosapentaénoigue (22:5 n-6 ou n-3); EPA: acide
eicosapentaénoigne (20:5 n-3) ; LA : acide linoléique (18:2 n-6).
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I1.1.2. Phase d’accumulation

Chez 'Homme, I'accumulation des AGPI dans les membranes des cellules du
cerveau est maximale durant la période périnatale, comprise entre le dernier trimestre de
la grossesse et les deux premicres années de vie, et coincide avec les pics de neurogenése,
de formation des synapses, de différenciation des neuroblastes et de my¢linisation axonale
(Green and Yavin, 1996 ; Martinez and Mougan, 1998 ; Clandinin, 1999 ; Green et al,,
1999). Concretement, il semble que la quantité de DHA incorporée entre la 26¢ et la 40¢
semaine de grossesse soit proche de 14,5 mg/semaine. Par la suite, 'accumulation du
DHA se poursuit de facon linéaire pour atteindre une concentration voisine de 10 000
nmol/g a I'age de 2 ans (Clandinin et al., 1980 ; Martinez, 1992 ; Martinez, 1994).
Cunnane et al., (2000) précisent a ce sujet que 'accumulation cérébrale du DHA pendant
les 6 premiers mois de la vie correspond a la moitié de 'accumulation quotidienne de

DHA dans le corps entier.

Par comparaison, chez le rat, le contenu en DHA augmente fortement (+ 98 %)
entre le 12¢ et le 17¢ jour du stade embryonnaire. A la naissance, le DHA représente alors
10 2 12 % des AGT. Par la suite, sa teneur augmente jusqu’a atteindre une valeur plateau
au 21¢ jour de vie, comprise entre 10 et 20 % des AGT (Green and Yavin, 1996 ; Green et
al., 1999 ; Schiefermeier and Yavin, 2002).

Une fois la phase de croissance rapide du cerveau achevée, il semble que le
contenu en AGPI-LC se stabilise dans le cerveau, les modifications de composition
persistant mais de manicre moins importantes. Ainsi, chez le rat, il a été montré grace a
Iinjection intraveineuse d’ARA et de DHA radioactifs, que 32 5 % de PARA et 24 8 %
du DHA se renouvellent chaque jour dans le cerveau. Chez 'Homme, un taux de
renouvellement cérébral de PARA dix fois moindre (0,3 %/jour) a été mesuré par

tomographie par émission de positons (TEP) (Rapoport, 2001).
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I1.1.3. Mécanismes cellulaires contribuant a P'incorporation des AGPI dans les

membranes cérébrales

D’apres des données de la littérature, il semble que la couverture des besoins en
AGPI-LC associe deux mécanismes : d’une part, une synthese 7 siz# des dérivés a longue
chalne a partir des précurseurs n-6 et n-3 présents dans le plasma et d’autre part un

transport des AGPI-LC déja formés depuis le plasma.

I1.1.3.1. Conversion intracérébrale des précurseurs en dérivés a longue chaine

Des données obtenues chez le rat ont montré que le cerveau peut non seulement
capter PALA mais aussi le métaboliser grace a la présence des enzymes utiles a sa
désaturation et a son élongation (idem pour le LA) (Cunnane et al., 1994 ; Pawlosky et al.,

1996). Des travaux menés chez P'Homme ont mis en évidence que le cerveau est un tissu

tres riche en ARNm codant pour la A6 désaturase, par comparaison avec d’autres tissus

tels que le foie (Cho et al., 1999a ; Cho et al. 1999b).

Le LA et PALA, qui sont faiblement représentés dans le cerveau (le LA comptant
pour moins de 1% des AGT, la teneur en ALLA étant quant a elle encore plus faible), sont
les AGPI n-6 et n-3 majoritaires au sein des triglycérides et des acides gras libres
plasmatiques, fractions qui fournissent la plupart des acides gras aux différents tissus de
Porganisme (Spector, 2001). Dans ce contexte, le LA et ’ALA seraient les premiers AGPI
a ¢tre disponibles pour le cerveau produisant, suite a leur bioconversion intracérébrale, un
apport en AGPI-LC potentiellement important. En effet, des études réalisées sur des
cultures cellulaires ont mis en évidence la capacité des astrocytes a synthétiser PARA et le
DHA a partir de leurs précurseurs respectifs dans le milieu d’incubation (Moore et al.,
1991 ; Bernoud et al., 1998 ; Williard et al., 2001). A proportions égales entre LA et ALA,
Moore et al. (1991) ont mesuré une quantité 10 fois plus importante de DHA que d’ARA
au sein des astrocytes ; ces derniers libérant jusqu’a 45 fois plus de DHA que I’ARA dans
le milieu extracellulaire. D’autres travaux ont précisé que lors de cette synthese

astrocytaire, le DHA pouvait étre relargué sous forme non estérifiée, ou au sein de
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phospholipides contenant de la choline (PC et lysoPC) (Moore, 1994 ; Bernoud et al,,
1998). Des données plus récentes ont fourni des éléments quant au devenir de ces AGPI-
LC nouvellement synthétisés (Williard et al., 2002). Concernant les AGPI n-6, il semble
que PARA capté par les astrocytes reste majoritairement sous cette forme, 25 %
seulement étant convertis en dérivés a 22 et 24 atomes de carbone, tels que le 22:4 n-6
dont plus de 50 % sont rétroconvertis en ARA, favorisant ainsi 'accumulation de cet
AGPI dans le cerveau. Pour les AGPI n-3, la situation est différente puisque 70 % de
I’EPA sont convertis au sein des astrocytes en 22:5 n-3 dont 30 % sont métabolisés en

24:5 n-3 et en ses dérivés, et moins de 10 % sont rétroconvertis en EPA.

Outre la participation des astrocytes dans la conversion des précurseurs en dérivés
a longue chaine, Moore et al. (1991) avaient également mis en évidence I'implication des
neurones dans la métabolisation des AGPIL. Les résultats obtenus avaient alors permis
d’observer que, dans les conditions expérimentales testées, les neurones ne pouvaient pas
synthétiser le DHA a partir de PALLA ou de 'EPA ; ces cellules n’intervenant que dans les
¢tapes d’élongation du métabolisme des AGPI et ce a un niveau tres faible. Ces données
ont ¢té récemment complétées par celles de Kaduce et al. (2008) qui, chez le rat, ont mis
en évidence la capacité des neurones, notamment hippocampiques, a convertir le LA et

PALA en ARA et en DHA, respectivement.

Enfin, signalons que plusieurs travaux ont rapporté que les cellules de
Iendothélium vasculaire cérébral pouvaient convertir non seulement le LA en ARA, mais
aussi PALA en 22:5 n-3 et en DHA, avec une capacité néanmoins limitée pour ce dernier
(Moore et al., 1990 ; Delton-Vandenbroucke et al., 1997 ; Bernoud et al., 1998 ; Moore,
2001). Moore et al. (2001), apres observation d’une production accrue de DHA au sein de
co-cultures d’astrocytes et de cellules endothéliales, par comparaison avec des astrocytes
cultivés seuls, a ainsi suggéré que les deux types cellulaires coopéraient entre eux pour

fournir des AGPI-L.C aux neurones.

Finalement, il semble donc que plusieurs types cellulaires participent a la
conversion intracérébrale des précurseurs plasmatiques en AGPI-LC. Néanmoins selon

certaines données, ce mécanisme ne participerait a la couverture des besoins du cerveau
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en AGPI-LC que de fagon mineure, comparativement au second mécanisme présenté

dans le paragraphe qui suit (Rapoport et al., 2007 ; Chen et al., 2008 ; Gao et al., 2010).

I1.1.3.2. Apports des AGPI-LC de la circulation sanguine au cerveau

Un certain nombre de données plaide en faveur d’une couverture des besoins en
AGPI-LC du cerveau #zia la circulation. Ainsi, la synthese hépatique d’AGPI-LC, en
particulier PARA et le DHA, contribuerait de fagon primordiale a la couverture des
besoins en AGPI du cerveau (Gao et al., 2010 ; Rapoport et al., 2010). Il a notamment été
sugeéré que cette synthése couvrirait plus des 2/3 des besoins du cerveau en DHA

(Horrocks and Farooqui, 2004).

Pour atteindre le cerveau (depuis la circulation), les AGPI traversent tout d’abord
la barriere hémato-encéphalique (BHE), interface entre le sang et le fluide interstitiel
cérébral (Ouellet et al., 2009). La BHE est un systeme biologique complexe, composé de
cellules endothéliales, de péricytes et d’astrocytes qui interviennent dans son induction et
la maintenance de ses caractéristiques physiologiques et structurales. Ainsi la BHE,
constituée des cellules endothéliales de la paroi des vaisseaux sanguins cérébraux reliées
entre elles par des jonctions serrées et accolées par les pieds des péricytes et des
astrocytes, joue un role trés important dans le controle de ’homéostasie, grace a une
perméabilité sélective aux nutriments et autres molécules apportés par le flux sanguin. La

figure 17 donne une représentation schématique de la BHE.

De nombreux travaux ont montré que les acides gras qui traversent la BHE
proviennent majoritairement des complexes plasmatiques albumine/acide gras et dans
une moindre mesure des lipoprotéines circulantes. De plus, Ouellet et al. (2009) ont

récemment mis en évidence que la liaison a I'albumine réduisait de fagon importante le

passage du DHA a travers la BHE.
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Figure 17 : Représentation schématique de la barriere hémato-encephalique.

Source : Buclin and Biollaz, 2005
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Selon certaines données, le pool d’acides gras libres du plasma pourrait étre une
source importante d’apport en ARA et en DHA au cerveau, ces deux AGPI représentant
respectivement 4,1 et 1,6 % des AGT plasmatiques chez ’'Homme (Spector, 2001).
Plusieurs données recueillies chez le rat ont par ailleurs mis en évidence la capacité du
cerveau a incorporer de fagon rapide de 'ARA et du DHA ayant été préalablement
injectés sous forme libre par voie plasmatique (DeGeorge et al., 1989 ; Nariai et al., 1993 ;

Washizaki et al., 1994).

Le modele d’Edmond (2001) propose que les lipoprotéines dans le sang sont
captées par des récepteurs situés a la surface des cellules endothéliales, coté flux sanguin
(face luminale). Dans les cellules endothéliales, les acides gras estérifiés contenus dans les
lipoprotéines seraient alors libérés (par lipolyse) et transportés a travers la BHE. De fagon
similaire, les AG essentiel sous forme non estérifiés seraient captés et transportés a travers
la cellule endothéliale vers la membrane abluminale, ou seraient positionnés des
transporteurs spécifiques qui permettraient I'entrée de ces AG dans le cerveau. Dans les
cellules endothéliales de la BHE, des travaux ont révélé Dexistence de transporteurs
transmembranaires : les MTC (monocarboxylic acid transporters) et les FATP (fatty acid
transport proteins) (Edmond, 2001). Signalons également que les neurones et les cellules
gliales expriment en plus des FATP, des protéines de transports cytosoliques dénommées
FABPs (fatty acid binding proteins) (Utsunomiya et al., 1997 ; Ma et al., 2010). Dans le
cerveau mature plusieurs types de FABP ont été identifiés parmi lesquels B-FABP (Brain-
FABP), E-FABP (Epidermal-FABP) et H-FABP (Heart-FABP) (Veerkamp and
Zimmerman, 2001 ; Owada, 2008). Bien que ces trois types de FABP lient les AGPI-LC,
des affinités différentes pour le type d’AG ont été observées. Ainsi, H-FABP présente une
tforte affinité pour les AGPI n-6, E-FABP pour les AG saturés et B-FABP pour les AGPI
n-3 (Hanhoff et al., 2002).

Récemment, Hamilton et Brunaldi (2007) ont présenté un nouveau modele de
transport des AG a travers la BHE, expliquant que le modé¢le d’Edmond n’était pas
cohérent avec la rapidité d’incorporation des AG dans le cerveau. Ainsi ce nouveau
modele repose sur un transport par diffusion passive (aussi appelé flip-flop), ne

nécessitant pas d’énergie ni de transporteur. ’AG se lierait a la membrane endothéliale,
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diffuserait a travers la bicouche phospholipidique (par un mécanisme de flip-flop) et serait
libéré dans le cytosol. Avec ou sans l'aide de FABP, ’AG accéderait a la membrane
abluminale de la cellule endothéliale, et le méme mécanisme de flip-flop se répeterait pour
que ce méme AG atteigne le fluide interstitiel cérébral et les membranes cérébrales

(Hamilton and Brunaldi, 2007).

A la vue des données, il semble que le mécanisme par lequel les AGPI-LC entrent
dans le cerveau ne soit pas clairement définit. Deux modeles généraux s’opposent : (1)
P'un suggere le captage des lipoprotéines viz des récepteurs spécifiques, probablement les
LDLr (low density lipoprotein receptor) et VLDLr (very low density lipoprotein
receptor), et la traversée de la cellule endothéliale grace a des transporteurs (Edmond,
2001) ; (2) l'autre propose une diffusion passive des AG non estérifiés du plasma a travers
la cellule endothéliale (Hamilton and Brunaldi, 2007). De plus, de récents travaux réalisés
chez des souris knock-out pour les récepteurs aux lipoprotéines (VLDLr ou LDLr) ont
mis en évidence que ces récepteurs n’étaient pas nécessaires au maintien des
concentrations en AGPI dans les membranes cérébrales, suggérant un autre mécanisme
de transport que celui proposé par Edmond (Chen et al., 2008 ; Rahman et al., 2010). Le
mode¢le de diffusion passive des acides gras a travers la BHE est ainsi le plus privilégié a

I’heure actuelle (Ouellet et al.; 2009).

I11.1.4. Réles des AGPI dans le fonctionnement cérébral

Au cours des dernieres décennies, de nombreux travaux ont rapporté I'implication
des AGPI n-3 et plus particulicrement du DHA dans nombre de manifestations
comportementales et neurophysiologiques (Lauritzen et al., 2001 ; Alessandri, 2004 ;
Guesnet et al., 2005 ; McNamara and Carlson, 2006 ; Innis, 2007 ; Crawford et al., 2009 ;
Lavialle et al., 2010).

8 |Page Données bibliographiques



I1.1.4.1. Modulation de la composition membranaire en DHA

Pour induire une baisse du contenu cérébral en DHA, la majorité des travaux cités
dans la littérature mettent en ceuvre chez 'animal une déficience en AGPI n-3 sur
plusieurs générations, en soumettant une femelle ainsi que sa progéniture au méme régime
déficient en ALA. Ainsi, il a été mis en évidence une diminution du contenu cortical en
DHA proche de 83 % chez des rats de 2i¢me génération et de 87 % chez des rats de 3ieme
génération agés de 8-9 semaines et soumis a un régime déficient, apportant 0,04 ¢ ALA
pour 100 g de lipides (contre 3,1 g pour le régime témoin) (Moriguchi et al., 2000). Il est a
noter qu’une déficience en ALA mise en place sur une seule génération induit également
une baisse du contenu cérébral en DHA, mais avec une amplitude moindre comparée a
une déficience multi-générationnelle. En effet, DeMar et al., (2006) ont observé une
baisse de 36 % du contenu cérébral en DHA chez des rats sevrés ayant recu pendant 18
semaines un régime contenant 2,6 mg d’ALA pour 100 g de régime (contre 183 mg pour
le régime témoin). Par contre, chez le rat jeune adulte (60 jours) le contenu en DHA du
cerveau ne semble pas étre modifié par la mise en place d’une déficience alimentaire
chronique (7 mois) en AGPI n-3 (Bourre et al., 1992b). Le doublement de la demi-vie du
DHA dans le cerveau de rat soumis a une déficience chronique en ALA (15 semaines)
(DeMar et al., 2004) pourrait expliquer le résultat obtenu par Bourre et ses collaborateurs
(1992b). De fagon intéressante, la mise en place d’un protocole de déficience chronique
en ALA (40 ou 80 jours) chez la souris adulte (60 jours) aboutit en revanche a une
réduction du contenu en DHA au sein du cortex frontal et du striatum (McNamara and
Carlson, 2006). Ces données contradictoires peuvent s’expliquer par une différence de
métabolisme cérébral du DHA chez les deux espéces et par une sensibilité régio-
spécifique vis-a-vis de la perte en DHA. Néanmoins, 'apport en AGPI n-3 par voie
nutritionnelle semble nécessaire pour maintenir le contenu cérébral en DHA et ce méme

une fois le développement du cerveau achevé.

II est a noter que dans les membranes cérébrales, la diminution de la teneur en
DHA induite par une carence en AGPI n-3 s’accompagne de lincorporation
compensatrice de son analogue métabolique de la série n-6, le DPA (22:5 n-6), dont la
teneur élevée est un critere biochimique de déficit d’apport alimentaire n-3 (Salem et al.,

2001 ; Greiner et al., 2003 ; Moriguchi et al., 2004). D’un point de vue structural, le DHA
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et le DPA n-6 sont relativement identiques puisqu’ils ne différent que par la présence
d’une double liaison supplémentaire en position n-3 de la chaine carbonée pour le DHA.
Cependant sur le plan fonctionnel, les données ont montré que le DPA n-6 ne pouvait
remplacer le DHA, suggérant que le besoin du cerveau en DHA est hautement spécifique
d’un point de vue structural (Lim et al., 2005). Ceci expliquerait qu’en situation d’apport
alimentaire pauvre en ALA, le cerveau développe une capacité a conserver tres
efficacement le DHA en ralentissant le turn-over de cet acide gras et en diminuant le

processus de sa perte métabolique.

Il convient de signaler qu’en situation de déficience en AGPI n-3, la baisse du
contenu en DHA n’affecte pas de facon homogene I'ensemble du cerveau. En effet, des
données ont montré que le cortex frontal semble étre I'une des structures cérébrales les
plus séverement touchées, avec ’hippocampe, le cervelet, le striatum et I’hypothalamus

(Carrié et al., 2000a ; Carrié et al., 2000b ; Xiao et al., 2005 ; Levant et al., 2007).

Finalement, précisons que de nombreuses données ont rapporté que la perte du
DHA dans les membranes cérébrales, induite par une carence en AGPI n-3, peut étre
corrigée par un apport en AGPI n-3. Cependant, il apparait que contrairement aux tissus
périphériques tels que le sérum, les membranes érythrocytaires ou le foie (lesquels
retrouvent un contenu en DHA comparable a celui d’animaux témoins en 1 a 2 semaines),
la restauration du contenu cérébral en DHA est considérablement plus lente. Pour preuve,
Moriguchi et al. (2001) ont mis en évidence chez des rats déficients de 2i¢me génération
soumis a I’age de 7 semaines a un apport combiné d’ALA et de DHA (respectivement 2,6
et 1,3 g/100 g de régime), que la restauration du contenu en DHA est complete apres plus
de 4 semaines dans la rétine et apres 8 semaines dans le cerveau. De plus, d’autres
données ont précisé que ce processus de réplétion était plus long (supérieur a 130 jours)
pour les cellules du cerveau (neurones, astrocytes et oligodendrocytes) comparées aux
cellules du foie, rein, poumon ou rétine (Bourre et al., 1989a). Il semble également que les
taux de récupération du DHA ne soient pas les mémes dans les différentes régions du
cerveau. Ainsi, le cortex frontal et ’hippocampe feraient partie des régions pour lesquelles
les capacités de restauration du contenu en DHA sont les plus lentes (Moriguchi et al.,

2001 ; Xiao et al., 2005). Enfin, des travaux ont mis en évidence une période critique pour
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rétablir la composition membranaire en DHA par voie nutritionnelle : la période pré-
sevrage (Moriguchi and Salem, 2003). En effet, avant le sevrage une supplémentation en
ALA permet de restaurer complétement le contenu en DHA. En revanche au dela,
Papport en AGPI n-3 ne permettrait qu’une réversion partielle des parametres

biochimiques (Kodas et al., 2002).

I1.1.4.2. Modulation de la plasticité cérébrale

La plasticité cérébrale est la capacité que possede une région cérébrale a
réorganiser son réseau synaptique et neuronal pour compenser une lésion tissulaire ou
pour répondre a de nouvelles conditions de Penvironnement. Au cours des dernieres
années, de nombreux travaux se sont intéressés aux effets des AGPI n-3 sur ces processus

de plasticité cérébrale.

Ainsi, des études zz vitro ont mis en évidence que le DHA stimule la croissance des
neurites des neurones hippocampiques (Calderon and Kim, 2004 ; Cao et al., 2009) et des
neurones corticaux (Cao et al., 2005). Chez des gerbilles adultes supplémentées en DHA
(4 semaines), une augmentation de la densité des épines dendritiques post-synaptiques a
¢té observée dans I'hippocampe (Sakamoto et al., 2007). En plus, la taille des neurones
hippocampiques est diminuée chez de jeunes rats (21 jours) déficients en DHA (Ahmad
et al., 2002). D’autres auteurs se sont intéressés a la PLT (potentialisation a long terme),
modele expérimental d’étude de la plasticité synaptique, qui se traduit par une
augmentation rapide et durable de 'amplitude des potentiels d’action post-synaptiques,
suite 2 un court train de stimulations électriques a haute fréquence. Ce modele de
plasticité synaptique met notamment en jeu les récepteurs AMPA et NMDA. Ainsi, une
supplémentation en EPA (pendant 8 semaines) chez des rats adultes ou agés améliore la
PLT dans 'hippocampe (Kawashima et al., 2010 ; Kelly et al., 2010). Cao et al. (2009) ont
également mis en évidence que le DHA favorise la synaptogencse et lactivité
glutamatergique de neurones hippocampiques en culture. Plusieurs auteurs ont montré
que les AGPI n-3 induisaient une augmentation de I'expression de protéines impliquées
dans la plasticité synaptique, telles que GAP-43 (growth associated protein 43 ou
neuromoduline) (Wu et al., 2009), PSD-95 (Sakamoto et al., 2007), les sous unités des
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récepteurs AMPA (GluR1 et GluR2) et NMDA (NR1, NR2A et NR2B) (Cao et al., 2009),
etc. Enfin, des données récentes suggerent I'implication des AGPI n-3 dans une autre
forme de plasticité cérébrale, la neurogenese, qui se déroule dans le gyrus dentelé (GD) de
I’hippocampe et la partie antérieure de la zone sous ventriculaire (SVZ) (processus détaillé
dans le paragraphe IV.2). Ainsi, chez les souris transgéniques fat-1, exprimant le gene C.
elegans fat-1 et capables de produire des AG n-3 a partir des AG n-6 conduisant a une
abondance d’AG n-3 dans tous les tissus, il a été mis en évidence, dans ’hippocampe, une
augmentation de la prolifération cellulaire (He et al., 2009). Ces résultats confortent une
¢tude précédente réalisée chez le homard (Beltz et al., 2007). En revanche, Kawakita et al.
(2006) ont montré iz vitro que le DHA diminuait la prolifération cellulaire mais stimulait la
différenciation en neurones. D’autres travaux, se sont intéressés aux effets des AGPI n-3
sur D'expression des neurotrophines, facteurs qui favorisent la neurogenése et en
particulier la survie des neurones (Lee and Son, 2009). Parmi les neurotrophines, le niveau
de BDNF (brain derived neurotrophic factor) est augmenté par les AGPI n-3 (Wu et al.,
2004, Venna et al., 2009). En plus, une déficience en AGPI n-3 induit, dans ’hippocampe
de rat, une diminution de NGF (nerve growth factor), membre de la famille des
neurotrophines (Ikemoto et al., 2000). De facon intéressante, il ét¢ mis en évidence tres
récemment, qu’un traitement par PALA induisait une augmentation de neurogencse, en
particulier de la prolifération cellulaire, de la survie cellulaire et de la différenciation
neuronale, corrélée avec une augmentation de 'expression de BDNF dans ’hippocampe

de soutris adultes (Blondeau et al., 2009).

11 apparait donc que les acides gras sont capables de moduler la plasticité cérébrale,

mécanisme qui sous-tend les processus mnésiques (Su, 2010).

I1.1.4.3. Modulation des capacités mnésiques

De nombreuses études convergent pour établir une relation entre un apport
alimentaire déficient en AGPI n-3 et des troubles cognitifs. Les données les plus
fréquentes obtenues chez I’animal portent sur les capacités d’apprentissage et de mémoire,
mesurées a laide de différents tests: discrimination olfactive (Greiner et al., 2001),

labyrinthe radial (Gamoh et al., 1999) et labyrinthe aquatique de Morris (Moriguchi and
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Salem, 2003), principalement. Les performances des animaux déficients sont alors

altérées.

Ainsi, parmi les nombreuses données obtenues chez les rongeurs, Moriguchi et al.
(2000) ont mis en évidence chez des rats carencés sur 2 et 3 générations (0,04 ¢
d’ALA/100 g de lipides) une baisse des performances d’apprentissage dans le labyrinthe
aquatique de Morttis par comparaison avec des animaux témoins (3,1 g ’ALA/100 g de
régime). Les auteurs ont également précisé que les animaux déficients de 3i¢me génération
réussissent moins bien que ceux de 2ime génération. Les niveaux d’AG n-3 dans le
cerveau des rats déficients étaient diminués de plus de 80 % (83 % a la 2i¢me génération et
87 % a la 3ieme génération). De plus, un ratio DPA n-6/DHA plus élevé avait été observé
dans le cortex frontal des animaux déficients de 3i¢me génération par comparaison avec
celui des animaux déficients de 2ime génération. Plus tard, Moriguchi et Salem (2003)
trouvent une corrélation positive entre le contenu en DHA du cerveau et les
performances dans le labyrinthe aquatique de Morris. Un autre travail a également étudié
Peffet d’'une supplémentation en DPA n-6 ou en DHA sur les performances de rats
adultes (Lim et al., 2005). Les rats supplémentés en DPA n-6 présentent dans leur cerveau
une diminution du DHA (- 65 %), parallelement a une augmentation de DPA n-6,
comparés aux rats supplémentés en DHA. Dans le test de Morris, les animaux nourtis
avec du DPA n-6 montrent un déficit d’apprentissage et de mémoire spatiale de référence,
comparés aux animaux nourris avec du DHA, suggérant qu’une tres forte spécificité
structurale est nécessaire dans les phospholipides des membranes cérébrales pour un

fonctionnement optimal de cet organe.

Notons que dans le test du labyrinthe aquatique de Morris, Wainwright et al.
(1998) ont mesuré les performances de rats dans un test de mémoire spatiale de référence
d’une part, et de mémoire spatiale de travail d’autre part. Les auteurs ont alors mis en
¢vidence que les performances des rats déficients en oméga 3 (sur deux générations)
n’était pas différentes pour le test de mémoire de référence ; en revanche, les animaux
déficients présentaient des déficits de mémoire de travail, suggérant que ce test était plus
sensible a 'effet des AG n-3 (Fedorova and Salem, 20006). Ainsi ces travaux ne retrouvent

pas la relation entre le contenu cérébral en DHA et les performances en mémoire spatiale
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de référence, suggérée par Moriguchi et Salem (2003). Une explication possible a ce
désaccord peut étre le niveau de déplétion en DHA supérieur dans les expériences de
Moriguchi. Une autre étude, s’est intéressée aux effets d’une déficience en AG n-3 suivi
par une supplémentation (ou non) en AGPI n-3 et n’a pas non plus observé de
différences entre les différents groupes, dans les capacités d’apprentissage et de mémoire
spatiale de référence évaluées dans le labyrinthe aquatique de Morris (Carrié et al., 2000b).
La déficience avait alors induit une baisse de 35 % du contenu en DHA dans
I’hippocampe ; tandis que la supplémentation avait permis de restaurer le niveau de DHA

dans cette structure.

Ainsi, les AGPI n-3 modulent les fonctions cognitives. Cependant, selon le statut
en DHA de I'animal, les capacités d’apprentissage et de mémoires spatiales ne semblent

pas toujours étre affectées de la méme maniere.

I1.2. L’acide rétinoique dans le cerveau

Les rétinoides sont connus depuis longtemps pour leur role dans le développement
du SNC. Ce n’est que treés récemment que leur réle dans le cerveau adulte a été étudié
(Maden, 2002 ; McCaffery et al., 2003 ; Mey and McCaffery, 2004 ; Bremner and
McCaffery, 2008) et que la présence de I’AR a été détectée (Kane et al., 2005).

I1.2.1. Transport vers le cerveau et métabolisme cérébral

I1.2.1.1. Transport vers le cerveau

A ce jout, quelques données sont disponibles sur le mode de passage du rétinol a
travers la BHE. Yamagata ¢f a/, (1993) ont étudié le transport jusqu’au cerveau de AR
injecté dans la cavité péritonéale. D’autres résultats obtenus dans des conditions d’apports
suffisants en vitamine A chez le rat, ont montré que 90 % de AR total du cerveau n’est

pas synthétisé localement mais provient du pool circulant dans le plasma (Kurlandsky et
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al., 1995). Par la suite, il a été montré que I'isomere tout-#rans de AR est la forme la plus
largement transportée du sang au cerveau par rapport aux deux autres isomeres, ’acide
13-¢is rétinoique et acide 9-ais rétioique (Le Doze et al., 2000). Par ailleurs, il a été montré
la présence de ’AR au niveau cérébral, chez des rats carencés en vitamine A traités avec
de ’AR, ’hippocampe et le cortex contenant les proportions les plus importantes (Werner
and Deluca, 2002). L’origine de ’AR dans le cerveau semble donc largement exogene

dans des situations d’apports suffisants en vitamine A.

11.2.1.2. Métabolisme cérébral

Bien que I'apport en AR au niveau cérébral soit largement exogene, le cerveau
q g gene,
adulte possede toute la machinerie nécessaire a la synthése de AR, a son transport et a

son action nucléaire (Lane and Bailey, 2005 ; Olson and Mello, 2010).

I’identification de protéines de liaison des rétinoides et des enzymes impliquées dans la
biosynthese de AR dans le cerveau adulte plaide en faveur d’'un métabolisme cérébral du
rétinol. En effet, la présence des protéines de transport CRBP (Cellular retinol binding
protein) et CRABP (Cellular retinoic acid binding protein) (Zetterstrom et al.,, 1994 ;
Zetterstrom et al., 1999), des enzymes de conversion ADH1, ADH4 (Martinez et al.,
2001) et RALDH (McCaffery and Drager, 1994) a été révélée dans certaines structures du
cerveau adulte telles que lhippocampe et le striatum, structures particulicrement

impliquées dans les processus mnésiques.

Outre la mise en évidence des enzymes intervenant dans le métabolisme de la vitamine A,
le cerveau adulte est capable de synthétiser de novo et ce de fagon efficace de PAR (Dev et
al., 1993). La synthese d’AR a été mise en évidence dans le cerveau de souris adulte et plus
particulicrement dans le striatum, ou cette syntheése serait plus importante que dans
I’hippocampe (McCaffery and Drager, 1994). En plus, I’équipe de Sakai et al., en 2004,
montre que AR est synthétisé par la RALDH2 au niveau des méninges adjacentes a
I’hippocampe. Enfin, la présence de rétinol et surtout des rétinyl esters, a pu étre mise en

¢vidence dans ’hippocampe de cerveau humain mature (Connor and Sidell, 1997).
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I1.2.2. Roles de I’acide rétinoique dans le fonctionnement cérébral

I1.2.2.1. Modulation de la plasticité cérébrale

Une diminution de RC3 (neurogranine), protéine impliquée dans la plasticité
synaptique, a été observée dans le cerveau entier d’animaux carencés en vitamine A
(Enderlin et al., 2000 ; Husson et al., 2003). En particulier, Il a été mis en évidence une
baisse de cette protéine dans lhippocampe (Etchamendy et al., 2003) et le striatum
(Husson et al., 2004) de rats carencés. Cependant, un traitement a I’AR ne permet pas de
normaliser le niveau d’expression de RC3. Signalons également que dans le striatum, une
diminution de GAP-43, autre protéine synaptique, a été observée chez des rats soumis a
une carence vitaminique A (Husson et al., 2004). De plus, Misner et al., (2001) ont montré
un déficit de PLT dans lhippocampe de souris carencées en vitamine A pendant 12

semaines, reversé par une alimentation supplémentée en cette méme vitamine.

De nombreux travaux se sont intéressés au role clef de la vitamine A dans le
développement du SNC. Ainsi, AR agit sur la différenciation neuronale, la croissance
neuritique et la mise en place du tube neural (Corcoran and Maden, 1999 ; McCaffery and
Drager, 2000 ; Maden, 2002 ; McCaffery et al., 2003). Ce n’est que plus récemment qu’a
¢té découvert le réle important de I’AR dans les fonctions du cerveau adulte. Parmi les
genes cibles des rétinoides figurent des génes codant pour des protéines impliquées dans
les processus de neurogenese, telles que les neurotrophines NGF et BDNF, et leurs
récepteurs respectifs TrkA et TrkB (Scheibe and Wagner, 1992). En effet, plusieurs études
in vitro réalisées sur des cultures de neurones ont démontré que I’AR intervenait dans les
processus de neurogenese (Wohl and Weiss, 1998 ; Takahashi et al., 1999 ; Wang et al,,
2005). 11 a ainsi été montré que ’AR favorisait la formation et la croissance des dendrites
(Wu et al., 1998 ; Corcoran and Maden, 1999). Un traitement des cellules souches
hippocampiques de rats par AR, induit leur différenciation en neurones et s’accompagne
d’une augmentation de I'expression de récepteurs aux neurotrophines tels que le TrkA,
TrkB et le P75NTR (Takahashi et al., 1999), neurotrophines qui induisent la croissance
neuritique de cellules hippocampiques (Labelle and Leclerc, 2000). L’augmentation de

Pexpression du récepteur TrkA par les rétinoides (les trois formes : acide 9-cs rétinoique,
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acide 13-us rétinoique et acide tout-frans rétinoique) a été également confirmée par une
¢tude sur une lignée de cellules de neuroblastome humain (Chu et al., 2003), révélant une
meilleure efficacité de l'acide tout-frans rétinoique. Enfin, un traitement de cellules
progénitrices neurales par AR induit leur différenciation en trois types différents de
cellules nerveuses (astrocytes, oligodendrocytes ou motoneurones), I'activation de certains
récepteurs nucléaires de AR se faisant de facon séquentielle pour aboutir au phénotype
final (Goncalves et al., 2005). A ce jour, les données de la littérature relatives au réle de
’AR dans les processus de neurogencse chez 'adulte restent peu nombreuses et souvent

contradictoires.

Des travaux ont ainsi montré qu’un traitement par ’acide 13-¢s rétinoique (isomere
de ’AR tout-#rans) a de fortes doses (1mg/kg/jour) pendant trois semaines chez la soutis,
induit une diminution de neurogenése hippocampique (Crandall et al., 2004 ; Sakai et al.,
2004). Des effets identiques sont observés suite a un traitement par isomere tout-zrans
(Crandall et al.,, 2004). Plus récemment, quelques études se sont intéressées aux effets
d’une hypoactivité de la voie des rétinoides sur les processus de neurogenese chez I'adulte
en utilisant la carence en vitamine A comme approche nutritionnelle. Ainsi, une
augmentation de la prolifération et une diminution de la différenciation ont été observées
dans le bulbe olfactif (Asson-Batres et al., 2003). Dans I’hippocampe, Jacobs et al., (2006)
ont mis en évidence une diminution de la survie et de la différenciation neuronale chez
des animaux carencés en vitamine A. Cependant, un régime enrichi en vitamine A n’avait
pas permis de rétablir le niveau de neurogenese chez ces souris carencées. Enfin des
travaux récents réalisés au laboratoire, ont montré une altération de la neurogencse
hippocampique chez des rats carencés (diminution de la prolifération cellulaire, survie
cellulaire et différenciation neuronale) parallelement a une diminution de TrkA (résultat
non significatif). Plus important, ces effets sont réversés par I'injection d’acide tout-#rans

rétinoique (150 pug/kg) pendant 4 semaines (Bonnet et al., 2008).

Ainsi I'impact des rétinoides, et plus particulicrement de ’AR, sur la plasticité

cérébrale pourrait expliquer les effets observés sur les capacités mnésiques.
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11.2.2.2. Modulation des capacités mnésiques

La carence vitaminique A, induisant un hypoactivité de la voie des rétinoides,
entraine chez la souris adulte des déficits cognitifs observés dans un test de mémoire
relationnelle (Etchamendy et al., 2003). Cependant dans cette expérience, 'administration
d’AR n’a pas permis de corriger les déficits de mémoire relationnelle. Par contre, chez des
rats carencés adultes, un traitement par AR a permis de réverser les déficits de mémoire
spatiale de référence mesurés dans le labyrinthe aquatique de Morris (Bonnet et al., 2008).
D’autres études ont conforté la relation entre l'activité de la voie de signalisation des
rétinoides et les processus cognitifs. Pour exemple, il a été démontré qu’une carence
vitaminique A induisait des déficits d’apprentissage et de mémoire spatiale dans un test de
labyrinthe radial, et qu'une supplémentation en vitamine A permettait de corriger les
déficits observés (Cocco et al., 2002). En revanche, d’autres travaux menés sur effet de
Iisomeére 13-cis de ’AR, utilisé sous la dénomination Accutane dans le traitement de
I’acné, ont montré des effets néfastes de cette molécule dans un test de mémoire
hippocampo-dépendante chez la souris (Crandall et al, 2004), résultats restant
controversés par I’étude de Ferguson et Berry (2007) qui démontre au contraire, que le
traitement par la forme 13-cs de AR est sans effet sur apprentissage et la mémoire

spatiale chez le rat.
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ITI. INTERACTIONS ENTRE LES VOIES DE SIGNALISATION DES
ACIDES GRAS POLYINSATURES ET DE I’ACIDE RETINOIQUE

Plusieurs sources bibliographiques démontrent Pexistence de relations étroites

entre les lipides et la vitamine A.

Ainsi il a été décrit chez des enfants hyperlipidémiques, une diminution du ratio 3-
caroténe/lipides totaux plasmatique, parallelement 2 une légére augmentation de la
concentration en rétinol plasmatique (Morinobu et al., 2002). D’autre part, un traitement
par les rétinoides provoque une détérioration du profil lipidique dans le plasma. Ainsi, 20
% des patients traités par les rétinoides présentent une hypertriglycéridémie (2,3 — 6,9
mmol/L); en plus, une augmentation des LDL et une diminution des HDL est

fréquemment observée chez ces patients (Staels, 2001).

Les études de biologie cellulaire ont alors apporté des pistes sur la diversité des
interventions des acides gras sur la voie de signalisation de la vitamine A. Ainsi, PARA ou
'acide linoléique, peuvent inhiber la liaison de ce dernier a la CRABP. La conséquence de
ce phénomene pourrait étre une perturbation de la biodisponibilité de AR dans la cellule
(Sani et al., 1987). Signalons également que les FABP, qui appartiennent a la méme famille
de protéine que les CRABP, sont des protéines de liaison qui transportent des substances
lipophiles, telles que les acides gras et AR (Schug et al., 2007). II peut donc y avoir une
compétition entre les acides gras et 'AR pour ces protéines de liaison. Enfin, des travaux
ont montré que les acides gras exogenes pouvaient modifier la métabolisation du rétinol
en AR. Ainsi Drevon et al. (1985) ont mis en évidence que le stockage de la vitamine A

sous forme rétinyl esters dans les hépatocytes, est régulé et favorisé par les acides gras.

Plus récemment, le développement des approches moléculaires a conduit a un
ensemble de résultats sur les interférences entre les voies de signalisation des acides gras
et de ’AR, notamment au niveau nucléaire. Tout d’abord, RXR apparait comme le
partenaire d’hétérodimérisation obligatoire, commun a différentes voies de signalisation,

notamment celles des PPAR et des RAR. Ce rdle central du RXR induit donc une
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interaction, voire une compétition, entre les différentes voies de signalisation (Chawla et
al., 2001). En plus, l'acide 9-cis rétinoique et les acides gras, tels que PARA et le DHA,
sont tous des ligands endogenes de ce récepteur nucléaire (¢f. 1.3.3.1.). D’autre part, il a
également été mis en évidence iz vitro que I’AR liait et activait PPARO, récepteur des
acides gras (Shaw et al., 2003). Ainsi, en fonction des quantités relatives des protéines
cytosoliques de transport CRABP et FABP, AR activerait préférentiellement les RAR ou
les PPAR et leurs genes cibles respectifs (Schug et al, 2007). Pour exemple, une
diminution du ratio CRABP-II/E-FABP dans des cellules MCF-7 (tumeur mammaire),
inhibe I'activation transcriptionnelle du RAR par AR (Schug et al., 2007). Les protéines
de liaison, CRABP et FABP, semblent donc jouer un réle clef dans l'activation des voies
de signalisation des PPAR et des RAR. La figure 18 donne une représentation schématique
de la complexité et des interactions entre les voies de signalisation. Enfin signalons que de
récents travaux réalisés au laboratoire, ont montré qu’un apport en acide gras (« high fat
diet ») pouvait modifier équilibre entre les voies de signalisation des rétinoides et des
acides gras, en modulant 'expression des récepteurs nucléaires RXR, RAR et PPAR dans
le striatum ainsi que leurs genes cibles (Buaud et al., 2010). Une revue suggere également
I'importance de I’équilibre entre ces deux voies de signalisation dans la prévention de

troubles neurologiques (van Neerven et al., 2008).
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Figure 18 : Représentation schématique des interactions entre les voies de signalisation de

la vitamine A et des acides gras.

AR tout-trans : acide tout-trans rétinoigue ; AR 9-cis : acide 9-cis rétinoigne ; ARA : acide arachidonique ;
DHA : acide docosabexaénoigne ; PPAR : peroxisome proliferator-activated receptor; RAR : retinoic acid

receptor ; RXR : retinoid X receptor ; PPRE : peroxysome proliferator response element ; RARE : retinoic acid

response element.
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IV. LE VIEILLISSEMENT CEREBRAL

Le vieillissement est un phénomene planétaire et la population des plus de 60 ans
est celle qui augmente le plus vite. Les scénarios démographiques estiment que le nombre
de personnes agées de 60 ans et plus dans le monde sera multiplié par trois d’ici 2050, ce
qui représentera 2 milliards de personnes contre 650 millions actuellement. En France, la
proportion de personnes de 65 ans et plus, qui était de 16,5 % en 2004, passera a 21 % en
2020 et 28 % en 2040. Ainsi, le vieillissement reflete une amélioration de la santé et des
conditions socio-économiques, mais il s’accompagne aussi de difficultés particulicres

auxquelles tous les pays devront faire face.

Ces observations contribuent au développement de nouvelles perspectives de
recherche concernant les mécanismes du vieillissement, parmi lesquelles figurent le
vieillissement cérébral et I'identification des altérations neurobiologiques responsables des

dysfonctionnements mnésiques.

IV.1. Données générales sur le vieillissement cérébral

Tout d’abord, il parait nécessaire de donner une définition du terme
«vieillissement ». Il a été proposé que le vieillissement soit défini comme « la somme de
modifications (altérations) anatomiques, histologiques et physiologiques, survenues au
cours du temps, au sein des différents types cellulaires, dans différents organes et
systemes » (Forette et al., 19906). Le vicillissement est généralement caractérisé par (i) des
changements dans la composition biochimique des tissus ; (i) une diminution progressive
des capacités physiologiques ; (iii) une perte régulicre de la capacité d’adaptation de
Porganisme aux conditions variables de Penvironnement et (iv) une augmentation des

prédispositions aux maladies et a la mort (Troen, 2003).

De nombreuses théories ont été élaborées pour tenter d’élucider les mécanismes

du vieillissement. Parmi elles, on peut citer les théories évolutionnistes, descriptives,
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génétiques et environnementales. Les théories évolutionnistes étudient la longévité des
différentes espeéces animales en comparant leur manicre de vieillir et en étudiant les
altérations biologiques de I'organisme intervenues en fonction de I'age. Les théories
descriptives quant a elles proposent que l'usure (« wear and tear ») de différents tissus et
organes soit la responsable universelle du vieillissement. Les théories génétiques
impliquent qu’il existe un mécanisme de régulation génétique programmé dans le
processus de vieillissement. Enfin, les théories environnementales sont basées sur I’étude
de facteurs externes ou internes qui endommagent les cellules, désorganisent les tissus et
induisent le vieillissement. Prises ensembles, ces théories expliquent la plupart des
phénomenes liés au vieillissement (Gavrilov and Gavrilova, 2001 ; Jansen-Durr and

Osiewacz, 2002 ; Partidge and Gems, 2002).

Chez les personnes agées, les altérations neurobiologiques ont depuis longtemps
été considérées comme un élément majeur du vieillissement. Le cerveau occupe donc une
place essentielle dans la recherche actuelle sur le vieillissement, et I'identification de ses
altérations neurobiologiques responsables des dysfonctionnements mnésiques, constitue
'un des objectifs majeurs de ces recherches. Le vieillissement cérébral peut étre étudié a
différents niveaux d’organisation. A un niveau systémique, le vieillissement se manifeste
par une diminution des facultés d’adaptation, une baisse des capacités mnésiques, etc.
(Erickson and Barnes, 2003). A un niveau anatomiques, on peut observer une atrophie
cérébrale et une dilatation ventriculaire ; ces modifications sont souvent hétérogenes selon
les individus (Sullivan et al., 2001). Les altérations cérébrales majeures sont en partie dues
a des changements morphologiques au niveau des neurones, tels qu’une réduction de la
complexité de I'arborisation dendritique, une diminution de la longueur et du nombre
d’épines dendritiques, une baisse de I'expression des récepteurs NMDA et AMPA, etc.
(Dickstein et al., 2007). Ces modifications morphologiques se traduisent par des
altérations de la plasticité cérébrale et s’accompagnent d’une perte des fonctions
cognitives. Précisons que les études menées au cours de cette these ont porté
essentiellement sur une structure cérébrale particulicrement impliquée dans les processus

d’apprentissage et de mémoire spatiale : ’hippocampe.
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IV.2. Vieillissement cérébral : rdle central de Phippocampe dans les

processus mnésiques et la plasticité cérébrale

IV.2.1. Processus mnésiques

Il est généralement admis que chez 'animal agé, les principaux déficits mesurés
portent sur des formes de mémoires dites « hippocampo-dépendantes », principalement la
mémoire spatiale. Des données expérimentales rapportent que les déficits mnésiques liés
au vieillissement sont étroitement identiques a ceux induits par des Ilésions
hippocampiques, notamment les déficits d’apprentissage spatial (Murray et al., 1998 ;
Stoelzel et al., 2002). Chez le rat, de nombreuses études ont montré des déficits cognitifs
liés a 'age dans différentes taches permettant d’évaluer la mémoire spatiale (Rosenzweig
et al., 2003), en particulier des taches réalisées dans le labyrinthe aquatique de Mortis
(Drapeau et al., 2003 ; Wang et al., 2006 ; Drapeau et al., 2007). Par ailleurs, des études
complémentaires montrent que les animaux agés présentent de manicre spécifique des
déficits de mémoire relationnelle, équivalente a la mémoire déclarative chez ’'Homme

(Etchamendy et al., 2001 ; Magnusson et al., 2003 ; Touzani et al., 2003).

IV.2.2. Plasticité cérébrale

Le dogme illustré par la phrase de Ramon y Cajal au début du siecle dernier : « une
fois le développement terminé, tout peut mourir, rien ne peut se régénérer », a ¢té remis
en question avec l'arrivée du concept de plasticité cérébrale (Duffau, 2006). En effet ce
n’est que depuis quelques décennies, quiil est connu que le SNC est doté d’une
remarquable plasticité. Ainsi, les neurones sont capables de régénérer apres des 1ésions
cérébrales (Raisman, 1969) et de modifier leur structure en réponse aux changements de
Penvironnement (Greenough et al., 1978). Cependant, la découverte chez les mammiferes
et chez P'Homme que le SNC adulte est le siege d’une nouvelle forme de plasticité
consistant en la création de nouveaux neurones, suspectée il y a quarante ans, a

définitivement remis en cause le dogme de I'immuabilité des éléments du SNC (Altman,
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1962 ; Eriksson et al., 1998 ; Gross, 2000). Le concept de neurogenese chez 'adulte est

alors apparu.

IV.2.2.1. Plasticité synaptique

Les études menées chez 'Homme comme chez lanimal suggerent que le
vieillissement cérébral s’accompagne d’une réorganisation neuronale principalement dans
le cortex préfrontal et la région hippocampique (Burke and Barnes, 2000). Ainsi, il a été
montré que le vieillissement entraine des déficits de PLT, corrélés avec des déficits

mnésiques observés dans des taches évaluant la mémoire spatiale (Rosenzweig and

Barnes, 2003).

Certaines ¢études ont montré que des changements structuraux au niveau de
Ihippocampe impliquant des pertes synaptiques associés a des modifications de
concentrations de certains marqueurs synaptiques, sont a l'origine des altérations de
plasticité synaptique observées au cours du vieillissement et contribuent a apparition des
déficits de PLT et des déficits cognitifs (Selkoe, 2002 ; Salehi et al., 2003 ; Coleman, 2005 ;
Burke and Barnes, 2006 ; Burke and Barnes, 2010). En effet, une diminution d’environ 30
% du nombre de synapses chez des rats agés a été observée dans le gyrus dentelé,
diminution concomitante a une baisse des performances de mémoire spatiale (Bondareff
et Geinisman, 1976 ; Geinisman et al., 1977 ; Geinisman et al., 1986 ; Geinisman et al.,
1992). De plus, une diminution du nombre d’épines dendritiques et de leur longueur a été
observée dans les neurones du gyrus dentelé, associée a des déficits cognitifs
hippocampo-dépendants (von Bohlen und Halbach et al, 20006). Signalons que les
propriétés neuronales et la plasticité synaptique dépendent étroitement des échanges
ioniques entre les compartiments intra et extra cellulaires. Les altérations de ces échanges
au cours du vieillissement participeraient a la mise en place des atteintes fonctionnelles.
Ainsi une augmentation de la conductance du Ca?* a été mesurée au niveau des neurones
d’animaux agés conduisant a des modifications de I’homéostasie calcique et par
conséquence a des altérations de plasticité synaptique (Landfield, 1988 ; Thibault and
Landfield, 1996 ; Foster and Norris, 1997 ; Rosenzweig and Barnes, 2003 ; Toescu et al.,

2004). D’autre part, certaines protéines synaptiques ont été particulicrement étudiées chez
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'animal agé, telles que les récepteurs NMDA (Magnusson et al., 2007 ; Topic et al., 2007),
la synaptophysine, la synaptotagmine, la neurogranine (RC3) ou encore la neuromoduline
(GAP-43). Ainsi une diminution d’expression de RC3 et GAP-43 a été observée au cours
du vieillissement (Casoli et al., 2001 ; Etchamendy et al.,, 2001 ; Feart et al., 2005a ;
Boucheron et al., 2000) ; cette diminution de RC3 étant associée a des déficits de PLT et
de mémoire spatiale (Etchamendy et al., 2001). Cette dernicre étude a également montré
que Pexpression de RC3, impliquée dans les processus synaptiques (Fedorov et al., 1995 ;
Huang et al., 2004), serait controlée par les rétinoides au cours du vieillissement lui
conférant ainsi un role important dans les processus de plasticité. De plus, il a récemment
été mis en évidence que des animaux RC3 -/- présentaient des déficits d’apprentissage et
de mémoire spatiale ainsi que des déficits de PL'T (Huang et al., 2006 ; Huang et al., 2007).
Enfin, Dlexcitabilit¢ neuronale et la transmission synaptique lors de taches
comportementales  hippocampo-dépendantes  paraissent altérées au cours du
vieillissement. Ces déficits concernent a la fois les voles glutamatergiques et
cholinergiques qui représentent les principaux systemes excitateurs dans la
communication neuronale hippocampique. En effet, la dégénérescence des neurones
cholinergiques joue un role important au cours du vieillissement et dans certaines
pathologies telles que la maladie d’Alzheimer. 11 a ainsi été démontré que les animaux agés
présentent des déficits mnésiques concomitants a une dégénérescence des neurones
cholinergiques et une perturbation de la voie de signalisation du Nerve Growth Factor

(NGF), impliquée dans la survie de ces neurones (Williams et al., 2000).

Les altérations de plasticité synaptique observées au cours du vieillissement,
contribueraient donc a lapparition des déficits cognitifs. En particulier 'hippocampe

semble étre une cible précoce des changements cérébraux relatifs au vieillissement.

IV.2.2.2. Neurogenese

<> Définition :

Les premicres études démontrant 'existence d’une neurogenese dite secondaire,

c’est-a-dire la production de nouveaux neurones dans le cerveau adulte (par opposition a
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la neurogenese primaire qui se déroule au cours du développement et participe a la mise
en place de la structure), ont été publiées dans les années 60 par J. Altman (Altman, 1962).
Le terme de neurogenese désigne ainsi 'ensemble des processus qui conduisent a

'intégration fonctionnelle de néo-neurones dans les circuits cérébraux.

< Les sites neurogéniques :

Chez les mammiferes, la neurogencse persiste a I’age adulte dans deux régions
principales du SNC, appelées sites neurogéniques, ou encore niches ou foyers
neurogéniques. I’une de ces deux régions est le complexe ZSV-RMS-BO : les nouvelles
cellules sont produites dans la zone sous ventriculaire (ZSV) puis empruntent le courant
de migration rostral (rostral migratory stream, RMS) pour se diriger vers le bulbe olfactif
(BO) ou elles vont étre intégrées dans les circuits préexistants. La seconde région
neurogénique est le gyrus dentelé (GD) de la formation hippocampique (Kempermann
and Gage, 2000). Il parait intéressant de noter que les deux sites neurogéniques chez
I'adulte présentent plusieurs points communs. En effet, le BO et la région hippocampique
sont deux régions cérébrales dont le développement débute lors de la période prénatale,
puis se poursuit lors de la période postnatale. De plus, ces deux structures sont
composées de «cellules a grain» ou neurones granulaires caractérisés par un noyau
proéminent. Enfin, ces deux régions sont fortement impliquées dans le traitement des
informations liées aux processus d’apprentissage et de mémorisation. Ce constat suggere
que les néo-neurones granulaires produits a I'age adulte dans ces deux régions sont
impliqués dans les fonctions mnésiques. Par ailleurs, il est intéressant de préciser que la
production de néo-neurones a été rapportée dans d’autre régions cérébrales telles que le
cortex (Gould et al., 2001), 'amygdale (Bernier et al., 2002), la substance noire (Zhao et
al., 2003), I’hypothalamus (Kokoeva et al., 2005) et le noyau caudé (Luzzati et al., 20006),

mais ces données restent encore aujourd’hui sujet a controverse.

Précisons que le travail de cette these s’est intéressé a un site neurogénique en particulier :

I’hippocampe.
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<~ La neurogenése hippocampique :

Sur la base de données obtenues 77 vitro et au cours du développement, deux types
de cellules semblent étre capables de se diviser. La cellule souche est une cellule
indifférenciée, capable de proliférer et de se renouveler en donnant naissance par division
asymétrique a une cellule souche identique a elle-méme et a une cellule fille plus
spécialisée, pouvant elle méme donner naissance a différents types cellulaires. Par contre,
les cellules progénitrices n’auraient pas la capacité de s’auto-renouveler mais pourraient
tout de méme proliférer et donner naissance a des cellules différenciées par division
symétrique. I vivo, chez Padulte il est actuellement difficile de différencier les cellules
souches des cellules progénitrices (Geuna et al., 2001), le terme de précurseur est alors

utilisé pour caractériser ces deux types cellulaires.

La neurogenese hippocampique du cerveau adulte prend son origine dans la zone
sous-granulaire du gyrus dentelé (GD). Elle se déroule en trois étapes. Brievement, les
cellules se divisent a plusieurs reprises, au moins pendant les quatre jours qui suivent leur
naissance. A lissue de la prolifération, environ 40 % des cellules survivent, migrent
ensuite de fagon tangentielle vers la couche granulaire ou elles vont se différencier pour
s’'insérer dans le réseau pré-existant (Cameron et al., 1993 ; Dayer et al., 2003) (figure 19). 11
est estimé que les cellules formées chaque jour dans le GD représentent moins de 1% de
la population totale des cellules granulaires (Cameron and McKay, 2001 ; Rao and Shetty,
2004). De plus, seule une faible proportion des néo-neurones produits quotidiennement
survit sur le long terme. Plus de 50 % des cellules néo-formées vont péricliter au cours
des deux premicres semaines de leur vie (Cameron et al., 1993 ; Gould et al., 1999a;
Dayer et al., 2003). Par contre, celles qui survivent restent stables pendant plusieurs mois
(8 a 10 mois) (Dayer et al, 2003 ; Kempermann et al., 2003) et deviennent
majoritairement des neurones granulaires probablement glutamatergiques, une faible
proportion se différencierait en neurones GABAergiques (Liu et al., 2003), en astrocytes

ou en microglie (Cameron et al., 1993 ; Steiner et al., 2004).
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Figure 19 : Etapes de la neurogenése dans la formation hippocampique.

Source : Abrous et al., (2005)
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Tableau 12 : Facteurs régulant la neurogenése.
Source : Abrous et al., (2005)
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<> Régulation de la neurogenése hippocampique adultes :

La neurogenese hippocampique adulte est controlée par de nombreux facteurs,
intrinséques ou extrinseques, dont les effets sont a I’heure actuelle bien documentés
(Hagg, 2005 ; Lledo et al., 2006 ; Balu and Lucki, 2009). Parmi les facteurs extrinseques,
un environnement enrichi! (Kempermann et al., 2002), I'activité physique (van Praag et
al., 2005), le stress (Dranovsky and Hen, 2006) ou encore la restriction calorique (Qiu et
al., 2010) régulent la neurogenese hippocampique adulte. Parmi les facteurs intrinseques,
figurent certaines hormones (les hormones thyroidiennes, les glucocorticoides ou encore
les hormones sexuelles), certains neurotransmetteurs, et certains facteurs neurotrophiques

(tablean 12).

Dans le cadre de cette theése, une attention particuliecre a été portée aux
neurotrophines. Les neurotrophines peuvent se fixer sur deux types de récepteurs de
surface, les Trk (tropomyosin-related kinase) de haute affinité et le récepteur p75 (p75NTR)
de faible affinité (Metsis, 2001 ; Roux and Barker, 2002 ; Reichardt, 2006). De nombreux
travaux menés notamment 7z vitro montrent que I'activation de la voie de signalisation des
récepteurs Trk, permet la survie et la différenciation de certaines populations neuronales
(Huang and Reichardt, 2001 ; Huang and Reichardt, 2003 ; Lu et al., 2005). Aujourd’hui
aucun doute ne subsiste sur la présence des neurotrophines NGF et BDNF ainsi que de
leur récepteur au niveau de lhippocampe (Conner et al., 1992; Cellerino, 1996 ;
Rocamora et al., 1996 ; Conner et al., 1997 ; Yan et al., 1997 ; Pascual et al., 1998 ; Dubus
et al., 2000), suggérant leurs roles dans la neurogenése hippocampique adulte. Ainsi des
auteurs ont montré qu’une injection intra-cérébro-ventriculaire (ICV) de NGF ne modifie
pas le taux de prolifération, mais permet d’augmenter la survie des nouveaux neurones
dans Phippocampe adulte (Frielingsdorf et al., 2007). D’autre part, 'augmentation de
BDNPF suite a une restriction alimentaire ou a un traitement pharmacologique, entraine
une augmentation de la neurogenese hippocampique (Lee et al., 2000 ; Katoh-Semba et

al., 2002 ; Lee et al., 2002). En plus, il a été mis en évidence chez des souris BDNF +/-,

1 Un environnement enrichi consiste a placer degeors dans des conditions d’élevage se rapproctemt
conditions de vie dans le milieu naturel, pour c& cpncerne les stimulations sensorielles, lesréctéons
sociales et les activités physiques et cognitives.
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une diminution du nombre de néo-neurones dans le GD (Linnarsson et al., 2000 ; Lee et

al., 2002 ; Sairanen et al., 2005).

< Neurogenése hippocampique et mémoire spatiale :

I1 est aujourd’hui proposé que la production de nouveaux neurones granulaires au
stade adulte représente une nouvelle forme de plasticité cérébrale impliquée dans les
fonctions mnésiques (Schinder and Gage, 2004 ; Snyder et al., 2005 ; Aimone et al., 20006 ;
Leuner et al.,, 2006 ; Kitabatake et al., 2007 ; Drapeau and Abrous, 2008 ; Deng et al.,
2010). En s’intégrant dans le réseau pré-existant, les neurones nouvellement formés
contribuent aux processus de mémorisation hippocampo-dépendants (Dobrossy et al.,
2003 ; Dupret et al., 2008). En effet, ces nouveaux neurones, bien qu’en faible nombre,
présentent des propriétés électrophysiologiques bien distinctes, et la PLT peut étre induite
assez facilement (Schmidt-Hieber et al,, 2004 ; Overstreet-Wadiche and Westbrook,
2006). Cependant, il faut plusieurs mois pour que ces neurones acquicrent une
morphologie identique aux cellules granulaires déja présentes et soient intégrés de fagon
fonctionnelle dans le circuit hippocampique (Ramirez-Amaya et al., 2006 ; Zhao et al.,
20006). De nombreux travaux suggerent alors qu’une amélioration des performances dans
des taches dépendantes de 'hippocampe résulterait d’une augmentation de la neurogenese
hippocampique. Des auteurs ont ainsi montré que ’élevage de rats ou de souris dans un
environnement enrichi, entraine une augmentation de la neurogenese hippocampique et
s’accompagne d’une augmentation des performances de mémoire spatiale dans le
labyrinthe aquatique de Morris (Kempermann et al., 1997 ; Kempermann et al., 1998 ;
Nilsson et al., 1999).

D’autre part, Papprentissage spatial est aussi capable d’influencer la neurogencese
mais les résultats restent encore assez controversés. Ainsi, alors que certains auteurs
montrent une augmentation de la prolifération cellulaire apres une épreuve de mémoire
spatiale de référence dans le labyrinthe aquatique de Morris (Lemaire et al,, 2000 ;
Dobrossy et al., 2003), d’autres montrent une diminution (Namestkova et al., 2005) ou
une absence d’effet (Mohapel et al., 2006). De plus, il semblerait que la mémoire spatiale
de travail quant a elle, entraine une diminution du niveau de prolifération cellulaire
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(Mohapel et al., 2006). Le type de mémoire testé semble donc moduler différemment le
niveau de neurogenese. Concernant la survie cellulaire, certains auteurs rapportent que
Iapprentissage la stimule (Gould et al.,, 1999a; Ambrogini et al., 2000 ; Leuner et al.,
2004), ou au contraire la diminue (Dobrossy et al., 2003 ; Ambrogini et al., 2004) ou reste
sans effet (Van der Borght et al., 2005). Enfin récemment, il a été mis en évidence que le
niveau de difficulté du protocole utilisé en piscine de Morris (nombre d’essais par session,
nombre d’indice) avait un impact sur les modifications du niveau de survie cellulaire. Les
auteurs ont ainsi montré qu’un niveau de difficulté faible induisait une augmentation de
survie cellulaire, tandis qu’un niveau de difficulté élevé provoquait une diminution de ces

mémes cellules (Epp et al., 2009).

<> Neurogenese hippocampique au cours du vieillissement cérébral :

Bien que la neurogenése hippocampique persiste au cours du vieillissement, une
diminution importante de la production de nouveaux neurones a été mise en évidence
dans le GD de ces animaux. Par conséquent, le déclin de neurogenese observé chez les
animaux agés pourrait ¢tre a Porigine du déclin des fonctions cognitives. Cependant, la
relation potentielle entre certaines étapes de la neurogeneése et les performances
mnésiques des animaux agés restent a préciser. Un déclin de neurogenese hippocampique
a été associ¢ a des déficits cognitifs lors dune épreuve spatiale dans le labyrinthe
aquatique de Mortris au cours du vieillissement (Kempermann et al., 1998 ; Driscoll et al.,
20006). De plus, il a été montré que la neurogenese est altérée dans des modeles de
vieillissement pathologique tels que le stress prénatal qui accélere I'apparition des déficits
cognitifs au cours du vieillissement (Vallee et al, 1999) et diminue la neurogenese
hippocampique (Lemaire et al., 2000). Enfin, des résultats récents suggerent I'existence
d’une relation quantitative entre le nombre de neurones nouvellement formés et les
performances spatiales au cours du vieillissement. Ainsi, les animaux agés qui présentent
de bonnes performances dans le labyrinthe aquatique présentent aussi le plus grand
nombre de neurones néo-formés (Drapeau et al., 2003). Signalons cependant que ces
résultats restent controversés. En effet, d’autres études ne révelent aucun lien entre

neurogenese et capacités mnésiques au cours du vieillissement (Bizon and Gallagher,

Données bibliographiques 111 |Page



2003 ; Merrill et al., 2003), ou indiquent méme des corrélations négatives entre le niveau
de survie cellulaire et les capacités mnésiques des animaux agés (Bizon et al., 2004). En
conséquence, le lien précis existant entre les processus de neurogencse et les capacités

mnésiques chez le sujet agé reste encore a élucider.

Actuellement, une partie des recherches sur le vieillissement cérébral vise a
restaurer ces processus de neurogenese afin d’obtenir un niveau de neurogencse identique
a celui des jeunes animaux, qui conduirait alors a une amélioration des performances
mnésiques chez les animaux agés. C’est dans cet objectif que s’inscrit une grande partie de
ce travail de these. Ainsi, a titre d’exemple, Iélevage d’animaux 4agés dans un
environnement enrichi s’accompagne non seulement d’une augmentation du nombre de
nouveaux neurones en favorisant le processus de différenciation mais améliore également
les performances des animaux dans le labyrinthe aquatique (Kempermann et al., 2002 ;

Harburger et al., 2007).

IV.3. Vitamine A et vieillissement cérébral

IV.3.1. Conséquences du vieillissement aux niveaux métaboliques et nucléaires

IV.3.1.1. Au niveau métabolique

Les données générales concernant les conséquences du vieillissement sur le
métabolisme des nutriments (Russell, 2000), et en particulier de la vitamine A sont a ce
jour plus descriptives qu’explicatives. Globalement, les études montrent une perturbation
du métabolisme de la vitamine A au cours du vieillissement, et ce malgré un stock
hépatique de rétinol important chez les sujets agés (Sundboom and Olson, 1984 ; Dawson
et al., 2000; van der Loo et al, 2004). Cette augmentation des réserves hépatiques
traduirait des perturbations métaboliques (Hollander and Dadufalza, 1990) qui
expliqueraient aussi la hausse du rétinol sérique observée chez les personnes agées apres
un repas (Borel et al., 1998). Les données concernant les taux de rétinol plasmatique ne

sont pas cohérentes. Pour certains auteurs, les concentrations en rétinol sérique varient
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peu avec I'age (Comstock et al., 1988 ; Mino et al., 1993 ; Hallfrisch et al., 1994 ; Dawson
et al., 2000 ; Feart et al., 2005b), pour d’autres elles diminuent (van der Loo et al., 2004)
ou au contraire augmentent au cours du vieillissement (Johnson et al., 1992 ; Hercberg et
al., 1994 ; Borel et al., 1998). Par ailleurs, lactivité de certaines enzymes du métabolisme
du rétinol est modifiée (Mobarhan et al., 1991 ; Dawson et al., 2000 ; Yamamoto et al.,
2000) et le transport post-prandial de la vitamine A, des intestins vers le foie est retardé
(Borel et al., 1998). Enfin, les capacités du sujet agé a mobiliser ses réserves hépatiques de

rétinol pour son utilisation efficace sont également fortement perturbées (Azais-Braesco

et al., 1995).

IV.3.1.2. Au niveau nucléaire

Les troubles métaboliques de la vitamine A au cours du vieillissement se traduisent
par une biodisponibilité réduite en AR entralnant une baisse du niveau d’activité de sa
voie de signalisation. Ainsi, une baisse de I'expression de certains récepteurs nucléaires
(RAR, RXR) est observée dans le foie (Pallet et al., 1997), et dans le cerveau d’animaux
agés (Endetlin et al.,, 1997a ; Enderlin et al., 1997b ; Etchamendy et al., 2001 ; Feart et al.,
2005a ; Dyall et al., 2010) et plus particulicrement dans ’hippocampe (Etchamendy et al.,
2001 ; Dyall et al., 2010). L’administration d’AR permet de rétablir un niveau d’expression
des récepteurs nucléaires comparable a celui mesuré chez des animaux jeunes (Enderlin et
al., 1997b ; Etchamendy et al, 2001 ; Feart et al., 2005a), et cette normalisation peut étre
bloquée par la co-administration d’un antagoniste des récepteurs RAR (Etchamendy et al.,
2001). Par ailleurs, une étude menée sur les effets de I’age chez 'Homme, a permis de
démontrer une diminution significative des RARY dans les cellules mononucléées du sang

(PBMC pour Human Peripheral Blood Mononuclear Cells) (Feart et al., 2005b).

IV.3.2. Vitamine A et processus cognitifs au cours du vieillissement

Une collaboration entre I’'Unité de Nutrition et Neurosciences et le Centre des
Neurosciences Intégratives et Cognitives a permis de démontrer la relation entre une
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baisse du niveau d’activité hippocampique de la voie d’action des rétinoides et une
altération des performances mnésiques chez 'animal agé. Les données les plus originales
montrent qu’un traitement par ’AR chez ces animaux agés supprime de facon sélective les
déficits cognitifs observés dans un test de mémoire relationnelle (Etchamendy et al.,
2001). Récemment, Mingaud et al. (2008) ont également mis en évidence une amélioration
de la mémoire de travail a court terme chez des souris agées ayant regu une

supplémentation vitaminique A tout au long de leur vie.

11 serait donc possible d’envisager que certaines atteintes de la mémoire survenant
avec 'age appartiennent a une catégorie de modifications fonctionnelles générées par une
baisse de lexpression des récepteurs nucléaires, associées au vieillissement non

pathologique, et susceptibles d’étre reversées.

IV.3.3. Vitamine A et plasticité cérébrale au cours du vieillissement

Des travaux réalisés dans notre laboratoire, chez la souris agée, rapportent qu’une
baisse de I'amplitude de la PLT, induite dans le champ CA1l de lhippocampe par
stimulation tétanisante de la voie comissurale, pouvait ¢tre partiellement compensée par

un traitement par AR (Etchamendy et al., 2001).

La diminution d’expression de certains genes régulés par les rétinoides et impliqués
dans la plasticité synaptique pourrait expliquer en partie les altérations de plasticité qui
sous-tendent les déficits mnésiques liés a I'age. Parmi ces genes cibles figurent de
nombreux genes codant pour des protéines impliquées dans les processus de plasticité
synaptique telles que RC3 et GAP-43. Ainsi, une baisse du niveau d’expression de GAP-
43 a été mise en évidence dans le cerveau entier, chez le rat agé (Casoli et al., 2001 ; Feart
et al., 2005a) ainsi que chez des souris agées (Boucheron et al., 2006), mais également dans
I’hippocampe (Mingaud et al., 2008). Une diminution de I'expression de RC3 a également
¢té observée dans le cerveau entier ou I’hippocampe d’animaux agés (Enderlin et al,
1997b ; Etchamendy et al., 2001 ; Feart et al.,, 2005a). Par ailleurs, un traitement de ces

animaux par AR ou bien une supplémentation vitaminique A provoque, une
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augmentation de Pexpression de GAP-43 au niveau du cerveau entier (Feart et al., 2005a)
et de P’hippocampe (Mingaud et al., 2008), mais également une augmentation de RC3 dans
I’hippocampe, associée a une restauration de la PLT et des capacités mnésiques

(Etchamendy et al., 2001).

Ainsi, plusieurs données bibliographiques plaident en faveur de ’hypothéese selon
laquelle AR joue un role important au cours du vieillissement dans les processus
cognitifs, en modulant certains aspects de la plasticité cérébrale au niveau de
I’hippocampe parmi lesquels figure la plasticité synaptique. Signalons qu’actuellement
aucune donnée n’est disponible concernant le réle de AR dans les processus de
neurogencse au cours du vieillissement. Cependant, des études menées sur des modeles
animaux conduisant a une hypoactivité de la voie des rétinoides (animaux carencés en
vitamine A), comparable a celle qui préexiste chez 'animal agé, ont permis de mettre en
¢vidence un role de AR dans les processus de neurogenese (Bonnet et al., 2008) (¢

11.2.2.1.).

IV.4. Acides gras polyinsaturés et vieillissement cérébral

IV.4.1. Diminution du contenu en AGPI dans les membranes cérébrales au cours
du vieillissement

Il existe de nombreuses données attestant de Peffet de 'age sur le contenu en
lipides et la composition en acides gras des phospholipides des membranes cérébrales.
Ainsi, Sodergerg et al. (1991) ont mis en évidence une baisse des teneurs en PC et PE,
chez des sujets agés de 89 a 92 ans (par comparaison avec des sujets agés de 33 a 36 ans)
dans certaines régions cérébrales, tel que I’hippocampe (- 26 % en moyenne pour la PC et
la PE, dans cette dernicre structure). En plus, d’autres auteurs ont montré une
augmentation des concentrations en DHA et AGMI jusqu’a I'age de 18 ans; puis une
diminution des niveaux d’AGPI au cours du vieillissement, en particulier PARA et le

DHA (Carver et al., 2001). Une baisse du contenu en AGPI n-3, et notamment en DHA,
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au sein de ’hippocampe de sujets atteints de la MA, par comparaison avec des sujets sains
du méme age, a également été observée (Soderberg et al., 1991). En plus, il a été mis en
évidence chez de tels sujets une baisse du contenu en phospholipides totaux proche de 20
% au niveau du cortex frontal et de ’hippocampe due a la diminution des teneurs en PE

et en PC (Guan et al., 1999).

Chez Panimal, les données sont plus nombreuses. Concernant la composition
membranaire en cholestérol et en phospholipides totaux, Zhang et al. (1996) ont mis en
¢vidence des variations de leurs teneurs respectives, en fonction de I’age et de la région
¢tudiée. Ainsi, il s’avere qu’entre le 1¢r et le 24ime mois de vie, le striatum, ’hippocampe et
le cortex cérébral voient leur contenu en cholestérol augmenter (+ 30 %, + 17 % et + 44
%, respectivement). Parallelement, les teneurs membranaires en phospholipides totaux de
ces mémes régions varient peu (+ 11 % dans hippocampe). D’autres auteurs se sont
¢galement intéressés aux contenus en cholestérol et en phospholipides, vz 1a mesure du
ratio cholestérol/phospholipide, qui est généralement utilisé comme marqueur des
propriétés physiques des membranes (un ratio élevé suggérant une rigidité membranaire
accrue). Il a ainsi été mis en évidence chez des rats agés de 28 mois, une augmentation de
ce ratio au sein des membranes constitutives de la substance blanche sous-corticale et du
cervelet (+ 17 %), comparé a des rats adultes agés de 4 mois. Cependant, ces données
sont en contradiction avec celles de Zhang et al. (1996) qui n’ont pas révélé de
modification significative de la valeur de ce ratio chez des rats agés de 17 mois (versus des
rats agés de 1 mois) au sein du cortex cérébral, du striatum, de 'hippocampe et de

cervelet.

Parallelement, il semble que la composition en phospholipides soit altérée sous
Ieffet de 'age. En effet il a été mis en évidence, dans I’hippocampe de rats agés de 24
mois (comparé a des rats agés de 6 mois), une diminution des teneurs en PE et en PC (-
26 % et - 12 %, respectivement) associée a une augmentation du contenu en PS et PI

(multiplié par 9 et 6,7, respectivement).

L’influence de I'age sur la composition en acides gras des phospholipides
membranaires a également fait I'objet d’investigations. Ainsi, dans ’hippocampe de rats

agés de 18 mois (comparés a des rats agés de 2 mois) des variations importantes de la
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composition en acides gras des PE et PS ont été observées, telles quune augmentation
des AGMI (+ 22 % pour les PE, et 46 % pour les PS) et une baisse des AGPI n-3, en
particulier le DHA (- 37 % pour les PE et - 27 % pour les PS) (Favreliere et al., 2003). En
plus, d’autres auteurs ont également montré chez des rats agés de 27 mois (comparés a
des rats adultes de 7 mois) une diminution significative du contenu en AGPI n-6 au sein
de PS (- 55 %), PC (- 30 %) et PI (- 66 %) concomitamment a une baisse non significative
du contenu en AGPI n-3 (Ulmann et al., 2001). Favreliere et al. (2000) ont également
observé ce type de variation au niveau de deux structures cérébrales. Ainsi, dans le cortex
et ’hippocampe de rats agés de 18 mois (comparés a des rats agés de 2 mois) les auteurs
ont mis en évidence une diminution du contenu en DHA au sein des PE (- 22 % dans le
cortex et - 37 % dans hippocampe) et des PS (- 37 % pour le cortex et - 30 % pour
I’hippocampe). Finalement, d’autres travaux ont rapporté cette baisse du DHA au sein des
PE et des PS dans le cortex et le cervelet de rats, parallelement a une baisse du contenu en

ARA (McGahon et al.,, 1999 ; Giusto et al., 2002 ; Petursdottir et al., 2007).

A ce niveau, signalons que la diminution du contenu en AGPI-LC membranaires
dans le cerveau au cours du vieillissement peut étre attribuée a plusieurs mécanismes : (1)
un plus faible taux de passage des acides gras a travers la BHE, (2) une diminution des
taux d’incorporation membranaire de ces AGPI et (3) une baisse de P'activité des enzymes
A 6 et A9 désaturases (Yehuda et al., 2002 ; Bourre, 2004). Ainsi, des données ont mis en
¢vidence des changements structuraux au sein de la BHE, au cours du vieillissement et
chez des patients atteints de la MA (de la Torre and Mussivand, 1993 ; Ginsberg et al.,
1998). Cependant, tres peu de données sont disponibles concernant des variations
d’efficacité de passage des AGPI a travers la BHE, et les résultats obtenus sont
contradictoires, montrant soit une diminution de pénétration de PARA (Alberghina et al.,
1994), soit aucune modification (Strosznajder et al., 1994 ; Strosznajder et al., 1996). Par
contre, il apparait que les voies de synthése des phospholipides sont altérées avec I'age,
freinant alors I'incorporation des AGPI-LC au sein des membranes cérébrales (Ilincheta
de Boschero et al., 2000). En plus, la conversion des précurseurs LA et ALA en dérivés a
longue chaine devient moins efficace avec 'age, I'activité des désaturases étant diminuée
dans le foie et le cerveau (Bourre and Piciotti, 1992 ; Kumar et al., 1999). D’autres auteurs
ont également mis en évidence une diminution de 'oxydation peroxisomale des AGPI au
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cours du vieillissement (Bourre and Piciotti, 1997). Ainsi, la baisse d’efficacité de la
biosynthese des AGPI-LC a partir de leurs précurseurs suppose que le contenu en DHA

dans le cerveau agé dépend d’autant plus de 'apport alimentaire en DHA préformé.

IV.4.2. AGPI et processus cognitifs au cours du vieillissement

Plusieurs travaux ont suggéré que la baisse du contenu cérébral en DHA liée a

I’age, était associée a des troubles cognitifs (Horrocks and Farooqui, 2004 ; Su, 2010).

Ainsi, il a été mis en évidence une réduction du contenu en DHA des membranes
cérébrales, associée a des déficits d’apprentissage dans le test du labyrinthe aquatique chez
des rats agés de 24 mois, comparés a des rats jeunes agés de 2 mois (Barcelo-Coblijn et al.,
2003a). En plus, d’autres auteurs ont montré que chez des rats agés de 24 mois,
I'administration de DHA (300mg/kg/j, pendant 5 semaines) améliore les performances de
mémoire spatiale de référence et de travail, mesurées dans le labyrinthe radial (Gamoh et
al., 2001). D’autre part, chez des rats agés (20-22 mois) une supplémentation en EPA, ou
DPA n-3 pendant 8 semaines, permet également une amélioration des capacités
d’apprentissage dans le test du labyrinthe aquatique de Morris (Kelly et al., 2010). Enfin
des résultats semblables ont également été obtenus chez la souris agée (Lim and Suzuki,

2000).

Signalons que de nombreuses données suggerent un role des AGPI-LC n-3 dans
I’étiologie de la MA (Cunnane et al., 2009 ; Jicha and Markesbery, 2010). Ainsi, sur un
modele animal de la MA (avec infusion du peptide AP), des auteurs ont montré qu’un
prétraitement avec du DHA permettait d’atténuer le déclin cognitif et d’augmenter le ratio

DHA:ARA dans le cortex et ’hippocampe des rats malades (Hashimoto et al., 2002).

Chez ’'Homme, les données épidémiologiques suggerent que les AGPI n-3
pourraient avoir un role protecteur vis-a-vis du déclin des fonctions cognitives qui
apparait au cours du vieillissement et dans certaines situations neuropathologiques telles
que la MA. Il a ainsi ét¢ montré que la consommation alimentaire et la teneur

membranaire érythrocytaire en AGPI n-3 étaient inversement corrélées au déclin cognitif
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associ¢ a l'age (Heude et al, 2003 ; Solfrizzi et al,, 2006). De facon similaire, la
consommation de gélules d’huile de poisson et le niveau d’AGPI n-3 érythrocytaires ont
¢été associés a de meilleures performances cognitives chez des sujets agés (Whalley et al.,
2004). Chez des patients atteints de la MA, la supplémentation alimentaire en AGPI avec
un ratio LA/ALA proche de 4 pendant un mois, améliore la mémoire de travail (Yehuda
et al., 1996). Par ailleurs plusieurs études épidémiologiques ont rapporté un lien entre la
consommation d’AGPI n-3 et une diminution du risque de démence. Ceest le cas
notamment de la Rotterdam Study, qui montre que lincidence de la démence, en
particulier celle de type Alzheimer, est réduite chez les sujets consommant régulicrement
du poisson (Kalmijn et al., 1997a). Une relation similaire entre une consommation de
poisson élevée et une réduction du risque de déclin cognitif a été retrouvée au sein d’un
groupe de personnes agées issues de la cohorte Zutphen Elderly Study (Kalmijn et al.,
1997Db). Plus récemment, ’étude PAQUID a mis en évidence une corrélation inverse entre
la fréquence de consommation de poisson et le risque de développer une démence dans
les 7 ans qui suivent (Barberger-Gateau et al., 2002). Les données obtenues lors du
Chicago Health and Aging Project confirme cette association puisque la encore la
consommation de poisson a été associée a un ralentissement du déclin cognitif et a un
risque moindre de développer une démence de type Alzheimer (Morris et al.,, 2003a ;
Mortis et al., 2003b ; Morris et al., 2005). De la méme maniere les résultats de la cohorte
des Trois Cités montrent que la consommation hebdomadaire de poisson réduit le risque
de maladie d’Alzheimer (Barberger-Gateau et al.,, 2007). En plus dans le cadre de la
Doetinchem Cohort Study, il a également été trouvé une association, entre de meilleures
performances cognitives chez des adultes de 45 a 70 ans, et la consommation de poisson
ou I’AGPI n-3 a longues chaine (EPA et DHA) (Kalmijn et al., 2004). Enfin, I’étude
EVA a mis en évidence que les consommateurs réguliers de poisson avaient de meilleures

performances cognitives globales (Heude et al., 2003).

L’ensemble de ces données atteste de 'implication des AGPI n-3 dans le maintien
des fonctions mnésiques au cours du vieillissement cérébral normal ou pathologique. Afin
d’expliquer Peffet pro-mnésiants de ces AG, de nombreuses études se sont intéressées a
leurs réles dans les processus de plasticité cérébrale, altérés au cours du vieillissement. Les
résultats de ces études sont détaillés dans le paragraphe suivant.
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IV.4.3. AGPI et plasticité cérébrale au cours du vieillissement

De nombreuses données attestent du réle des AGPI n-3 dans les processus de
plasticité cérébrale. Si la plupart des recherches sur ce sujet se sont intéressées a la période
périnatale et a ’age adulte en utilisant souvent des modeles de déficience (¢f 11.7.3.2.), de
récents travaux ont examiné 'impact des ces AGPI au cours du vieillissement. Ainsi, des
auteurs ont mis en évidence qu’une supplémentation en AGPI-LC n-3 (160 mg/kg/j
d’EPA et 110 mg/kg/j de DHA, pendant 12 semaines) permet de reverser la baisse
d’expression des sous-unités GLUR2 et NR2B (appartenant respectivement aux
récepteurs AMPA et NMDA), dans le cortex, le striatum et ’hippocampe de rats agés de
24 mois, comparés a des rats adultes agés de 3-4 mois (Dyall et al., 2007). Précisons que
les récepteurs au glutamate jouent des roles importants dans les phénomenes de PLT,
mode¢le de plasticité synaptique. En plus, chez des rats agés de 22 mois (comparés a des
rats de 4 mois), une diminution du contenu en DHA et une altération de la PLT dans
I’hippocampe ont été observées ; ces effets ont été corrigés par une supplémentation en
DHA (10 mg/j, pendant 8 semaines) ou en EPA (12 mg/j, pendant 8 semaines)
(McGahon et al., 1999 ; Martin et al., 2002). D’autres auteurs ont également montré une
augmentation de la neurogenése hippocampique (différenciation neuronale), altérée au
cours du vieillissement, chez des rats agés de 19-20 mois soumis a une supplémentation
en DHA (300 mg/kg/j, pendant 7 semaines) (Kawakita et al, 20006). Enfin tout
récemment, Dyall et al. (2010) ont montré qu’une supplémentation en AGPI-LC n-3 (162
mg/kg/j 'EPA + 108 mg/kg/j de DHA, pendant 12 semaines) permet d’augmenter le
niveau de neurogencse (différenciation neuronale précoce) chez des rats agés de 26 mois,
comparés a des rats du méme age soumis a un régime controle. Cependant, ces mémes
auteurs ont constaté quen dépit de 'amélioration observée chez les animaux agés, le
niveau de neurogenese de ces rats restait néanmoins inférieur a celui mesuré chez des rats

adultes (Dyall et al., 2010).

Ainsi, l'ensemble des données présentées ci-dessus plaident en faveur de
I’hypothese selon laquelle les AGPI-LC n-3 jouent un role au cours du vieillissement, dans

les processus de plasticité cérébrales qui sous tendent les capacités mnésiques.
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OBJECTIFS

A ce jour, un ensemble de données cohérentes souligne le role primordial des
acides gras dans le fonctionnement du cerveau, chez I’adulte. Au cours du vieillissement,
le statut lipidique d’un individu apparait comme un facteur de risque ou de prévention du
développement de nombreuses altérations et pathologies, notamment le déclin mnésique.
Dans ce contexte il parait donc nécessaire de mieux comprendre les mécanismes d’action

impliqués dans les effets neurobiologiques des acides gras.

Parmi les différents mécanismes d’action des acides gras proposés dans la
littérature, notre attention s’est portée tout particulicrement sur leur capacité a agir
directement sur l'expression des genes via leurs récepteurs nucléaires. Cette action
transcriptionnelle met en jeu, directement ou indirectement, de nombreux facteurs de
transcription qui impliquent différentes voies de signalisation. Ainsi, il peut exister des
interactions entre différentes voies de signalisation. En particulier, les voies de
signalisation des acides gras et de l'acide rétinoique, paraissent étroitement liées,
notamment zia le facteur de transcription RXR. En effet, plusieurs travaux réalisés au
laboratoire ont déja fait état de cette interaction et de I'importance de I’équilibre entre ces
deux voies de signalisation dans le foie et dans le cerveau (Bonilla et al., 2000 ; Buaud et

al., 2010).

Les données bibliographiques présentées dans les chapitres précédents montrent
¢galement l'implication des acides gras polyinsaturés n-3 et de l'acide rétinoique dans le
fonctionnement cérébral (¢f II), en particulier au cours du vieillissement (¢ I17). Plus
précisément, les AGPI n-3 et AR sont capables de moduler les fonctions mnésiques vz

des modifications de plasticité cérébrale.

Dans ce contexte, I’hypothése de mon travail suggere qu'une supplémentation
alimentaire en AGPI-LC n-3 au cours du vieillissement, pourrait moduler I'expression des
récepteurs nucléaires des AG mais également de AR, et aussi réguler Pexpression de leurs
genes impliqués dans la plasticité cérébrale. Ces modifications se traduiraient alors, sur un

plan fonctionnel, par une amélioration des performances mnésiques.
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Ce projet de these visait donc a répondre aux questions suivantes :

Quels sont les effets d’une supplémentation en AGPI-LC n-3 sur les voies de
signalisation de la vitamine A et des acides gras, et ses conséquences sur la

neurogenése hippocampique, chez le rat agé ?

Quels sont les effets d’une supplémentation en AGPI-LC n-3 sur les voies de
signalisation de la vitamine A et des acides gras, et ses conséquences sur la

plasticité synaptique et les performances mnésiques, chez le rat 4gé ?

L approche expérimentale mise en ceuvre a consisté a étudier les effets d’un régime
riche en EPA et DHA (apporté par de I’huile de poisson) chez des rats agés. Les animaux
témoins ont recu un régime dépourvu d’AGPI-LC n-3, et compte tenu du métabolisme
des AGPI, ce régime était également dépourvu d’ALA, afin de limiter la production de
dérivés a longue chaine. Un tel régime modélise en partie certain mode de consommation
occidental, riche en LA mais tres pauvre en ALA, EPA et DHA, et qui se traduit par un
ratio oméga 6/oméga 3 tres déséquilibré (Simopoulos, 2002). Dans chacune des deux
¢tudes que nous avons réalisées, les profils des acides gras des membranes érythrocytaires
ont été étudiés afin de controler le statut nutritionnel des animaux et de valider notre

mode¢le de supplémentation.

La premicre partie de ce travail a consisté en I’étude des effets d’un régime a base
d’huile de poisson sur les voies de signalisation des AG et de ’AR et la neurogenese
hippocampique au cours du vieillissement. Les niveaux d’expression des facteurs de
transcription ont été mesurés, par qRT-PCR, au sein de deux structures cérébrales : (1)
I’hippocampe, structure impliquée dans les processus de mémoire et d’apprentissage, et
(2) le striatum, structure présentant de forts niveaux en AR et récepteurs aux rétinoides.
Plusieurs étapes de la neurogenese hippocampique ont également été étudiées, grace a des
méthodes d’immunohistochimie : la prolifération et la survie cellulaire, la différenciation

neuronale précoce.
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Les résultats obtenus apportent un éclairage nouveau sur 'impact des AGPI-LC n-
3 sur les voies de signalisation des AG et de AR, au cours du vieillissement cérébral. En
plus, ce travail présente des données originales sur I'effet des ces AGPI sur les processus

de neurogenése hippocampiques, altérés au cours du vieillissement. Ces données,

présentées dans le Chapitre 1, font 'objet d’une publication soumise a Neurobiology of

Aging.

Chapitre 1 : Effets d’une supplémentation en acides gras polyinsaturés n-3 sur les
voies de signalisation des acides gras et de la vitamine A, et ses conséquences sur

la neurogenese hippocampique chez le rat agé.

Publication 1 :Fish oil supplementation in aged rats restoresaiet and fatty acid signaling

pathways and improves neurogenesis in the hippogamp

Dans une seconde partie, les effets d'un méme régime (supplémenté en huile de
poisson) ont été étudiés sur I'expression de genes codant pour des protéines impliquées
dans la plasticité synaptique et potentiellement régulés par les AGPI et AR, dans
I’hippocampe et le striatum de rats agés. Les niveaux protéiques de certains de ces genes
ont également été mesurés. Enfin les conséquences de ces modifications sur les
performances mnésiques des rats agés ont été testées a I'aide du labyrinthe aquatique de
Morris. En particulier nous nous sommes intéressés a deux types de mémoire spatiale : la

mémoire spatiale de référence, et la mémoire spatiale de travail.

Les résultats obtenus apportent de nouvelles données sur les mécanismes d’action
des acides gras dans le cerveau et les répercutions fonctionnelles au cours du

vieillissement. Ces résultats sont exposés dans le Chapitre 2.
Chapitre 2 : Effets d’'une supplémentation en acides gras polyinsaturés n-3 sur les

voies de signalisation des acides gras et de la vitamine A, et ses conséquences sur

la plasticité synaptique et la mémoire spatiale chez le rat agé.
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Publication 2 :Fish oil supplementation in aged rats improvegiapaorking memory and

increases GAP-43 and RXRnRNA expression in the hippocampus
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Effets d’une supplémentation en acides gras polyinsaturés n-3 sur les voies
de signalisation des acides gras et de la vitamine A, et ses conséquences sur
la neurogenése hippocampique chez le rat agé

I. Introduction

Il est maintenant établit que le vieillissement cérébral s’accompagne d’altérations
morphologiques et biochimiques qui conduisent a un déclin des fonctions cognitives. En
particulier, I’hippocampe apparait comme une structure particuli¢rement vulnérable au
cours du vieillissement (Lister and Barnes, 2009). Cette structure fait actuellement 'objet
de nombreuses recherches, car elle est le sicge de processus de plasticité cérébrale
(notamment de la neurogenese) et est impliquée dans les performances mnésiques et

Papprentissage, altérés au cours du vieillissement.

D’autre part, des données bibliographiques récentes plaident en faveur dun roéle
essentiel joué par les acides gras polyinsaturés a longue chaine (AGPI-LC) de la série n-3
dans le fonctionnement du cerveau adulte, en particulier sur la plasticité synaptique et les
fonctions mnésiques (Su, 2010). De plus quelques études préliminaires se sont également
intéressées au role de ces nutriments dans les processus de neurogencse adulte, en
utilisant des modeles 2z vivo et in vitro ; mais les résultats obtenus sont souvent divergents
(Kawakita et al., 2000 ; Beltz et al., 2007 ; He et al., 2009). Parmi les mécanismes d’action
des acides gras, il est maintenant bien admis que ces nutriments peuvent réguler
Pexpression de geénes en liant et en activant des facteurs de transcription, appartenant a la
superfamille des récepteurs nucléaires: les PPAR (peroxisome proliferator-activated
receptors) et les RXR (retinoid X receptors). Le RXR, joue un réle central dans de
nombreuses voies de signalisation car il est le partenaire d’hétérodimérisation obligatoire
de plusieurs récepteurs nucléaires, parmi lesquels le récepteur a I'acide rétinoique (RAR)
(Germain et al., 2006). De plus des travaux ont déja démontré le rdle de la voie de
signalisation de lacide rétinoique (AR), altérée au cours du vieillissement, dans les

processus de plasticité synaptique et les fonctions mnésiques (Etchamendy et al., 2001).
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Dans ce contexte l'objectif de cette étude était d’examiner les effets d’un régime
enrichi en AGPI-LC n-3 au cours du vieillissement, sur I'activité des voies de signalisation
des acides gras (PPAR/RXR) et de AR (RAR/RXR), et d’étudier les conséquences sur

une forme de plasticité cérébrale particulicre, la neurogeneése.

I1. Méthodologie

Des rats agés de 13 mois ont été nourris avec un régime a base d’huile de poisson
(contenant 18 % d’EPA et 12 % de DHA) pendant 21 semaines. Parallélement, des rats
arrivés au sevrage ou agés de 13 mois ont recu un régime a base d’huiles d’arachide et de
tournesol (50/50), dépourvu I’AGPI-LC n-3, pendant la méme période. Tout d’abord,
afin de controler le statut nutritionnel et de valider notre modele de supplémentation, la
composition en acides gras des membranes érythrocytaires a été déterminée. Nous avons
ensuite étudié 'impact de la supplémentation en AGPI-LC n-3 sur Pactivité des voies de
signalisation des acides gras et de I’AR. Pour cela, le niveau d’expression de plusieurs
isoformes des récepteurs nucléaires PPAR, RAR et RXR a été mesuré par RT-qPCR dans
Ihippocampe et le striatum des rats. Cette étude a été complétée par la mesure des
niveaux d’expression de protéines de transport intracellulaire (les FABP) qui régulent la
biodisponibilité de I’AR et des acides gras vis-a-vis des récepteurs nucléaires (Schug et al.,
2007). D’autre part, nous avons mesuré par immunohistochimie la prolifération cellulaire
(Ki-67), le nombre de cellules qui survivent au bout de 3 semaines (BrdU) et le nombre de
neurones néo-formés (DCX) au niveau du gyrus dentelé de la formation hippocampique.
Enfin, Pexpression de genes connus pour étre impliqués dans les processus de

neurogenese (BDNF, NGF, TrkB et TrkA) a été quantifiée par RT-qPCR.
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III. Principaux résultats

Brievement, nos résultats ont montré une augmentation des AGPI-LC n-3 (EPA,
DPA et DHA), concomitante avec une diminution des AGPI n-6 (LA et ARA), dans les
membranes érythrocytaires des rats agés supplémentés en EPA/DHA, ce qui nous a
permis de valider notre modeéle nutritionnel. Dans Phippocampe des rats agés, les niveaux
d’expression des ARNm codant pour RXR@, RXRy et la brain-FABP sont diminués,
tandis que 'expression de la heart-FABP est significativement augmentée. L’ensemble de
ces modifications a pu étre totalement corrigé par la supplémentation en AGPI-LC n-3.
Parallélement, nous avons observé une baisse de prolifération cellulaire, du nombre de
cellules qui survivent et du nombre de neurones nouvellement formés, dans le gyrus
dentelé des animaux agés, comparés aux animaux adultes. Néanmoins, chez les rats agés

supplémentés, le nombre de neurones néo-formés, a été partiellement maintenu.

IV. Conclusion

Les résultats de cette étude plaident en faveur d’un effet neuroprotecteur des AGPI-
LC n-3 au cours du vieillissement, notamment par un maintien (partiel) du nombre de
neurones néo-formés dans I’hippocampe. De plus, nos travaux suggerent que les RXR
pourraient étre impliqués dans cet effet »iz une action sur la brain-FABP qui joue un role

dans les processus de neurogenese.

Ce travail fait objet d’une publication soumise a Neurobiology of Aging.
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Abstract

Brain aging is associated with a decrease in higppal neurogenesis and alterations in
polyunsaturated fatty acid (PUFA) metabolism. No8g-chain polyunsaturated fatty acids (n-
3 LC-PUFA) are critical for brain function and aemdogenous ligands of peroxisome
proliferator-activated receptors (PPAR) and retino receptors (RXR) that act as
transcription factors to modulate gene expressidius, the LC-PUFA signaling pathway
interacts with various other signaling pathwaystigh RXR, including the retinoid signaling
pathway, known to play a role in cerebral plasticitherefore, we investigated whether n-3
LC-PUFA, contained in a fish oil (FO) enriched diebuld modulate the age-related decrease
in hippocampal neurogenesis through FA and retismjdaling pathways. Our results showed
that 21 weeks of FO supplementation modulated lu@pgpal neurogenesis during aging by
increasing the number of newly generated neuromsmc@nitantly, FO supplementation
prevented an age-related decrease in RER] RXK mRNA levels and increased the brain-
FABP (fatty acid binding proteins) mRNA level inetihippocampus of aged rats. This study
supports the neuroprotective effect of n-3 LC-PUIRAbrain aging and proposes specific

cellular mechanisms underlying this effect.

Keywords: age; polyunsaturated fatty acids; neurogenesfty facid binding proteins
(FABP); retinoic acid nuclear receptors (RAR); meid X receptors (RXR); peroxisome

proliferator-activated receptors (PPAR).
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1. Introduction

Brain aging is associated with multiple morpholagiend neurochemical changes
leading to a decline in cognitive functions. Thpdacampus, a structure of the limbic system
involved in memory, is particularly vulnerable tgearelated changes. The dentate gyrus of
the hippocampus is one of the areas where neunengemerated throughout the lifespan
(Abrous et al., 2005). It is now well establishéattaging is associated with a decline in
hippocampal neurogenesis (Drapeau and Abrous, 2@@8jlies suggest that the integration
of these newborn neurons into the adult hippocanspuasitry might be involved in memory
processes (Deng et al., 2010). Several factorpa@entially implicated in the control of adult
neurogenesis, among them two neurotrophins: braiived neurotrophic factor (BDNF) and
nerve growth factor (NGF) (Lee and Son, 2009). BOié&ferentially binds and activates the
receptor tropomyosin-related kinase B (TrkB), wlhasreNGF preferentially binds TrkA.
Studies have shown that the signals transducedchyated Trk receptors promote the
survival and differentiation of some neuronal papioins (Lee and Son, 2009).

The age-related decline in neurogenesis and mogeneral, in brain function, is not
an irreversible cell-intrinsic process and can fuenced by lifestyle factors (mainly diet).
Among the dietary nutrients most closely associat#hl optimal brain function during aging,
n-3 polyunsaturated fatty acids (PUFA) are paréidylimportant (Alessandri et al., 2004).
Indeed, the brain is highly enriched in n-3 PUFAI anainly docosahexaenoic acid (DHA)
and eicosapentaenoic acid (EPA), two major longrcR&JFAs (LC-PUFA) of the n-3 series
derived from the precursaor-linolenic acid (ALA). Lipid composition and lipichetabolizing
enzyme activities are impaired in the brain dumging, leading to decreased EPA and DHA
content (Giusto et al., 2002). Furthermore, epidéogical studies have indicated a link

between a high n-3 PUFA intake and a decreaseafisgnitive decline and dementia in the
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elderly (Cunnane et al., 2009). In animal model3 RUFA supplementation can also
attenuate the age-related decrease in synaptiticghagDyall et al., 2007) and memory
performances (Gamoh et al., 2001). Moreover, it hesently been demonstrated that
EPA/DHA are able to promote hippocampal neurogenasithe adult brain (Dyall et al.,
2010). It is now well known that in Western couasti dietary changes in the past century
have increased linoleic acid (LA), a n-6 PUFA pisoun, and lowered the n-3 status to a
current state of subclinical deficiency (Muskietagt 2004). Contrary to n-3 PUFA, a higher
proportion of total n-6 PUFA in erythrocyte membeanHeude et al., 2003) and a higher
plasma ratio of arachidonic acid/DHA are associaté a greater risk of cognitive decline
and dementia (Samieri et al.,, 2008). Thus, braimgageems to be very affected by an
imbalance in the n-3 PUFA status.

Several mechanisms could be involved in the neoteptive effect of n-3 LC-PUFA
during aging, including the regulation of gene s@iption (Alessandri et al., 2004). Indeed,
PUFA are able to modulate gene expression by binsimuclear receptors belonging to the
steroid/thyroid hormone nuclear receptor superfanmiherefore, EPA and DHA have been
shown to act as endogenous ligands of the peroedsowiiferator-activated receptor (PPAR)
(Chambrier et al., 2002) and, more recently, ofréteoid X receptor (RXR) (de Urquiza et
al., 2000; Lengqvist et al., 2004). RXR can alsabtivated by Sisretinoic acid (%is RA),
one of the active metabolites of vitamin A (Zetteom et al., 1999), and this receptor is the
common dimerization partner of numerous receptoduding PPAR and the retinoic acid
receptor (RAR, activated by dHlansretinoic acid). We have previously shown an atiera
of the retinoid signaling pathway in the hippocaspmluring aging (Enderlin et al., 1997,
Etchamendy et al., 2001). Moreover, we have alsovalthat dietary fat induces changes in
the expression level of synaptic plasticity markéisth in the striatum and hippocampus, by

modulating the retinoic acid signaling pathway (Bdieet al., 2010). Therefore, there is a
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close relationship between the retinoid and FA&igg pathways. Interestingly, retinoid and
n-3 LC-PUFA regulate the expression of neurotrophwhich are involved in the control of
neurogenesis (Takahashi et al., 1999; Kou et @08 Thus, the relationship between RA
and FA signaling pathways and their involvementthe effect of n-3 LC-PUFA on
hippocampal neurogenesis during aging need to lve precisely studied.

The present study therefore investigates the sffefca fish oil supplemented diet, rich
in EPA and DHA, on hippocampal neurogenesis antt bo&in retinoid and FA signaling
pathways in aged rats. In order to address thisejsee measured cell proliferation, cell
survival and the newly born neuronal cells in tlemtdte gyrus (DG) of the hippocampus.
Furthermore, we quantified the mRNA expression ofl@ar receptors (RXR, PPAR and
RAR) and neurotrophic factors and their receptbnsally, we investigated the effects of age
and fish oil supplementation on mMRNA expressiorfatfy acid binding proteins (FABP),
intracellular carriers of FA and RA to their respee nuclear receptors (Hanhoff et al., 2002;

Schug et al., 2007).

2. Materials and methods

2.1. Animals, diets and treatment

Three-week-old (weaned) and 13—-month-old male Wisits were purchased from
Janvier (France). They were housed under contraétetperature (21-23°C), humidity and
airflow conditions, with a fixed 12:12 light-darky@de and were givemad libitum access to
food and water. All experiments were performed iccaadance with the European
Communities Council Directives (86/609/EEC) and fEnench National Committee (87/848)
recommendations.

Animals were randomly assigned to one of the tiodewing experimental groups:

13-month old ratsn(= 7) supplemented with fish oil (FO) enriched ditveek-old ratsn =
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8) and 13-month-old rats1(= 7) receiving a low-EPA/DHA diet. Diets were givéor 21
weeks. The FO diet involved the addition of fish @MEGAVIE® 1812 TG, Polaris,
France), containing 18% EPA and 12% DHA as triglgts, to a standard laboratory chow
(UPAE-INRA, France). The low EPA/DHA diet mimicsy part, the occidental diet and was
made of a mix of peanut and sunflower oils (50/&@)led to the standard laboratory chow.
Compositions of the low EPA/DHA diet and FO dieé ajiven in Table 1. The food was
prepared for two days and stored at 4°C until is waed. It was changed daily between 5:00
and 7:00 p.m.

In order to label the newly born cells and to sthgdypocampal cell survival we used
5-Bromo-2’-deoxyuridine (BrdU), a thymidine anal@guncorporated into the genetic
material during the synthetic DNA phase of mitotivision. Three weeks before being
sacrificed and for five consecutive days, ratsikezka daily intraperitoneal injection of BrdU
(50 mg/kg, Sigma, France) dissolved in phosphatieb(0.1 M, pH 8.4).

At the end of the 21-week period, food was withdrawernight and animals were sacrificed
by decapitation the following morning. Blood wadlected from the sectioned jugular vein
and rapidly centrifuged to obtain red blood celich were stored at —80°C until used for
lipid analysis. The brain was rapidly removed ahe individual brain regions (whole
hippocampus and striatum) of one hemisphere wesedied out, rapidly frozen and stored at
—80°C until used for gRT-PCR. The other hemisphee fixed in 4% paraformaldehyde for

three weeks and processed for immunohistochemistry.

2.2. Immunohistochemistry
After fixation in 4% paraformaldehyde, 50 pum frdntections were cut on a
vibratome (Leica). Free-floating sections were ukgdhe immunohistochemistry procedure

as previously described (Bonnet et al., 2008). fBri@ one-in-ten section was treated either
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for Ki-67 immunoreactivity using a mouse anti-Ki-6honoclonal antibody (1:150,
Novocastra) or for doublecortin (DCX) immunoreaittivusing a goat polyclonal antibody
(1:1000, Santa Cruz Biotechnology). Secondary adtds were biotinylated horse anti-
mouse and donkey anti-goat (1:200, AbCys; 1:200eismam). For BrdU labeling, adjacent
sections were incubated with a mouse monoclonai-Badt) antibody (1:100, Dako)
followed by a biotinylated horse anti-mouse antypod:200, AbCys). Sections were
processed in parallel, and immunoreactivities weisialized by the biotin-streptavidin
technique (ABC kit, Dako) by using 3,3’-diaminoba&hae as chromogen. The number of
immunoreactive (IR) cells in the right DG was estied by using a modified version of the
optical fractionator method with a systematic randeampling every 10 sections along the
rostrocaudal axis of the DG. On each section, I® @@ the granular and subgranular layers
of the DG were counted with a X@nicroscope objective. All results are expressethas

total number of cells in the whole DG.

2.3. Quantitative real-time PCR

Total RNA from the hippocampus and striatum werepared using TRIzol reagent
(Invitrogen, France) according to the manufactsrénstructions. The concentration of the
purified RNA was determined spectrophotometricallty a Nanodrop ND-1000 (Labtech,
France) and the integrity was checked using the BRB0 Nano LabChip kit in combination
with the Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies)l RNA had RNA integrity numbers
(RIN) greater than 8, indicating a good and comiglarRNA quality across the entire sample.
Complementary DNA was synthesized using ImPromilerse transcriptase (Promega,
France) as previously described (Bonnet et al.8p@riefly, 1 pg of total RNA mixed with
RNasin (Promega, France) and DNase (Roche, Framejncubated at 37°C for 15 minutes.

Then, OligodT and random primers (Promega, Frawee¢ added and incubated at 75°C for
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10 minutes. The reverse transcritpase reactiorpedermed at 42°C for 60 minutes in a final
volume of 20 pl.

The real-time PCR was performed using the Light@ydiB0 system with a 96-well
format (Roche Diagnostics, Germany) in a final woéuof 20 pl, containing 1 X LightCycler
480 SYBR Green | Master solution, 0.5 uM of eadmpr and 6 pl of cDNA. The forward
and reverse primer sequences for each gene ane igiieable 2. The following program was
run: an initial denaturation step for 10 min at ©5%amplification for 40 cycles (10 s
denaturation at 95°C, 6 s annealing at 62°C, and #8tension at 72°C), and melt-curve
analysis. The specificity and identity of the arfiptl products were verified as follows: (1)
the melting curve analysis showed a single melpiegk after amplification, and (2) amplified
products for each gene were verified by sequenwiitg the Big Dye Terminator v1.1.
(Applied Biosystems) and analyzed on a ABI3130 seqar (Applied Biosystems).

The peptidylprolyl isomerase B (Ppib) housekeemrge was used as the reference
gene for relative quantification. Quantificationt@lavere analyzed using the LightCycler 480
Relative Quantification software (version 1.5)oller to compensate for differences in target
and reference gene amplification efficiency, eithdthin or between experiments, this
software provides a calibrator-normalized relaigntification including a PCR efficiency
correction. Therefore, the results are expressethegsarget/reference ratio divided by the
target/reference ratio of the calibrator. In ousesahe calibrator was chosen among the adult
rats. We verified that the expression level of tkerence gene Ppib was unaffected by our

experimental conditions.
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2.4. Lipid analysis

Diet lipids. The total lipids were extracted from the food adaog to the method of Folch et
al. (1957).

Red blood cell membrane lipid§he total lipids of red blood cell (RBC) membrarvesre
extracted using the method of Peuchant et al. (198® isopropanol. The lipids were then
dissolved in an appropriate volume of chloroformtma@ol (2/1, v/v) and deposited on the
silica gel. The solvent system used for separatiag a mixture of ether/acetone (60/20, v/v).
After migration and revelation with dichlorofluosn (0.2% in ethanol, w/v), the silica gel
area corresponding to the total phospholipids (TWwa$ visualized under UV light (254 nm),
removed from the thin layer chromatography platd aansferred to a glass tube for fatty
acid methyl ester (FAME) preparation.

Preparation and analysis of FAMHEotal FA chains of food or TPL of RBC membraneseaver

methylated and analyzed as previously describedy8et al., 2010).

2.5. Statistical analysis

The results are expressed as mean values with stendard errors. The statistical
significance of differences between means was bkl by ANOVA followed by a
Student’s t-test between the adult and aged groupsder to analyze the effect of age, and
between the aged and aged + FO groups to analyzeettect of n-3 LC-PUFA

supplementation. The minimum level of significamaes set ap < 0.05.

3. Results

3.1. Lipid composition of red blood cell membranes
Table 3 shows the FA composition of RBC membrapgldi as a percentage of the

total FA content in adult, aged and aged + FO aatbe end of 21 weeks of diet. The levels
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of saturated fatty acids (SFA), monounsaturatety fatids (MUFA) and PUFA were similar
between adult and aged rats. Nevertheless, thermooittotal n-aPUFA was slightly lower in
aged rats compared to adult rats (- $%4,0.01) due to a smaller amount of docosapentaenoic
acid (DPA, 22:5 n-6), whereas the total n-3 PUFAteat was significantly higher (+ 100%,

p < 0.001) due to greater amounts of DPA n-3 (+ 300%, 0.05) and DHA (22:6 n-3, +
200%,p < 0.001). On the other hand, supplemented ratbigaett an increase of SFA (+ 4%,

p < 0.01), but a decrease of PUFA (- 9 0.001). To be more precise, in aged + FO rats
compared to aged rats, the iREFA content was markedly decreased (- 5p%, 0.001),
whereas n-FPUFA was increased eightfolg € 0.001). The diet-related decrease in n-6 FA
concerned both the precursor LA (18:2 n-6, - 3%, 0.01) and its derivative arachidonic
acid (AA, 20:4 n-6, - 50%p < 0.001). On the other hand, the diet-relatedeiase in n-FA
was mainly due to the long-chain derivatives EP&%A-3,p < 0.001), DPA n-3 < 0.001),
and DHA ¢ < 0.001). The n-3 PUFA precursat A (18:3 n-3) remained undetectable in the

supplemented aged rats.

3.2. Effects of aging and fish oil supplementatarhippocampal neurogenesis

Cell proliferation was measured following 21 weeksdiet using an endogenous
marker of the cell cycle, Ki-67. Ki-67-IR cells veetocated within the subgranular zone
(SGZ) and were isolated or grouped in clusters. (EA). Quantitative analysis revealed that
the number of Ki-67-IR cells decreased by 88% iedagats compared to adult rafs <
0.001). However, FGupplementation did not affect the number of KitB7eells in aged rats
(Fig. 1D). Moreover, we also examined the influeataging and FGupplementation on the
survival of newborn cells. Three weeks after thdWBinjections, we observed that most of
the surviving BrdU-IR cells were isolated, roundrge and located within the granular cell

layer (GCL) (Fig. 1B). The number of 3-week-old BHR cells decreased with age (- 84%,
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p < 0.001) and was not affected by FO supplememtattog. 1E). Finally, we determined
whether FOfeeding influences neurogenesis by using DCX, aratubule-associated
phosphoprotein that is a marker of newly generategrons. DCX-labeled cells had their
soma in the deepest region of the GCL at the iaerbf the hilus and their dendrites radiated
into the molecular layer (Fig. 1C). A quantitatiaealysis revealed that the number of DCX-
IR cells markedly declined with age (- 91p6x 0.001) and that this aged-related decrease can
be in part reversed by FO supplementation. Indegeéd + FO rats displayed a greater
number of newly generated neurons (+ 4%%; 0.05) when compared with aged rats (Fig.

1F).

3.3. Effects of aging and fish oil supplementabameurotrophin factors and their receptors
in the hippocampus and striatum

We examined the expression of neurotrophins inHippocampus as well as the
striatum because we have previously demonstratditiis brain structure is a target of RA
action (Feart et al., 2005).

In the hippocampus (Fig. 2A), an increase of Trk/RMA expression level was
observed with age (aged. adult, + 37%p < 0.05). This increase tended to be reversed by
FO supplementation but did not reach statistigghificance (aged + F®s.aged, - 16%p =
0.1). BDNF, NGF or TrkB expression levels were affécted by age or FO supplementation
in the hippocampus.

In the striatum, TrkA exhibited the same profileexpression as in the hippocampus
(Fig. 2B). Nevertheless, in this structure, TrkBded to decrease with age (- 10867 0.1)
and FO supplementation increased its expressioad(agFOvs. aged, + 19%p < 0.05).
Finally, in the striatum, BDNF exhibited the samefie of expression as its receptor TrkB

and NGF expression level was not affected by eglgeror FO supplementation.
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3.4. Effects of aging and fish oil supplementat@n nuclear receptor expression in the
hippocampus and striatum

As presented in Table 4, aging decreased the estpresf RXH3 mRNA (- 27%,p <
0.05) and RXR mRNA (- 25%,p = 0.05) in the hippocampus, whereas RXRIRNA
expression was increased (+ 2086x 0.05). Furthermore, FO supplementation restdined
aged-related decrease in RXRnd RXRy mRNA content when compared to aged rats (+
97% and + 37% respectively,< 0.05). In the striatum, we observed few effeftage: only
the level of RXRt mRNA was increased (+ 29%< 0.05). However, FO supplementation in
aged rats induced an increase in RAR 21%,p = 0.05) and a slight decrease in RXR
10%, p < 0.05) mRNA levels. Concerning the mRNA expressibrPPARS, there was no

effect of age or FO supplementation in either tippdcampus or striatum.

3.5. Effects of aging and fish oil supplementatan fatty acid binding proteins in the
hippocampus and striatum.

As shown in Fig. 3A, in the hippocampus of aged parad to adult rats, we observed
a decreased expression of B-FABP mRNA (- 24%, 0.05) and an increased expression of
H-FABP mRNA (+ 21%,p < 0.05). These age-related variations were allecbed by FO
supplementation. Indeed, the diet lead to an ise@a8-FABP mRNA level (+ 77%) <
0.05) and concomitantly, a decreased H-FABP mRNAtett (- 26%,p < 0.05). In the
striatum (Fig. 3B), FABP mRNA expression was notdified by either aging or FO

supplementation.

4. Discussion

4.1. Nutritional status of the rats
In order to validate our nutritional model basedrd supplementation, we analyzed

the FA composition in RBC membranes. In the presemk, the RBC membranes of the
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aged + FO group exhibited an increase in totalRJEA, in parallel with a decrease in total
n-6 PUFA, when compared with the aged group. Moeeipely, FO supplementation induced
an increase in the n-3 DPA, EPA and DHA contents @amlecrease in the AA content. The
incorporation of EPA and DHA in RBC membranes dgiaging confirms the efficacy of FO
supplementation. Interestingly, a relationship lestwthe DHA level in RBC membranes and
that of specific brain regions has already beenvshdIcNamara et al., 2009). Recent studies
have also demonstrated that FO supplementatioged ar n-3 PUFA deficient rats was able
to increase DHA content in brain phospholipids amdye particularly, in the hippocampus

and striatum (Dyall et al., 2007; Chung et al. 2008

4.2. Effects of aging and FO diet on hippocampalragenesis and on the expression of
neurotrophic factors and their receptors

As previously described in the literature, we obedran age-related decrease in the
number of Ki-67 (Rao et al., 2006), 3-week-old Br(®izon et al., 2004) and DCX-IR cells
(McDonald and Wojtowicz, 2005) in the DG, all inditng a decline in neurogenesis. The
reduction in Ki-67-IR cells reveals a decline inllcproliferation. This could be the
consequence of a decrease in the number of graelli@recursors and/or an alteration of
their mitotic activity (Olariu et al., 2007; Hattigady and Shetty, 2008). Both would
ultimately lead to a decrease in the number ofigalcells and new neurons; then, this could
explain the decrease in BrdU and DCX-IR cell nurebisat we observed. Indeed, studies
have revealed that there is no effect of age onrdéte of survival of newborn progeny
(McDonald and Wojtowicz, 2005; Rao et al., 2005w ver, the reduction of DCX-IR cells
could be due to impaired maturation (Rao et al052@nd/or to a slowed down capacity to

migrate from the SGZ to the GCL (Heine et al., 208urthermore, a decrease in the
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differentiation into neuronal phenotypes, in faebrglial phenotypes, could also explain the
decrease in DCX-IR cells with aging (McDonald andjidwicz, 2005).

We did not observe any differences in cell proéten nor in the number of survival
cells in the aged + FO group compared to the agedpg However, FO supplementation
partially reversed the decrease in the number oK cells, a marker of newly born
neurons, observed in the hippocampus of agedPatsious studies concerning the effect of
n-3 PUFA on cell proliferation present controvelrsesults showing either an increase in cell
proliferation in transgenic fat-1 mice (He et &009) and lobsters (Beltz et al., 2007), or a
decrease in cell proliferation in neural stem c@flawakita et al., 2006). Recently, Dyall et
al. (2010) have also shown an increase in the numbBCX-IR cells in 26-month-old rats
fed an EPA and DHA diet for 12 weeks, comparedrtvaated aged rats. However, even if
FO supplementation significantly reduced the eftd@ging on neurogenesis, in both studies,
it still remained that there were significantly 'emDCX-IR cells in the aged group than in the
adult one.

Studies have suggested that the positive effectsPUFA on neurogenesis may be
in part mediatedia neurotrophins (Blondeau et al., 2009). IndeedR1JFAs, including EPA
and DHA, enhance BDNF expression (Wu et al., 2084) seem necessary for the
maintenance of the optimal synthesis of NGF in hipppocampus (lkemoto et al., 2000).
However, in our model, we only observed a borderBignificant increase in BDNF mRNA
expression and a simultaneous significant incréasbe mRNA expression of its receptor
TrkB in the striatum of aged + FO rats. These tsescbncur with those of Bousquet et al.
(2009) which showed effects of EPA/DHA on BDNF an#B mRNA levels in the striatum
of a mouse model of Parkinson’'s disease. Since wodifioation in the neutrotrophin
expression was observed in the hippocampus, we esteghy that n-3 PUFA might

preferentially act in the striatum, promoting csllrvival and dendritic growth, as already
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described by Huang and Reichardt (2003). This cdh&h lead to the improvement of
working memory performances, as observed by Chtuaf(2008) in FO-fed adult rats.

Interestingly, neurotrophin expression has beenvshto be regulated by RA (Takahashi et
al., 1999) and it has recently been suggestedRARD/( agonists enhance BDNF expression
(Katsuki et al., 2009). Thus, we hypothesized that effect of n-3 PUFA on neurogenesis
could be mediated, at least in part, through FA &%l signaling pathways. Then, we

guantified the mRNA expression of PPAR, RAR and RKRhe hippocampus and striatum.

4.3. Effects of aging and FO diet on FA and RA earcteceptors and FA binding proteins
Several studies have demonstrated the relatiot&tipeen the age-related decrease in
RA signaling pathway activity in the brain, the el&ration of synaptic plasticity and
memory performances (Enderlin et al., 1997, Etchmiynest al., 2001). Our results showing
an age-related decrease in RXBnd RXR mRNA expression in the hippocampus are in
agreement with these works. Concerning PBARhere is no effect of age or FO
supplementation on the expression level of mMRN#&ehippocampus or striatum. This result
is in agreement with that of Zhu et al. (2010), ebhshowed no change in PPABxpression
in the brain of mice fed a fish oil diet duringdlrmonths. One of the most interesting results
in our study was the effect of FO supplementatinrRXR mRNA levels. Indeed, 21-week-
FO supplementation reversed the age-related decieaBXR3 mMRNA levels, both in the
striatum and hippocampus but also in RXRRNA levels in the hippocampus only. To our
knowledge, our results provide evidence for thetfirme of the up-regulation of RXR
MRNA expression in the hippocampus by FO suppleatient Although 9eis RA has been
accepted as the endogenous ligand for RXR for g tome now, more recent studies have
suggested that PUFA, and notably DHA, also bindnid activate RXR (de Urquiza, 2000).

RXR is well known as the key receptor, being anigatbé partner, in many signaling
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pathways (van Neerven et al., 2008). Indeed, RX&Rdcbeterodimerize with other nuclear
receptors, such as PPAR and RAR, and thereby altberstranscription of target genes.
Moreover, it has also been demonstrated that RXmRoldimers could activate PPAR target
genes by selectively binding to functional PPRE amlcing transactivation (IJpenberg et
al., 2004). Then, RXR is at the crossroad of thedRA FA signaling pathways that allow the
transcription of target genes in response to RA/@anBA. We hypothesized that DHA,
contained in the FO diet, activates RX&1d RXH and induces the transcription of target
genes, including their own genes, through the atitm of the RXR signaling pathway (e.g.
RXR/PPAR or RXR/RAR). Previous studies have sholat RXRy and RXRB are directly
involved in the modulation of brain plasticity, abty in neurite outgrowth induced by DHA
(Calderon and Kim, 2007), or in the modulation dandritic morphology of cultured
hippocampal neurons induced by RA (Liu et al., 2008oreover, and interestingly, it has
been suggested that R}¥Rlays a crucial role in working memory, which iseeed during
aging (Wietrzych et al., 2005). In regard to thacal role of RXR in brain functions, we
could hypothesize that increased RXR levels mightrbpart responsible for the previously
observed beneficial effects of nEE-PUFA on memory in rats (Chung et al., 2008; Keit
al., 2010).

Cellular transportation and physiological actiorisPJFA are mediated by FABP,
transporters for FA and other lipophilic substansash as RA, thus contributing to the
regulation of their nuclear receptor-associatedetagenes (Schug et al.,, 2007). We have
guantified the mRNA expression levels of three sypEFABP expressed in the mature brain:
brain-FABP (B-FABP), epidermal-FABP (E-FABP) andaheFABP (H-FABP) (Owada,
2008). Our results indicate that aging is assodiatgh a decrease in the B-FABP mRNA
level and, on the contrary, an increase in the HHEANRNA level in the hippocampus. Pu et

al. (1999) have previously described an age-reldemtlease in B-FABP in the synaptosomes
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of 25-month-old mice. Our study is the first to @éstigate the effect of FO supplementation
on FABP expression in the brain of aged rats. Theselts are consistent with the RBC FA
content in our model and with the known affinity ©ABP for the different FA (Hanhoff et
al., 2002). Indeed, the high level of n-3 PUFA & level of n-6 PUFA in RBC membranes
of aged rats supplemented with FO is consistenh W increase in B-FABP mRNA
expression and decrease in H-FABP mRNA expressitime hippocampus, respectively.
Knowing the relationship between PUFA contenthenRBC membranes and that of specific
brain regions, we could hypothesize that theseatiaris in FABP expression in the
hippocampus may reflect variations of PUFA in thigicture. Moreover, Nasrollahzadeh et
al. (2008) have recently shown increased level&@A and DHA in the serum and brain
tumors of adult rats fed with a DHA enriched dietparallel with an increase of B-FABP
MRNA. Finally, our results suggest a regulatiorBeFPAB and H-FABP by dietary PUFA.
As already described for liver-FABP and CRABP-llel{ular RA binding protein II)
(Mochizuki et al., 2001), we can hypothesize thdFRs regulate FABP by making use of
RXR-response elements (RXRE) as well as the PPARerese element (PPRE). Thus, the
FO diet-related disproportional expression of RXighregulate the transcription of FABP.
Interestingly, Watanabe et al. (2007) revealed tigatrogenesis in the DG of B-FABP-null
mice is altered. Moreover, anti-B-FABP antibodiésck glial and neuronal differentiation in
primary mixed-cell cultures of cerebellum, but haneeffect on cell proliferation (Feng et al.,
1994). Finally, a recent study on ischemic braimdge in a monkey model has suggested
that PUFA, such as DHA, may act via B-FABP to ratgiladult neurogenesis in primates
(Ma et al., 2010). These data, which suggest aolmewment of B-FABP in the neurogenesis
process, must be compared with our results showimgncrease in newly born neurons
concomitantly with an increase in B-FABP mRNA e)xgsien in the hippocampus of aged +

FO rats. Altogether, these results suggest tha®BH-could be involved in the complex
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mechanisms by which n-3 PUFAs promote hippocampatogenesis, and improve spatial

memory during aging (Su, 2010).

In conclusion, the present work suggests that dislsupplementation during aging,
probably through n-3 LC-PUFA, could prevent the -agjated collapse of RXR signaling
pathway activity and consequently, would maintafkBP expression and prevent, at least in
part, the age-related decline in hippocampal namegis. These effects of n-3 LC-PUFA on
the RXR signaling pathway and neurogenesis mayrheananism underlying their beneficial
actions on memory performance during aging. Nowcibraplexity of action and the region-
specific regulatory mechanisms of n-3 LC-PUFA n&elde further studied. Nevertheless, our

results provide a new target in the prevention efmary decline or/and its recovery.
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Table 1

Composition of experimental diets.

Low-EPA/DHA diet Fish oil diet

Ingredientg% of energy)

Lipids* 11.20 11.20
Saturated 1.61 3.56
Monounsaturated 4.21 3.45
Polyunsaturated 5.37 4.19

Proteins 18.01 18.01

Carbohydrates 70.79 70.79

Energy(kJ/g of diet) 16.8 16.8

Vitamin A (Ul/g of diet) 5 5

Fatty acids compositiof@/100 g of diet)

16:0 0.41 0.88

18:0 0.14 0.17

18:1 n-9 1.77 0.49

18:2 n-6 2.38 0.07

20:4 n-6 N.D. 0.06

22:5n-6 N.D. N.D.

18:3 n-3 0.01 0.04

20:5n-3 N.D. 0.98

22:5n-3 N.D. 0.11

22:6 n-3 N.D. 0.54

Total saturated 0.72 1.59

Total monounsaturated 1.86 1.35

Total polyunsaturated 2.40 1.87

Total n-6 2.38 0.19

Total n-3 0.01 1.68

n-6/n-3 238 0.11

N.D., not detected.
* Lipids were extracted from food according to theethod of Folch et al. (1957),

transmethylated and subjected to gas chromatography
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Table 2

Primers used for quantitative RT-PCR.

Gene Nucleotide sequence Product length (bp)
name
Poib F: 5-GTTCTGGAAGGCATGGATGT-3’ 153
P R: 5-TCCCCGAGGCTCTCTCTACT-3'
BDNF F: 5-TCCTGGGCATCAGAAAAAGAGG-3' 183
R: 5-CCAAAAACAGGGGATTCAGTGG-3'
NEE F: 5-TCAACAGGACTCACAGGAGCAAG-3’ 105
R: 5-TGGTCTTATCTCCAACCCACACAC-3’
TriA F: 5-ACTGGGTGGCAGTTCTCTTTCC-3’ 117
R: 5-TCCTGGCGCTTGATATGGTG-3'
i F: 5-TTCCGGTGGTTTTAGCCTGTG-3' 122
R: 3-TCACTCCTGCTGTGCTTTATGG-3'
PPARS F: 5-CGCAACAAGTGTCAGTACTG-3' 4
R: 5-CCAAAGCGGATAGCGTTGTG-3’
RAR F: 5-GCCTCGATTCTACAAGCCTTGC-3’ 107
a R: 5-GGATACTGCGTCGGAAGAAGC-3’
RAR F: 5-CAGCTGGGTAAATACACCACGAA-3’ 227
B R: 5-GGGGTATACCTGGTACAAATTCTGA-3’
RXR F: 5-GCTGGTGTCGAAGATGCGTGAC-3’ 171
o R: 5-GGGTACTTGTGTTTGCAGTACG-3'
RXR F: 5-TGGGAACAGGGAGAATGTGG-3’ 129
B R: 5-CTGGAAAGCGACTTTATGTGCAAG-3’
RXR F: 5-GGAAAGACCTCATCTACACG-3' 123
A R: 5-CAGCTTCCCTCTTCATGCCC-3’
B-FABP F: 5-TCATGTGCAGAAGTGGGATGG-3’ 111
R: 5-TCATAACAGCGAACAGCAACGAC-3’
SRR F: 5-CCTCGACAACAACAACCTCACC-3’ 119
R: 5-CCGTCTCAGTTTTCCTGCCATC-3'
H.EABP F: 5-TCGACCTCCTTTCTCATTGC -3 103
R: 5-CCCACACCGAGTGACTTCAT -3’

Sequences are shown for forward (F) and reverseriRers. Ppib: peptidylprolyl isomerase
B; BDNF: brain derived neurotrophic factor; NGFrve growth factor; TrkA: tropomyosin-
related kinase A; TrkB: tropomyosin-related kinaBg PPAR: peroxisome proliferator-
activated receptor; RAR: retinoic acid receptor; RRXetinoid X receptor; B-FABP: brain
fatty acid binding protein or FABP 7; E-FABP: epinhal fatty acid binding protein or FABP

5; H-FABP: heart fatty acid binding protein or FABP
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Table 3

Fatty acid composition of red blood cell membrapls.

Eﬁ% 3?:)?; fatty acids) Adult Aged Aged +F0
16:0 27.31+ 0.27 29.82% 0.40 2 32.65+0.40 °
18:0 14.40+ 0.33 12.76: 0.38 2 9.51+0.26 "
18:1n-9 5.51+ 0.39 5.96t 0.26 5.89+ 0.59

18:2 n-6 5.59+ 0.63 5.84t 0.29 3.68+0.27°
20:4 n-6 23.26+ 0.36 22.57% 0.15 11.39+ 0.33°
22:5n-6 1.62+ 0.04 1.06+ 0.082 N.D.

18:3 n-3 N.D. N.D. N.D.

20:5 n-3 0.07+ 0.01 0.06t 0.02 7.32+0.51°
22:5n-3 0.17+0.03 0.64t 0.14 2 3.49+ 0.07 "
22:6 n-3 0.49+ 0.07 1.470.11° 4.79+0.26 °
Total saturated 51.27+0.31 51.13t 0.27 53.08+0.37°
Total monounsaturated 13.71+ 0.15 14.19- 0.41 15.13+ 0.27

Total polyunsaturated 34.71+ 0.32 34.34+ 0.38 31.43+0.34°
Total n-6 33.83+0.24 32.22+ 0.25 @ 15.72+ 0.61 °
Total n-3 0.75+ 0.10 2.03t0.16 2 15.65+ 0.41 °

N.D., not detected.

Data represent the mearS.E.M of measurements taken on 4-5 rats and wetlgzed using

a Student’s-test.?p < 0.05, adulss.aged” p < 0.05, aged's.aged + FO.
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Table 4

Levels of nuclear receptor PPARRARA, RARB, RXRa, RXRB and RXR/ mRNA in the

hippocampus and striatum of adult, aged and adge@ tats.

PPAR) RARy RARG RXRy RXR3 RXRy
Hippocampus
Adult 0.96+0.06  1.36:0.11  0.94:0.06 1.24:0.06 2.08:0.15  1.46:0.14
Aged 1.06£0.06  1.26:t0.05  1.13+0.05 1.49+0.05% 1.52+0.19% 1.09+0.19°
Aged + FO 0.96+0.08  1.20:0.09  1.08:0.09  1.40:0.13 2.99+054° 2.99+0.05"
Striatum
Adult 1.31£0.06  1.150.08 0.950.05 1.030.04 0.75%0.05 0.91+0.04
Aged 1.45+0.05 1.19£0.07 0.96:0.10 1.33+0.11% 0.83+0.02  1.08:0.12
Aged + FO 1,56+ 0.14 1.44+0.10° 0.84+0.04 1.250.09 0.74+0.03° 0.81%0.04

Data represent the mean + S.E.M. and were analygied a Student’stest fi = 6-8 rats per

group). Target MRNA are relative levels and areresged as the target/reference ratio

normalized by the calibratdtp < 0.05, adulvs.aged® p < 0.05, aged's.aged + FO.
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Figure 1

Representative pictures of neurogenesis in theateeglyrus. Examples oA} Ki67-IR cells,

(B) 3-week-old BrdU-IR cells andZ) DCX-IR cells in the granular cell layer (gcl). &e bar
=50 pm.

Quantitative analysis of the number BY) (Ki-67, (E) 3-week-old BrdU andR) DCX-labeled
cells in the whole dentate gyrus of adu’] ( )e@dd¢) and aged + FOZ] ) rats. Results are
expressed as meaansS.E.M and were analyzed using a Studentsst | = 6-8 rats per
group). *p < 0.05, ** p < 0.001.

Figure 2

Real-time-PCR mRNA quantification of neurotrophaxctors, BDNF and NGF, and their
receptors TrkA and TrkB in the hippocampus (A) atrthtum (B) of adult, aged and aged +
FO rats. Target mMRNA are relative levels and arpressed as the target/reference ratio
normalized by the calibrator. Results are expressedneans S.E.M and were analyzed
using a Student’stest ( = 6-8 rats per group). i< 0.05.

Figure 3

Real-time-PCR mRNA quantification of fatty acid 8ing proteins B-FABP, E-FABP and H-
FABP in the hippocampus (A) and striatum (B) of ladaged and aged + FO rats. Target
MRNA are relative levels and are expressed asattyetireference ratio normalized by the
calibrator. Results are expressed as medh£.M and were analyzed using a Studentést

(n = 5-8 rats per group).p < 0.05.

162 |Page Chapitre 1



Chapitre 2






Effets d’une supplémentation en acides gras polyinsaturés n-3 sur les voies
de signalisation des acides gras et de la vitamine A, et ses conséquences sur
la plasticité synaptique et la mémoire spatiale chez le rat 4gé

1. Introduction

Les données bibliographiques obtenues au cours de ces dernicres décennies plaident
en faveur d’'un role essentiel joué par les AGPI-LC n-3 dans le fonctionnement du
cerveau adulte, et en particulier dans la plasticité hippocampique et les fonctions
mnésiques (Su, 2010). Plusieurs modes d’action ont alors été proposés afin d’expliquer les
effets exercés par ces nutriments, parmi lesquels figure la modulation de I'expression
génique via lactivation de récepteurs nucléaires spécifiques, les PPAR (peroxisome
proliferator-activated receptors) mais aussi ceux de lacide 9-cis rétinoique, les RXR
(retinoid X receptors). Le récepteur RXR, partenaire d’hétérodimérisation commun de
plusieurs récepteurs nucléaires tels que ceux de 'acide rétinoique (RAR) ou des PPARs,
joue un role central dans la régulation de ces voies de signalisation (Germain et al.,
2006b). Le mode d’action génique des acides gras met donc en évidence des relations
fortes entre la voie de signalisation des acides gras (PPAR/RXR) et celle de Iacide
rétinoique (RAR/RXR). Récemment, un travail réalisé au laboratoire a montré qu’un
apport alimentaire déséquilibré en acides gras (« high fat diet ») pouvait moduler la voie de
signalisation des rétinoides, en modifiant Pexpression des RAR et RXR et de leurs genes
cibles RC3 et GAP-43, impliqués dans la plasticité synaptique (Buaud et al., 2010). De
plus, nos travaux précédents font également apparaitre un effet des AGPI-LC n-3 sur
Iexpression de certaines isoformes des RXR et des RAR, dans ’hippocampe et le striatum

de rats agés (Cf. Chapitre 1).

D’autre part, des données ont montré l'existence d’une relation entre le niveau
d’expression de la voie de signalisation de lacide rétinoique, altéré au cours du
vieillissement, la plasticité synaptique et les performances mnésiques (Etchamendy et al,,

2001). Ainsi un traitement par 'acide rétinoique de souris agées restaure les niveaux
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d’expression des RAR et RXR dans I’hippocampe et corrige la baisse de RC3 et les

altérations de mémoire relationnelle évaluées dans le labyrinthe radial.

Dans ce contexte l'objectif de cette deuxieme étude était d’examiner les effets d’un
régime enrichi en AGPI-LC n-3 au cours du vieillissement, sur Pactivité des voies de
signalisation des acides gras (PPAR/RXR) et de PAR (RAR/RXR), et Pexpression de
leurs genes cibles, impliqués dans les processus de plasticité synaptique. Sur un plan
fonctionnel, nous avons évalué les conséquences de cette supplémentation en AGPI-LC

n-3 sur la mémoire spatiale de référence et de travail.

1I. Méthodologie

Comme dans la premicre étude, des rats Wistar males agés de 13 mois ont été nourris
avec un régime a base d’huile de poisson (contenant 18 % d’EPA et 12 % de DHA)
pendant 21 semaines. Parallelement, des rats arrivés au sevrage ou agés de 13 mois ont
recu un régime a base d’huiles d’arachide et de tournesol (50/50), dépourvu ’AGPI-LC
n-3, pendant la méme période. Au bout de 18 semaines de régime, 'ensemble des rats a
été soumis a un test comportemental dans le labyrinthe aquatique de Morris afin d’évaluer
les capacités d’apprentissage et la mémoire spatiale de référence et de travail. A la fin des
21 semaines de régime, le statut nutritionnel des rats a été déterminé en analysant la
composition en acides gras des membranes érythrocytaires. Chez les trois groupes
expérimentaux, nous avons ¢également étudié le niveau d’expression de plusieurs
isoformes des récepteurs nucléaires PPAR, RAR et RXR, et de leurs genes cibles
impliqués dans les processus de plasticité synaptique (RC3, GAP-43, GluR2, NR2B, PSD-

95) dans I’hippocampe et le striatum.
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IIl. Principaux résultats

Brievement, nos résultats ont montré une augmentation des AGPI-LC n-3 (EPA,
DPA et DHA), concomitante avec une diminution des AGPI n-6 (LA et ARA), dans les
membranes érythrocytaires des rats agés supplémentés en EPA/DHA, ce qui nous a
permis de valider notre mod¢le nutritionnel. Dans hippocampe et le striatum, le niveau
d’expression des ARNm codant pour RXRy, altéré au cours du vieillissement, est
maintenu par la supplémentation en EPA/DHA. De plus, le vieillissement induit une
altération de l'expression des ARNm codant pour GAP-43, NR2B et PSD-95 dans
Ihippocampe et le striatum. Néanmoins, la supplémentation en AGPI-LC n-3 des
animaux agés restaure le niveau d’expression de GAP-43 et induit une surexpression de
RC3 dans I’hippocampe. L’ensemble de ces modifications est associé a une amélioration

de la mémoire de travail chez les animaux agés supplémentés.

1.V. Conclusion

Cette étude conforte les propriétés neuroprotectrices des AGPI-LC n-3 au cours du
vieillissement, grace a une amélioration de la plasticité synaptique, et suggere que le RXRy
pourrait tout particulicrement étre impliqué dans ces effets. L’ensemble de ces
modifications biochimiques contribuerait a une amélioration de la mémoire spatiale de

travail.
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Abstract

The central nervous system is highly enriched nglohain polyunsaturated fatty acids (LC-
PUFAs) and mainly docosahexaenoic acid (DHA), aRWIFA of the n-3 series. Numerous
studies suggest that n-3 LC-PUFAs are essentiaadalt brain function and are involved in
the maintenance of cognitive functions during agibgas been proposed that n-3 LC-PUFAs
maintain learning and memory abilities by strengthg synaptic plasticity which is altered
during aging. Several mechanisms might be involadtie neurobiological effects of n-3 LC-
PUFAs including the regulation of gene transcriptiny binding to nuclear receptors: the
peroxisome proliferator-activated receptor (PPARJ ¢he retinoid X receptor (RXR). RXR
is the common dimerization partner of numerous ptxs, including PPAR and the retinoic
acid receptor (RAR). Therefore, we investigatedaged rats the effect of a fish oil (FO)
dietary supplementation, rich in n-3 LC-PUFAs, gratial memory and both on the fatty
acids and retinoid signaling pathways and on sofrieeair target genes involved in synaptic
plasticity in the hippocampus and the striatum. @sults showed that FO supplementation
for 18 weeks improved spatial working memory whiehs altered in aged rats. In the
hippocampus, FO supplementation reversed the dgededecrease in RXRMRNA level
and increased RX&R mRNA level. This was associated with transcripgiochanges in
synaptic plasticity-associated target genes. Ind€€ supplementation reversed the age-
related decrease in GAP-43 mRNA level and incre&@8 mRNA expression. These results
suggest that RXR signaling pathway might be involue the beneficial effects of n-3 LC-
PUFAs on working memory during aging by modulatihg expression of genes involved in
synaptic plasticity in the hippocampus.

Keywords age, n-3 long chain polyunsaturated fatty aciggatial memory; synaptic
plasticity; retinoic acid receptors (RAR), retinoiX receptors (RXR), peroxisome

proliferator-activated receptors (PPAR).
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1. Introduction

Docosahexaenoic acid (DHA, 22r63) is a long-chain polyunsaturated fatty acids
(LC-PUFAS) of the n-3 series, derived from the preora-linolenic acid (ALA, 18:3 n-3)
through a series of desaturation and elongatiocticee [1]. DHA, which the primary dietary
source is fish, is highly enriched in the centrafvous system, suggesting that this PUFA
plays an important role in brain functions. Indeednor changes in nerve cell membrane
phospholipid composition for this FA, as seen dyiiging, is sufficient to lead to alterations
in brain functions such as memory loss and learniisgbilities [2]. Animal studies have
shown that n-3 PUFAs deficiency reduces DHA conegioin in the brain and impairs
cognitive functions, including spatial memory measuin the Morris water maze [3].
Moreover, in aged mice, DHA supplementation impsovihe age-related cognitive
dysfunction [4]. Neurobiological basis that supptiiese behavioral changes have been
widely studied for last decades. In particulahas been suggested that n-3 PUFAs maintain
memory performances by strengthening synaptic ipigst[5]. This form of plasticity
corresponds to the remodeling and reinforcemeroohections between neurons. Thus, in
24-26 month-old rats, n-3 PUFA supplementation I@r weeks reverses the age-related
decrease in the-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionic dAMPA) receptor
subunit GIuR2 and N-methy-aspartate (NMDA) receptor subunit NR2B, proteins
implicated in synaptic plasticity, in the hippocampand the striatum [6]. Moreover, He et al.
[7] have also shown in adult (12-week-old) fatdnsgenic mice, with high endogenous DHA
levels compared to wild-type mice, an up-regulatidrsynaptic genes such as neuromodulin
(GAP-43) and post-synaptic density protein-95 (FED+n the hippocampus, associated with
an improvement in water maze memory performancessé studies suggest that n-3 PUFAs

supplementation promote synaptic genes and protxpression, thus increasing
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synaptogenesis and neurite outgrowth to maintaimaong function. At the moment, various
mechanisms of action of n-3 PUFASs in the brain hHas®en proposed, including the regulation
of gene transcription [2]. Indeed, PUFAs are ablembdulate gene expression by binding and
activating nuclear receptors belonging to the sdétoyroid hormone nuclear receptor
superfamily. It has first been shown that FAs aetural endogenous activators of the
peroxisome proliferator-activated receptors (PPf&R)but more recently, some FAs, such as
the DHA, have also been described as activatothefetinoid X receptor (RXR) [9, 10].
RXR, which can also be activated by thei9retinoic acid (%is RA, an active metabolite of
vitamin A) [11], is the common dimerisation partradr numerous receptors, including the
PPAR and the retinoic acid receptor (RAR, activdigdall{trans RA). There is thus a close
relationship between retinoid and FA signaling patys [12, 13], and we have recently
shown that FA dietary intake could modify the etdpuibm between these two pathways [14].
Moreover, the retinoid signaling pathway also plegcial roles in synaptic plasticityia the
regulation of genes encoding synaptic plasticitytgins such as the neurogranin (RC3) and
GAP-43, and memory processes during aging [15].

The present study therefore investigates in agex] the impact of a fish oil dietary
supplementation, rich in n-BC-PUFAs, on brain FAs and retinoid signaling padlys/
activity, and the consequences on the expressia@yrmdptic plasticity markers, potentially
regulated by FAs and/or RA, and on spatial leardnd memory performances. In order to
address this issue, we evaluated spatial referandenvorking memory performances using
the Morris water maze. Furthermore, we quantifiedegexpression of RXR, PPAR and RAR,
nutrient-activated transcription factors, in thepgocampus and the striatum, structures
involved in learning and memory. Finally, gene gnrdtein expression of GIuR2, NR2B,
PSD-95, GAP-43 and RC3, involved in synaptic ptastiand potentially regulated by FAs

and/or retinoid signaling pathways, were examined.
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2. Materials and methods

2.1. Animals and diets

Three-week-old (weaning) and 13-month-old maletdvisats were purchased from
Janvier (France). They were first housed two pgeda a room with controlled temperature
(21-23°C), humidity and airflow conditions, andigetd 12:12 light-dark cycle. The rats were
given ad libitum access to food and water. One week prior to tlggnbeng of behavioral
testing until sacrifice, all animals were individlyahoused. All experiments were performed
in accordance with the European Communities CoubDaictives (86/609/EEC) and the
French national Committee (87/848) recommendations.

Animals were randomly assigned to one of the Walhg experimental group: 13-
month-old ratsrf = 10) supplemented with a fish oil (FO) enricheéet,d3-week-old ratsn(=
8) and 13-month-old ratsn(= 11) receiving a low-EPA/DHA diet. The same diets
previously described [16] were given for 21 weeakegir compositions are presented in Table
1. The FO diet involved the addition of fish cil IBGAVIE® 1812 TG, Polaris, France),
containing 18% EPA and 12% DHA as triglyceridesatstandard laboratory chow (UPAE-
INRA, France). The low-EPA/DHA diet was made of paaand sunflower oils (50/50)
added to the standard laboratory chow. At the driden21-week period, food was withdrawn
overnight and animals were sacrificed by decapitathe following morning. Blood was
collected from the sectioned jugular vein and rpakntrifuged to obtain red blood cells
(RBC), which were stored at —80°C until used fqidi analysis. The brain was rapidly
removed, and the individual brain regions (whol@peicampus and striatum) of each
hemisphere were dissected out, rapidly frozen tovéd at —80°C until used for western blot

and gRT-PCR analysis.
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2.2. Water-maze testing

Rats were tested in a Morris water maze (180 crmelier, 60 cm high) filled with
water (21-22°C) made opaque by addition of soluletoxic white paint. Before the start of
testing, animals were habituated to the pool withtbe platform for 1 min/day for 2 days.
After rats have to develop a spatial map of thesemtaze cues, which it then uses to locate an
escape platform hidden 2 cm below the surface efwhter (place or spatial version). The
distance swum to the platform, as well as the &teo reach the platform, was measured
with a computerized tracking system (Videotrackewfpoint, Lyon, France).

Reference and working memory performances wereuated according to the protocol of
Wainwright et al. [17] modified as follow.

Spatial reference memory versio@n the first 9 days (acquisition stage), the ratyew
required to find the hidden platform, located irix@d position, by using distal extramaze
cues. There was one testing session per day, outhtfials per session. On each trial, the rat
was placed, facing the wall, in one of the fourdpaats in the tank, and allowed to swim for
a maximum of 90 s. Once the rat finds the platfatmemained there for 60 s before being
returned to a different start point in the pool.ckaf the four trials was started from a
different quadrant, with the order determined pseaddomly (not twice from the same
guadrant) and varying from day to day. The distaswam to the platform should decrease
over testing sessions (days) as the rat learngth&on of the platform.

After the last training day, on day 10, animals evpltaced for 60 s in the pool without the
platform (probe test). Performance was evaluatedhieypercentage of time spent in the
guadrant where the platform was during acquisiftarget quadrant). It is expected that if the

rat has learned the location of the platform imatieh to the extra-maze cues, its initial
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response on the probe trial will be to swim dingdd the target quadrant. Thus the distance
swum and time spent in the quadrant should be grézn that in the other quadrants.
Spatial working memory versioAfter a 2-day interval following the probe trigthe rats were
tested with the maze set up as previously, but thighfollowing variation in the procedure. In
each testing session, the rat received a pairiaé tm which the start position was varied
pseudorandomly, but the platform remaining in taee place. However, in contrast to the
reference memory protocol, the localization of giatform moved to a different location
between testing sessions, for 6 days. On theJiddys, the intertrial interval (ITl) was 30 s,
with the rats swimming for a maximum of 90 s ontett@al and being allowed to remain on
the platform for 30 s. Then, on the last 3 days,I# was 2 min. In this version of the task,
each of the testing sessions can be consideredegzasate “problem” in which the first of the
two trials is a search trial and the second attedtthat measures the rat’s ability to remember
the platform location from the immediately precegdinial. A significantly shorter distance
(and latency) on the second trial is considereanasvidence of working memory.

Cued versionThe rats were tested for another day (one sesgibnfour trials) on the cued
version of the maze where the location of the ptatfis indicated by some prominent visual
cue attached to the platform (intramaze cues).eBfices in performance on this task would

be indicative of alterations in the sensory, matomotivational attributes of the animals.

2.3. Quantitative real-time PCR

Extraction of total RNA from the hippocampus andastm was conducted using
TRIzol reagent (Invitrogen, France), according he tmanufacturer's instructions. The
concentration of the purified RNA was determine@ctpphotometrically on a Nanodrop
ND-1000 (Labtech, France) and their integrity wheaked using RNA-6000 Nano LabChip
kit in combination with the Bioanalyser 2100 (AgiteTechnologies). Preparation of cDNA
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and mRNA guantification by real-time PCR were perfed as previously described [16].
The oligonucleotides primers for peptidylpropyl nserase B (Ppib, housekeeping gene),
PPARD, RARa, RARB, RXRa, RXRB, RXRy, GAP-43 and RC3 were the same as those
previously used [14, 16]. The forward and reversmgr sequences for GIuR2, NR2B and
PSD-95 are shown in Table 2. Results were nornthll®e calculating the ratio of the
concentration of the target gene to that of theregfce gene Ppib in the same sample. We

verified that the expression level of Ppib was tewéd by our experimental conditions.

2.4. Western blot analysis

Hippocampi and striatum from one hemisphere of tadad aged rats on a low-
EPA/DHA diet or FO diet were used for protein asayby Western blot. Total proteins were
extracted as previously described by Dyall et @).gnd protein content was determined by
the Bradford assay [18]. Western blot analysis pai$ormed as previously described [19].
Briefly, aliquots containing 20 pg of total proteirwere subjected to SDS-PAGE and
transferred to nitrocellulose membrane. Immunobleése carried out using a monoclonal
mouse antB-actin antibody (diluted 1:8000, Sigma, France)payclonal rabbit anti-
neurogranin antibody (diluted 1:20000, Affiniti Resch, UK), a polyclonal rabbit anti-
neuromodulin antibody (diluted 1:10000, Interchirance) and a polyclonal goat anti-GIuR2
antibody (diluted 1:1000, Santa Cruz Biotechnoldd$A). After washing, the membranes
were incubated with relevant secondary antibod@&gugated to horseradish peroxidase.
Following washes, the bands were visualized wighWestern Lightning Chemiluminescence
Reagent Plus (PerkinElmer, France). The stainitgnsity of protein bands was determined
using Quantity One analysis software (Biorad, Feanthe relative levels of proteins in aged
and aged + FO rats were determined as a perceofdfe same proteins in adult rats. The

constant level oB-actin was verified and found to be identical ingrbups (data not shown).
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2.6. Lipid analysis

Total lipids of RBC membranes were extracted aramlysed as previously described

[16].

2.7. Statistical analysis

The results are expressed as mean values with stemdard errors. The statistical
significance of differences between means was (bl by analyses of variance (ANOVA).
When appropriate, Student’s t-test were performigdétween the adult and aged groups in
order to analyze the effect of age, and (2) betwkeraged and aged + FO groups to analyze
the effect of n-3 LC-PUFA supplementation. The mmam level of significance was setat

< 0.05.

3. Results

3.1. Status of lipids

Table 3 shows the FA composition of RBC membrartal tphospholipids as a
percentage of the total FA content in adult, agetlaged + FO rats. Briefly, our results show
greater amount of linoleic acid (LA, 18:2 n-6, +%20p < 0.01) and smaller amount of
docosapentaenoic acid (DPA, 22:5 n-6, - 5@ 0.001) in aged compared to adult rats.
Moreover, aged rats also exhibited increased lefv&dtal n-3, due to greater amount of DPA
n-3 (+ 260%, p < 0.01) and DHA (+ 225%p < 0.01). In FO-fed aged rats, the FA
composition of RBC membranes exhibited a markeeélgrelase in total n-6 PUFAs whereas
n-3 PUFAs were increased fivefold, when compareti wged rats. The diet-related decrease
in n-6 PUFAs concerned both the precursor LA (- 394< 0.001) and its derivative

arachidonic acid (AA, 20:4 n-6, - 44%,< 0.001). However, the diet-related increase B n-
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PUFA was due to the long-chain derivatives eicostganoic acid (EPA, 20:5 n-3), DPA n-3

and DHA.

3.2. Effects of aging and fish oil supplementatarspatial learning and memory

Spatial learning and reference memoiye swimming speed of rats during the acquisitibn
place learning, presented in Figure 1 Al, exhib&edain effect of experimental groups{F
26) = 13.240,p < 0.001), with adult rats swimming faster thandagé/hen examining the
distances swum on the acquisition of place leafrshgwn in Figure 1 A2, there was a main
effect of days (Fs, 16)= 9.138,p < 0.001) with a progressive decrease in the distaovered
to reach the hidden platform over the nine daysadhing, meaning that rats learn this task.
Moreover, we observed a groups x days interactqis (208)= 2.984,p = 0.001). Then, when
comparing adult and aged rats only, there wasgrfgiant effect of age (i1, 17)= 3.219,p =
0.09), but an age x days interactiong fss)= 4.818,p < 0.001 on the distance swum. When
examining in particular the day 9, there was anafbf age§ < 0.05) revealing that aged rats
swam longer distances than adult rats (9.vsrd.5 m). However, when comparing aged and
aged + FO rats, there was no effect of digt (f5y= 1.331,p > 0.05), nor diet x days (& 152
=1.170,p > 0.05) interaction on the distance swum.

On the probe trial, shown in Figure 1 B, thereaveo effect of age and diet. Rats
failed to display a memory for the platform locati@s indicated by a percent time swimming
in the target quadrant around the chance leve¥{R5
Working memoryDistances swum to locate the platform on trialet(trial) are presented in
Figure 2, since trial 1 is a “search trial” whesdsr have never seen the platform position.
When comparing adult and aged rats, there wasfaaoteff age at the ITI of 30 s (It 17) =
8.882,p < 0.01) and at the ITI of 2 min (&, 17y= 13.522p < 0.01). Aged rats swam greater
distances to reach the platform than did adult,eaéng worst working memory
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performances. When comparing aged and aged + BQtinate was an effect of diet at the ITI
of 30 s (F@, 190 = 4.866,p < 0.05) with aged rats swimming greater distantemn
supplemented aged rats, meaning better working meperformances for the aged + FO
group. When the ITI was 2 min, aged + FO rats stefmetter perform in the test than did
aged rats even though the difference did not retatfstical significancep(= 0.1).

Cued LearningOn the cued learning, the distances swum to fiedvikible platform were
identical for the different groups (data not showit)is indicates that there was no difference
in motor or visual capabilities, thigmotaxic belayior more generally differences in health

status.

3.3. Effects of aging and fish oil supplementatmm nuclear receptors expression in the

hippocampus and the striatum

As presented in Figure 3 A, in the hippocampusincreased the expression of
RXRB (+ 39%,p < 0.01) and decreased the expression of RARNA (- 17%,p < 0.05)
and RXR/ mRNA (- 16%,p < 0.05); FO feeding restored the age-related dserén RXRK
MRNA, when compared aged and aged + FO rats (+ 38%, 0.05). Moreover, the
supplementation also increased RXRRNA expression in the hippocampus of aged rats (+
23%,p < 0.05).

In the striatum (Fig. 3 B), aging decreased theesgion of RAR mMRNA (- 22%,p <
0.05) and RXR mMRNA (- 19%,p < 0.05). Nevertheless, FO feeding restored mRNAl&of
RAR (+ 30%,p < 0.01) and RXR (+ 23%,p < 0.05), when compared aged and aged + FO
rats. Moreover, in the striatum, the FO supplentemtancreased PPARMRNA expression

in aged rats (+ 27%y < 0.001).
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3.4. Effects of aging and fish oil supplementatmm synaptic plasticity protein and gene

expression in the hippocampus and the striatum

As shown in the Figure 4 A, in the hippocampus gglecreased the expression of
GAP-43 (- 23 %p < 0.01), NR2B (- 13%p < 0.05) and PSD-95 (- 23%,< 0.05) mRNA.
The FO supplementation restored the age-relatectase in GAP-43 (+ 27% < 0.001),
when aged and aged + FO were compared. Moreovesupplementation increased mRNA

level of RC3 in aged rats (+ 18%< 0.05).

In the striatum (Fig. 4B), results show an ageteglalecrease of GAP-43 (- 22f%<
0.01), GIUR2 (- 14%p < 0.05), NR2B (- 17%p < 0.01) and PSD-95 (- 12%, < 0.05)
MRNA. Expression level of RC3 mRNA also decreaseth \aging but it did not reach
statistical significance (- 11%, = 0.09). In this structure, FO supplementation haceffect

on the synaptic plasticity markers studied.

As shown in Figure 5, protein expressions of RG3P-43 and GIuR2 did not
presented any statistical differences between @xpeatal groups in the hippocampus and the
striatum. Nevertheless, in the striatum, GluR2 egpion decreased with aging, but it did not

reach statistical significance (- 35%0= 0.06).

4. Discussion

4 .1. Nutritional status of rats

To assess our nutritional model and objectify thdritional impact of FO, we
analyzed the FA composition of total phospholipfdem RBC membranes. In brief, we
observed an increase in nPAJFAs, concomitantly to a decrease in RA8FAs in the RBC
membranes of aged + FO rats, which confirms theaay of FO supplementation. On the

other hand, rats fed the low EPA/DHA diet, exhifiteery low levels of n-PUFAs and high
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levels of n-6 PUFAs. Similar results have previguséen observed [16]. Moreover, on the
basis of a recent work [20] we suggested that thdifications observed in the RBC should

reflect variations in brain cellular membranes.

4.2. Effects of aging and fish oil supplementatiariearning and spatial memory

In our study, distance can be considered a bettasore of performances in the maze
than latency because it will not be affected byspae differences in performance factors
such as swimming speed. Thus, all our results Wwased on the measure of swum distance.
In the spatial reference memory version, differemcéearning abilities has been observed
between adult and aged rats. Both groups did ot léne platform position in the same way.
Adult rats seemed to learn faster and better thdraged rats. Indeed, the last day of the
learning stage, adult rats swam a significantlyrinodistance to reach the submerged
platform than aged rats, revealing better knowleddethe platform position. Similar
differences have previously been described [21, R2)lertheless, on the probe trial, both
groups show poor reference memory performancesnandifference between groups has
been observed. Altogether, these results suggastdts have learned the platform position
using another strategy (non-spatial), leading ttaimre at the probe test. In the spatial
working memory version, results show an age-relatgohirment at both ITI used. Similar
results have previously been observed [23]. Indpedormance in the maze, including the
working memory paradigm, has been shown to detgowith aging, due to specific deficit
in the ability of aged rats to utilize spatial infeation [24]. Memory deficits evidenced in
aged rats did not result from visual alterationsnator impairments, as they were able to find
a visible platform.

When aged rats were fed the FO enriched diet, ramgds in spatial learning and
reference memory were observed, but the suppletmmmtaas partially maintained working
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memory abilities. Thus, altogether our results atiters suggest that, when studying rat
models with modified FA status, the working memtegt of the Morris maze, may be more
sensitive than the reference memory version [1},&vertheless, other authors have shown
positive effects of DHA on learning and memory #gies of aged mice using other
behavioural tests such as the step-through testrenpgassageway water maze [4]. Moreover
in 24-month-old rats fed a fish oil-deficient diehrough three generations, DHA
administration for 5 weeks significantly decreasled number of reference memory errors
and working memory errors measured in the radiaarjad6]. Finally, one very recent work
on aged (20-22 months) rats fed a control, or aEP3, or a n-3 DPA diet have shown
positive effects of n-3 enriched diets on spaterhing performances in the Morris water
maze [27]. Thus, all these studies used differaiittonal models and different behavioural
tests with various protocols, leading to differenae results interpretation. Nevertheless, n-3
LC-PUFAs seem to affect spatial memory in a positkay. Moreover, interestingly, Shukitt-
Hale et al. [24] show that spatial working memoegclthes early in the lifespan of the male
F344 rats, between 6 and 12 months of age; suggedsiat prevention of this adverse change
should be initiated early in the life of rat, i.€.,months of age. In our model, rats were
supplemented from 13 months and this could be at®tb totally reverse working memory
deficits. Indeed, in the present study we have quaytially reversed working memory
abilities since performances at 2 min-ITI tendedi¢écrease in the aged + FO group but it did

not reach statistical significance.

4.3. Effects of aging and fish oil supplementatiar-A and RA nuclear receptors

In our study we have shown a hypo-expression ahoiet signaling pathway with
aging, characterized by a decrease in RARd RXRy in the hippocampus and in RSRind

RXRy in the striatum. These results are in agreemetit previous [6, 15, 28]. All these
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decreases were fully restored by FO supplementa&txmept for RAR whose increase did
not reach statistical significance. In a previousrky we have already shown that FO
supplementation could modulate RKRRNA expression in aged rats [16]. The RXR is a
key nuclear receptor, being involved in many sigyggpathways. In particular, FAs and RA
signaling are closely linked, notably because thislear receptor can be activated bgi®-
RA but also by FAs such as DHA [9]. Moreover RXRulb heterodimerize with other
nuclear receptors, such as PPAR and RAR, and theakdwvs the transcription of target
genes. It has also been demonstrated that RXR homoicould activate PPAR target genes,
by selectively binding to a functional PPRE, indwgcitransactivation [29]. We could thus
hypothesized that DHA, contained in the FO dietuldoactivate RXR and induced the
transcription of target genes, including their oganes, through activation of RXR signaling
pathway (RXR/PPAR or RXR/RAR, for example). Intéiegly, Wietrzych et al. [30] have
shown that RAR and RXRy double mutant appeared deficient in spatial warkiremory. In
particular, RXR, but not RAR single null mutant mice exhibited deficits simikar those
observed in the double mutants, suggesting thatyRXiRuld be the functionally predominant
receptor involved in the modulation of working meamoThus, in the present study the
restoration of RXR mRNA levels could explain in part the improvemenspatial working
memory observed in FO-fed aged rats. Moreover results show that FO supplementation
increased PPARMRNA levels in the striatum. The role of this iswh in the neurobiological
processes is still poorly known. Some studies Isaggested that PPARcould be involved
in oligodendrocyte precursor cells differentiatid8l], but its action on neuronal
differentiation is still under investigation. Onady has shown that, exposure of PRAR

expressing cells to PPARagonists triggers neuronal differentiation [32gvdrtheless, at the
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moment we do not know the functional significandean increase in this isoform in the

striatum.

4.4. Effects of aging and fish oil supplementatiarsynaptic plasticity

Our results show an age-related decrease in GAMNR2B and PSD-95 mRNA
levels in the hippocampus and the striatum. Mingau@l. [33] have previously shown a
decrease in the level of GAP-43 mRNA in the hippogas of 21-23 months old mice, when
compared with 4-5 months old mice. Interestinghys decline was associated with an hypo-
expression of retinoid signaling and deteriorafroshort-term/working memory. Concerning
NR2B, an age-related decrease in mRNA level hagiqusly been shown in the dentelate
gyrus of the hippocampus [34]. Moreover, the higropal decrease in NR2B protein content
in 26 months old mice (compared with 4-month-olcce) was associated with long-term
spatial memory deficits [35]. For PSD-95, VanGuild# al. [36] revealed altered protein
expression in hippocampal synaptosomes from aged2é months) compared with young-
adult rats (3 months). Other authors have obsemeithe cortex of aged rats cognitively
impaired, significant changes in the ratio of PS)s§napse-associated protein-90 kDa (SA-
P90), compared to young rats [37]. Furthermore,results show an age-related decrease in
the striatal level of GluR2 mRNA. Dyall et al. [6ave previously observed decreased protein
content of GIuR2 subunit in the striatum of 24-26ntis old rats. In the present study, we
show for the first time that FO supplementatiomged rats restored GAP-43 mRNA levels to
that of adult rats. He et al. [7] have previousipwn increased expression of synaptic genes
in the hippocampus, including those coding for GFR-and better water-maze learning
memory performance in fat-1 transgenic mice wigihhéndogenous DHA levels compared to
the wild-type mice. Furthermore, our supplementatenriched inn-3 LC-PUFAs also
significantly increased RC3 mRNA level in the hippmpus of aged rats. This is a very
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interesting result knowing the important role of R@ C4&'-sensitive calmodulin-binding
protein, in hippocampal long-term potentiation ()T&hd spatial learning [38]. Moreover,
RC3 is traditionally known as a target gene of RAd this is the first time it has been shown
that this gene could also be regulated byUC3PUFAs. Altogether, our results suggest that
n-3 LC-PUFAs could reverse some aging alterations arastyc plasticity related genes and
then improve working memory performances. Othehanst also suggested that FA and RA
could reverse age-related synaptic plasticity ckantikely through the activation of NR and
target genes [5, 15]. Nevertheless, note that inconditions, none of the quantified proteins
in the hippocampus and the striatum exhibited asyations between groups. Divergences
with the literature concerning these protein leyvelsuld be explain by the quantification
method (western bolis. immunohistochemistry), the ages of animals, theatibm and the

dose of the supplementation used.

In conclusion, altogether our results suggest that hypo-expression of retinoid
signaling during aging would contribute to altevas in synaptic plasticity related genes,
leading to working memory deficits. More interegtyy the present study highlights an
interaction between fatty acid and retinoid sigmglpathways. Specifically, our data suggest
that dietary n-3 LC-PUFAs could regulate RXR aged rats, contributing to increase GAP-
43 and RC3 mRNA, synaptic plasticity associatecegaaiso regulated by RA, then leading to
improved cognitive functions, in particular spatialorking memory. Now, further
investigations are needed, to optimize and accentha neuroprotective effects of n-3 LC-

PUFAs in aging disorders.
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Learning abilities and spatial memory performanakeadult, aged and aged + fish oil (FO)

rats, in the Morris Water Maze. The figure showsl)Anean swimming speed of each

experimental group over 9 days of acquisition; (AB)an distance swum over days to locate

a hidden platform in a fixed position; and (B) partage of time spent by rats in the target

guadrant with the platform removed. Values repregesup means SEM,n = 8-11 rats, *p
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Quantification of nuclear receptors mRNA expresdignquantitative RT-PCR. Histograms

show levels of PPAR (peroxisome proliferator-activated recept)r RARu (retinoic acid

receptor o), RARB, RXRa (retinoid X receptora), RXR3 and RXR mRNA in the

hippocampus (A) and the striatum (B) of adult, agewl aged + FO rats. Results are

expressed as meansS.E.M and were analyzed using Student’s t-test (12 rats per

group). *p < 0.05; **p < 0.01.
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rats. Results are expressed as mea®£.M and were analyzed using Studettisst o = 8-

12 rats per group). p < 0.05; *p < 0.01; ** p < 0.001.
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Table 1

Composition of experimental diets.

Low-EPA/DHA diet Fish oil diet

Ingredientg% of energy)

Lipids* 11.20 11.20
Saturated 1.61 3.56
Monounsaturated 4.21 3.45
Polyunsaturated 5.37 4.19

Proteins 18.01 18.01

Carbohydrates 70.79 70.79

Energy(kJ/g of diet) 16.8 16.8

Vitamin A (Ul/g of diet) 5 5

Fatty acids compositiof@/100 g of diet)

16:0 0.41 0.88

18:0 0.14 0.17

18:1 n-9 1.77 0.49

18:2 n-6 2.38 0.07

20:4 n-6 N.D. 0.06

22:5n-6 N.D. N.D.

18:3 n-3 0.01 0.04

20:5n-3 N.D. 0.98

22:5n-3 N.D. 0.11

22:6 n-3 N.D. 0.54

Total saturated 0.72 1.59

Total monounsaturated 1.86 1.35

Total polyunsaturated 2.40 1.87

Total n-6 2.38 0.19

Total n-3 0.01 1.68

n-6/n-3 238 0.11

N.D., not detected.
* Lipids were extracted from food according to tmeethod of Folch et al. [39],

transmethylated and subjected to gas chromatography
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Table 2

Primers used for quantitative RT-PCR.

Gene name Nucleotide sequence Product lenght (bp)
GluR2 F: 5- GCGTTACGAGGGCTACTGTGT-3’ 142
R: 5- CTCTCCAACCATACCATTCCAAAT-3’
NR2B F: 5- TCCGAAGCTGGTGATAATCC- 3’ 138
R: 5- TGGTCATCCTCTTGCTCCTC -3’
PSD-95 M : 5- AGACTCGGTTCTGAGCTATG -3’ 84

V:5-TCTTTGGTGGGTCCAAGGAT -3

Sequences are shown for forward (F) and revers@riRers. GluR2n-amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazole propionic acid (AMPA) receptarbanit; NR2B: N-methyl-D-aspartate

(NMDA) receptor subunit; PSD-95: postsynaptic dgngrotein 95.
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Table 3

Fatty acid composition of red blood cell membrapls.

Fatty acids

(g/l%o g total fatty acids Adult Aged Aged + FO
16:0 27.38+ 0.69 28.9& 0.65 32.05+ 0.53°
18:0 14.50+ 0.55 12.088 0.38 11.22+ 0.27
18:1n-9 5.67+0.20 5.80+ 0.24 6.36% 0.09
18:2n-6 5.69+ 0.25 6.85 0.20° 4.20+ 0.26 "
20:4n-6 22.25+ 0.63 22.02: 0.39 12.26+ 0.75°
22:5n-6 1.73+£ 0.06 0.8 0.11° 0.65+ 0.38
18:3n-3 N.D. N.D. N.D.
20:5n-3 0.31+0.20 0.24+ 0.10 6.28+0.34 "
22:5n-3 0.19+0.11 0.69+ 0.10° 3.15+0.16 "
22:6n-3 0.54+ 0.15 1.76:0.20 @ 4.89+0.21°
Total saturated 51.67+0.72 50.89 0.73 53.11+ 1.06
Total monounsaturated 13.75+ 0.42 13.54+ 0.72 13.71+£ 0.48
Total polyunsaturated 34.13+ 0.51 35.26t 0.40 32.74+1.12
Totaln-6 32.91+ 0.66 32.45 0.61 18.20+ 0.61 °
Totaln-3 1.08+ 0.50 2.70:0.36 2 14.35+ 0.67 °

N.D., not detected.

Data represent the mearS.E.M of measures performed on 6-8 rats and weakyzed using

Student'st-test.? p< 0.05, adul/s.aged” p < 0.05, aged's.aged + FO.
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DISCUSSION GENERALE

Dans les pays industrialisés d’Europe et d’Amérique du Nord, de nombreuses
données ont établi que la part des lipides consommée dans I'alimentation présente un
exces d’AGPI n-6 et un déficit en AGPI n-3, et plus particulicrement d’AGPI-LC n-3,
comparé aux recommandations nutritionnelles (Muskiet et al., 2004). De plus, dans ces
pays ou la population vieillissante ne cesse d’augmenter, ce déséquilibre d’apport en AGPI
n-3 par rapports aux AGPI n-6, semble étre associé au développement de maladies
neurodégénératives (Dyall et al., 2008 ; Jicha and Markesbery, 2010 ; Cunnane et al.,
2009). En effet, de nombreuses études suggerent que les AGPI n-3 pourraient intervenir
dans la régulation des fonctions neurobiologiques qui sous-tendent les processus
mnésiques (Su, 2010). Plusieurs mécanismes d’action cellulaire des acides gras ont été
décrits dans la littérature afin d’expliquer ces effets. En particulier, il est maintenant bien
admis que les acides gras ont une action génique en se liant et en activant des récepteurs

nucléaires qui agissent comme des facteurs de transcription : les PPAR et RXR.

D’autres travaux, réalisés au sein de I’'Unité de Nutrition et Neurosciences,
montrent que la vitamine A, et plus particulicrement son métabolite actif I’acide
rétinoique (AR), joue également un role important dans les processus cognitifs,
notamment au cours du vieillissement, en intervenant dans la régulation de la plasticité
cérébrale wia Dactivation de récepteurs nucléaires spécifiques: les RAR et les RXR

(Etchamendy et al., 2001 ; Bonnet et al., 2008 ; Mingaud et al., 2008).

Ces travaux suggerent qu’il existe des interactions entre les voies de signalisation
des acides gras et des rétinoides, car ces nutriments sont des ligands du méme récepteur,
le RXR, et que celui-ci est le partenaire d’hétérodimérisation commun a de nombreuses
voles de signalisation des nutriments et hormones a action nucléaire. Récemment, nous
avons ainsi montré au laboratoire quun régime alimentaire riche en acides gras saturés,
générant un profil de déficience en AGPI n-3, pouvait modifier lactivité cérébrale des
voles de signalisation des rétinoides et des acides gras, et induire des altérations de la
plasticité synaptique (Buaud et al., 2010). D’autres travaux ont également mis en avant

Iinteraction et 'importance de Iéquilibre entre ces deux voies de signalisation dans la
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répression de l'inflaimmation ou la régulation de la balance énergétique par exemple

(Ziouzenkova et Plutzky, 2008 ; van Neerven et al., 2008).

Compte tenu de 'ensemble de ces données, I'objectif principal de ce travail de
these était d’étudier chez le rat agé les effets d’un apport alimentaire enrichi en AGPI-LC
n-3 sur lactivité des voies de signalisation des acides gras et des rétinoides, la plasticité

cérébrale et les capacités mnésiques, au cours du vieillissement.

Le mode¢le nutritionnel utilisé consiste a supplémenter des rats, a partir de la mi-
vie, avec un régime a base d’huile de poisson, riche en EPA et DHA. Afin d’étudier leffet
spécifique de Penrichissement en EPA/DHA, le régime controle était dépourvu I’AGPI-
LC n-3. De plus, pour éviter la synthese endogene d’AGPI-LC n-3, et compte tenu de
Pefficacité de la biosynthese des AGPI-LC n-3 a partir de leur précurseur chez le rat, les
régimes supplémenté et controle ne contenaient pas d’ALA. Ainsi, les rats controles agés
de 13 mois ont recu un régime a base d’huiles d’arachide et de tournesol. Par ailleurs, afin
d’évaluer les effets du vieillissement, ces animaux agés controles ont été comparés a des
rats pris au sevrage et soumis au méme régime. Dans les deux études de cette these, les

trois groupes d’animaux ont été soumis a 21 semaines de régime.

Dans ce travail nous avons mesuré expression des récepteurs nucléaires et de
leurs genes cibles dans deux structures cérébrales, ’hippocampe et le striatum. Ces deux
structures sont impliquées dans les processus de mémoire et présentent des niveaux
d’activité importants de la voie des rétinoides. Ainsi, sur un plan fonctionnel il été montré
que hippocampe et le striatum peuvent jouer des réles dans les processus de mémoire de
travail »ia une interaction avec le cortex préfrontal (Newman and Grace, 1999 ; Landau et
al., 2009). Sur un plan biochimique, 'hippocampe et le striatum sont parmi les structures
cérébrales présentant des niveaux les plus élevés en acide rétinoique (Kane et al., 2005) et
en certaines isoformes des récepteurs nucléaires des rétinoides dont le RARB, le RAR«, le
RXRB et le RXRy (Zetterstrom et al., 1999 ; Krezel et al., 1999 ; Moreno et al., 2004),
suggérant un role physiologique important de la voie de signalisation des rétinoides dans

ces structures (Lane and Bailey, 2005). De plus des données ont montré que ces deux
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structures cérébrales étaient sensibles a des variations du niveau d’apport en vitamine A

(Husson et al., 2004 ; Carta et al., 2006) ou en acides gras (Buaud at al., 2010).

I. Résumé des principaux résultats obtenus

L1. Premiére étude : Effets d’une supplémentation en huile de poisson sur
Pactivité des voies de signalisation de Ia vitamine A et des acides gras, et ses

conséquences sur Ia neurogenése hippocampique, chez le rat 4gé

Afin de valider notre modele nutritionnel de supplémentation en EPA/DHA,
nous avons analysé le profil en acides gras des phospholipides totaux des membranes
érythrocytaires. Nos résultats mettent en évidence que les taux de DPA n-3 et de DHA
sont augmentés, tandis que la quantit¢é de DPA n-6 est diminuée chez les rats agés
comparés aux rats adultes. Concernant leffet de la supplémentation en huile de poisson,
nous avons observé une augmentation des AGPI-LC n-3 (EPA, DPA et DHA),
concomitante avec une diminution des AGPI n-6 (LA et ARA), chez les rats agés
supplémentés comparés aux rats du méme 4ge soumis au tégime arachide/tournesol.
Notons, que le contenu membranaire en ALA, précurseur de la série n-3, ne présentait

pas de variation.

Nous avons également examiné les effets d’une supplémentation en AGPI-LC n-3
sur Pactivité des voies de signalisation des acides gras et des rétinoides, dans ’hippocampe
et le striatum au cours du vieillissement. Pour cela, nous avons mesuré les niveaux
d’expression des ARNm codant pour (1) les récepteurs nucléaires PPAR, RXR et RAR, et
(2) les protéines de transport intracellulaire des AG et de AR : B-FABP, E-FABP et H-
FABP. Précisons que ces protéines de transport jouent un role clef dans la transcription
génique en régulant la biodisponibilit¢é du ligand vis-a-vis de leurs récepteurs. Nos
résultats ont principalement montré une baisse du niveau d’expression des ARNm codant

pour RXR@ et RXRy dans hippocampe, et une augmentation des ARNm codant pour
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RXRa dans ’hippocampe et le striatum des rats agés, comparés aux rats adultes soumis au
méme régime arachide/tournesol. Chez les rats agés recevant de l'huile de poisson, les
niveaux d’expression des RXRP et RXRy, diminués au cours du vieillissement, sont
restaurés. Concernant les protéines de transport, nous avons observé une baisse
d’expression des ARNm de la B-FABP, concomitante avec une augmentation des ARNm
de la H-FABP au cours du vieillissement. Chez les rats agés, la supplémentation en huile

de poisson corrige les variations d’expression liées a I’age de ces protéines de transport.

Afin d’aborder les conséquences fonctionnelles de ces modifications d’activité des
voles de signalisation des acides gras et des rétinoides, nous avons étudié une forme de
plasticité cérébrale spécifique: la neurogenese hippocampique. Rappelons que la
neurogenese comprend plusieurs étapes successives qui conduisent a lintégration
fonctionnelle des néo-neurones: la prolifération cellulaire, la survie cellulaire et la
différenciation neuronale. Nos résultats ont mis en évidence une baisse (1) de la
prolifération cellulaire, (ii) du nombre de cellules qui survivent au bout de 3 semaines et
(iii) du nombre de neurones nouvellement formés dans le gyrus dentelé de ’hippocampe
des rats agés, comparés aux rats adultes. En revanche, chez les rats agés supplémentés en
huile de poisson, le nombre de neurones récemment formés est supérieur a celui observé
chez rats agés controles. Le régime enrichi en AGPI-LC n-3 a donc permis de maintenir
partiellement le nombre de neurones nouvellement formés. Afin de compléter cette étude,
nous avons également mesuré I'expression des ARNm codant pour des neurotrophines
(BDNF et NGF) et leurs récepteurs (TrkB et TrkA), facteurs impliqués dans la survie et la
différenciation neuronale (Lee and Son, 2009). Nos résultats font apparaitre une
augmentation de 'expression des ARNm de TrkA dans ’hippocampe des rats agés, tandis
que la supplémentation en huile de poisson induit une hyper-expression des ARNm de

TrkB dans le striatum.

Au vu de ensemble de ces résultats, notre étude contribue a mettre en évidence
un effet neuroprotecteur des AGPI-LLC n-3 dans le cerveau agé, qui agissent notamment
en maintenant le nombre de nouveaux neurones dans hippocampe. De plus, 'action de

’huile de poisson sur 'expression du RXRy et de la B-FABP dans 'hippocampe suggere
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un role de ces protéines dans la médiation des effets des AGPI-LC observés sur la

neurogenese.

1.2. Deuxiéme étude : Effets d’une supplémentation en huile de poisson sur
Pactivité des voies de signalisation de Ia vitamine A et des acides gras, et ses

conséquences sur la plasticité synaptique et Ia mémoire spatiale, chez le rat

4gé

Comme précédemment, le statut lipidique des trois groupes de rats (adultes et agés
soumis au régime arachide/tournesol ; et agés soumis au régime huile de poisson) a été
vérifié par des analyses de la composition lipidique des membranes érythrocytaires, et des
résultats similaires a ceux de la premicre étude ont été obtenus ; validant ainsi notre
mode¢le de supplémentation nutritionnelle en huile de poisson a partir de la mi-vie chez le

rat.

Au bout de 18 semaines de régime, la mémoire spatiale de référence et de travail
des animaux a été évaluée dans le labyrinthe aquatique de Morris. Cette épreuve
comportementale nous a permis de mettre en évidence des différences de vitesse
d’apprentissage chez les rats agés comparés aux rats jeunes-adultes; ces derniers
apprenant plus vite et terminant la phase d’apprentissage avec un niveau supérieur. En
revanche, nous n’avons pas observé d’effet de I’age sur la mémoire spatiale de référence,
tandis que la mémoire spatiale de travail était significativement altérée. ILa
supplémentation en huile de poisson n’a pas induit de modification des niveaux
d’apprentissage ni de la mémoire de référence, mais elle a permis une amélioration

partielle de la mémoire de travail chez des animaux agés.

Apres 21 semaines de régime, comme lors de la premicre étude, nous avons
examiné 'effet de I'age et de la supplémentation en AGPI-LC n-3 sur Pactivité des voies
de signalisation des AG et de ’AR dans I’hippocampe et le striatum. Nos résultats ont

montré une diminution d’expression des ARNm codant pour RAR« dans hippocampe et
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RARB dans le striatum des rats agés, comparés aux rats adultes soumis au méme régime
arachide/tournesol. De plus, le vieillissement a induit une hyper-expression des ARNm
codant pur RXRP dans T’hippocampe et une hypo-expression du RXRy dans
I’hippocampe et le striatum. La supplémentation en huile de poisson chez les animaux
agés restaure les niveaux d’expression des ARNm des RXRy et RARS, et induit une

hyper-expression des ARNm du PPARS dans le striatum.

Finalement nous avons étudié les effets induits par les modifications des voies de
signalisation de AR et des AG, sur des marqueurs de la plasticité synaptique. Nous avons
ainsi observé une hypo-expression des ARNm codant pour GAP-43, NR2B et PSD-95
dans I’hippocampe et le striatum des rats agés, ainsi qu’une hypo-expression de GluR2
dans le striatum. Dans I’hippocampe des animaux agés, la supplémentation en huile de
poisson restaure le niveau d’expression de GAP-43, gene régulé par AR et les AG
(Mingaud et al., 2008 ; He et al., 2009), et induit une hyper-expression des ARNm de
RC3, gene dont la régulation de la transcription avait déja été mise en évidence par AR
notamment (Etchamendy et al., 2001 ; Etchamendy et al., 2003). Nous avons également
mesuré les niveaux protéiques de RC3, GAP-43 et GluR2 dans Thippocampe et le
striatum, mais nous n’avons pas observé de différences significatives entre les groupes

d’animaux.

Compte tenu de ensemble de ces résultats, notre travail suggeére une action des
AGPI-LC n-3 sur la plasticité synaptique par 'intermédiaire d’une activation de la voie de
signalisation des rétinoides. Ainsi chez I’animal agé, la restauration du niveau d’expression
du RXRy notamment, pourrait contribuer a hyper-expression de RC3 et GAP-43, genes
impliqués dans les processus de plasticité synaptique, et ainsi participer a la préservation

des performances de mémoire de travail altérées avec I'age.
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II.  Une supplémentation en AGPI-LC n-3 modifie ’activité cérébrale des
voies de signalisation des rétinoides et des acides gras au cours du

vieillissement

11.1. Expression des récepteurs nucléaires des rétinoides et des acides gras

dans I’hippocampe et le striatum au cours du vieillissement

Les données rapportées dans ce mémoire, concernant 'expression des récepteurs
nucléaires, montrent principalement une hypo-expression des ARNm codant pour RAR«
et RXRy dans I’hippocampe des animaux agés. Ces observations sont en accord avec les
résultats déja obtenus au laboratoire et mettent en évidence une diminution de Iactivité de
la voie de signalisation des rétinoides au cours du vieillissement (Enderlin et al. 1997b ;
Féart et al., 2005a; Etchamendy et al., 2001). La baisse d’activit¢ de la voie de
signalisation des rétinoides est aujourd’hui admise comme étant un élément important
dans I’étiologie des troubles neurobiologiques associés au vieillissement. En effet, les
différents modeles utilisés pour étudier les conséquences d’une hypo-expression des
récepteurs des rétinoides, que ce soit les souris knock-out, le modele de carence
vitaminique A, ou le vieillissement lui méme, ont mis en évidence la genese d’altérations
de la plasticité synaptique (Chiang et al., 1998 ; Enderlin et al., 1997b ; Etchamendy et al.,
2001 ; Etchamendy et al., 2003), la diminution de la neurogenéese hippocampique (Bonnet
et al., 2008), ou encore la mise en place de Iésions du type de celles retrouvées dans le
cerveau des personnes atteintes de la MA (Husson et al., 2006 ; Jarvis et al., 2010). Au
niveau fonctionnel, ces différents modeles ont également permis de mettre en évidence la
participation de la voie de signalisation des rétinoides dans le maintien des performances
de mémoire et d’apprentissage (Etchamendy et al., 2001 ; Bonnet et al., 2008 ; Mingaud et
al., 2008).

Cette hypo-expression des récepteurs des rétinoides advenant avec l'age est
couramment imputée a une diminution de la biodisponibilité de AR, elle méme liée a un
déficit de métabolisation voir de mobilisation de la vitamine A, se mettant en place au

cours du vieillissement (Borel et al., 1998 ; van der Loo et al., 2004). Cependant, on peut
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également supposer que ’hypo-expression des récepteurs des rétinoides observée chez
Panimal agé, soit en partie causée par linterférence connue avec d’autres voies de
signalisation médiées par les récepteurs nucléaires, en particulier celle des acides gras dont

les médiateurs sont le PPAR mais surtout le RXR lui méme.

I1.2. La supplémentation en AGPI-LC n-3 modifie les niveaux d’expression
des récepteurs nucléaires des rétinoides et des acides gras au cours du

vieillissement

Les résultats des travaux de cette these ont montré qu’un apport alimentaire
enrichi en AGPI-LC n-3 est susceptible de prévenir les modifications de 'expression des
récepteurs des rétinoides et des acides gras liées au vieillissement. Cet effet est surtout
révélé sur Pexpression du récepteur nucléaire RXR, et en particulier I'isoforme y. Ainsi,
dans nos études, le régime a base d’huile de poisson a permis de corriger totalement
I’hypo-expression de RXRy liée a 'age. Les RXR constituent une famille de récepteurs
nucléaires qui régulent de multiples voies de signalisation. La complexité de ces récepteurs
vient de leur capacité a activer la transcription génique soit en tant qu’homodimere, soit
comme partenaire d’hétérodimérisation obligatoire d’une multitude d’autres récepteurs
nucléaires (les RAR et les PPAR, par exemple). De plus, selon la présence ou non de
ligand, RXR peut former des hétérodimeres autorisant ou non la transcription du gene
cible (du fait du recrutement de co-activateurs ou de co-répresseurs). Le ligand est donc
un acteur crucial dans P'action des RXR (Ahuja et al., 2003 ; Germain et al., 2006c). Si
IAR-9-cis a initialement été décrit comme l'unique ligand des RXR, des travaux plus
récents tendent a prouver que les acides gras insaturés, en particulier le LA, PALA et le
DHA, sont également des ligands endogenes de ces récepteurs nucléaires (Wolf, 2000).
Certains auteurs présentent ainsi RXR comme un récepteur opportuniste, qui pourrait lier
avec différentes affinités plusieurs ligands, et avoir subséquemment plusieurs activités de
régulation transcriptionnelle ; RXR agirait alors comme un senseur du métabolisme de la
cellule (Egea et al., 2002). Nous pouvons donc supposer que dans les deux études

réalisées au cours de cette these, le régime a base d’huile de poisson, riche en DHA, a
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induit P'expression du gene codant pour RXRy, de la méme facon qu’il a déja été
démontré que la concentration cellulaire en AR détermine le niveau d’expression des
RXR, selon un processus d’autorégulation (Wan et al., 1994 ; Duprez et al., 1996). Enfin,
dans nos conditions expérimentales, 'expression du PPARS ne semble pas étre modifiée
par le vieillissement, néanmoins elle est significativement stimulée par le régime enrichi en

AGPI-1.C n-3 dans le striatum.

La comparaison des profils d’expression des récepteurs nucléaires des rétinoides et
des acides gras dans les deux études expérimentales met en évidence des différences dans
les niveaux d’expression des ARNm. Méme s’il est difficile de comparer statistiquement
ces deux séries expérimentales réalisées dans des conditions différentes, il apparait des
augmentations d’expression évidentes dans certains groupes pour le PPARS, le RARq, le
RARRB et le RXRy dans le striatum ainsi que pour le RXRy dans ’hippocampe. Rappelons,
que dans la premiere étude la quantification par RT-qPCR de I'expression des ARNm des
récepteurs nucléaires a été réalisée sur des rats soumis a 21 semaines de régime, restés
dans leur cage a 'animalerie ; tandis que dans la seconde étude, cette quantification a été
réalisée sur des rats recevant la méme durée de régime mais soumis une épreuve
comportementale dans le labyrinthe aquatique de Morris. Nous pouvons ainsi émettre
I’hypothéese que Iépreuve comportementale est responsable des différences d’expression
des récepteurs nucléaires observées entre ces deux séries expérimentales. A notre
connaissance il n’existe aucune donnée montrant un effet dune épreuve
comportementale sur I'expression des récepteurs nucléaires PPAR, RAR ou RXR.
Cependant, plusieurs hypotheses peuvent étre formulées pour expliquer le lien entre la
réalisation de 1'épreuve et les variations d'expression des récepteurs nucléaires. Une
premicre hypothese faisant intervenir l'activité physique peut étre évoquée. En effet,
'épreuve d'apprentissage et de mémoire dans le labyrinthe aquatique de Morris nécessite
une activité physique quotidienne, non négligeable, sous forme de nage. Des études ont
montré que l'activité physique, que ce soit chez 'homme ou les rongeurs, pouvait
augmenter les niveaux d'expression des récepteurs nucléaires RXR, dans le foie, et PPAR,

dans le muscle (Russel et al., 2005 ; Ondkova et al., 2010). Ainsi, nous pouvons supposer
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que laugmentation de Tactivité physique chez les rats, au cours de DIépreuve
comportementale, puisse moduler Pexpression des récepteurs nucléaires dans le cerveau
comme cela se produit dans d'autres organes. Une seconde hypothese fait intervenir les
co-régulateurs des récepteurs nucléaires. En effet, il est maintenant bien admis que
l'activité de régulation de la transcription des récepteurs nucléaires RAR, RXR ou PPAR
nécessite 'interaction avec des co-régulateurs : co-répresseurs et co-activateurs (Lonard
and O'Malley, 2007). Parmi les co-activateurs certains ont une activité histone
acétyltransférase permettant de modifier la structure de la chromatine et ainsi de faciliter
la transcription. C'est le cas notamment de CBP (CREB-binding protein), p300 et PCAF
(p300/CBP-associated factor), co-activateurs des récepteurs nucléaires (Wu and Zhang,
2009). Les travaux les plus récents s'intéressant aux mécanismes moléculaires sous-
tendant les processus de plasticité synaptique et de mémoire ont mis en exergue
l'importance du remodelage de la chromatine dans I'établissement de la trace mnésique.
Ainsi, des études sur des souris transgéniques délétées pour les genes codant pour des
histone acétyltransférases tels que CBP, p300 et PCAF ont révélé des déficits de mémoire
et de plasticité synaptique chez ces animaux (revue dans Barrett and Wood, 2008). De
plus, tres récemment, il été mis en évidence que des rats soumis a une épreuve
d'apprentissage et de mémoire dans le labyrinthe aquatique de Morris présentaient une
augmentation d'expression de CBP, p300 et PCAF dans I'hippocampe dorsal, comparés a
des rats non soumis a 1'épreuve comportementale (Bousiges et al.,, 2010). Ainsi, nous
pouvons émettre I'hypothése que les animaux de la deuxieme étude, soumis a 1'épreuve
d'apprentissage dans le labyrinthe aquatique de Morris, présentent une sur-expression de
certaines histone acétyltransférases, co-activateurs des récepteurs nucléaires, qui
favoriseraient Dactivité transcriptionnelle, générant alors un profil d'expression des
récepteurs nucléaires différent de celui des animaux naifs, non-soumis a la tache

comportementale.
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I11.3. La supplémentation en AGPI-LC n-3 module le niveau d’expression

des protéines de transport cytosoliques FABP au cours du vieillissement

I’étude de Pactivité des voies de signalisation des rétinoides et des acides gras a été
complétée par des mesures du niveau d’expression des protéines de transport
intracellulaires des molécules lipophiles : les FABP. Trois types de FABP sont exprimés
dans le cerveau adulte : la Brain-FABP (B-FABP), I'Epidermal-FABP (E-FABP) et la
Heart-FABP (H-FABR) (Owada et al., 2008). Des travaux récents montrent que les
protéines cytosoliques, FABP et CRABP, transportant les AG et ’AR vers le noyau, sont
des éléments clés de la signalisation cellulaire des PPAR et RAR et de leur interaction,
exercant une modulation de leur activité transcriptionnelle (Schroeder et al., 2007 ; Schug
et al,, 2007). On sait en particulier que les FABP participent au controle de Iactivité
transcriptionnelle de leur propre ligand en les transportant, au niveau du noyau, a leurs
récepteurs nucléaires. Elles permettent ainsi au PPAR d’exercer son activité biologique

(Tan, 2002).

Nos résultats montrent une variation d’expression des ARNm codants pour ces
protéines au cours du vieillissement, en particulier une hypo-expression des ARNm de la
B-FABP et une hyper-expression des ARNm de la H-FABP dans T’hippocampe. Une
diminution de Texpression de la B-FABP avait déja été mise en évidence dans les
synaptosomes de souris agées (Pu et al, 1999), mais notre étude est la premicre a
s’intéresser aux profils d’expression des FABP dans I’hippocampe et le striatum de rats
agés, recevant des AGPI-LC n-3. Elle met en évidence que la supplémentation
nutritionnelle en huile de poisson contrecarre, d’une certaine manicre, les variations
d’expression de ces protéines, induites par Iage. Ainsi, la supplémentation alimentaire en
EPA et DHA induit (i) une augmentation de 'expression de la B-FABP dont expression
est sans cela diminuée au cours du vieillissement, et (i) une diminution de 'expression de
la H-FABP dont 'expression est, lorsque I'animal n’est pas supplémenté, augmentée avec
I'age. Ces résultats sont cohérents avec ce que 'on sait de laffinité de ces FABP pour les
différents acides gras, a savoir que la H-FABP lie préférentiellement les acides gras de la

série n-6 tandis que la B-FABP a une forte affinité pour les AGPI n-3 (Hanhoff et al,,
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2002). Ces observations sont également en accord avec la composition en acides gras des
membranes des globules rouges de notre modele qui présente un taux élevé ’AGPI n-3
et un faible taux d’AGPI n-6. Nous savons par ailleurs que les profils d’acides gras des
membranes des globules rouges sont considérés comme de bons « prédicteurs » des
contenus des membranes cérébrales. En effet, une relation entre le niveau de DHA dans
les GR et celui de régions cérébrales a déja été démontré (Mc Namara et al., 2009). Des
¢tudes récentes ont également montré qu’une supplémentation en huile de poisson chez
des rats agés ou déficients en n-3 était a méme d’induire une augmentation du taux de
DHA dans les phospholipides cérébraux, particuliecrement dans I’hippocampe et le
striatum (Dyall et al., 2007 ; Chung et al., 2008). 11 est donc possible d’émettre 'hypothese
que les wvariations d’expression des protéines FABP que nous observons dans
I’hippocampe, consécutives a la supplémentation en EPA et DHA, constituent une
réponse a la variation du contenu en AGPI dans cette structure. D’autant que des auteurs
ont récemment fait la relation entre Paugmentation du niveau d’EPA et de DHA et
I'augmentation des taux d’ARNm de la B-FABP dans le sérum et les tumeurs cérébrales
de rats nourris avec un régime riche en DHA (Nasrollahzadeh et al., 2008). A la lumicere
de ces données, nos résultats suggerent que les taux d’ARNm de la B-FABP et de la H-
FABP peuvent étre régulés en réponse au type et a la quantité d’acides gras contenus dans
la ration alimentaire. Nous n’avons pas clairement ¢lucidé les mécanismes mis en jeu dans
la régulation transcriptionnelle de 'expression de ces protéines de transport en réponse au
contenu lipidique du régime. Cependant, si on se référe aux données concernant la Liver-
FABP (L-FABP) et la CRABP, (protéine de transport de l'acide rétinoique), nous
pouvons émettre hypothese que les acides gras régulent Pexpression de la B-FABP aussi
bien zia un élément de réponse au RXR (RXRE) que 2z un élément de réponse au PPAR
(PPARE) (Mochizuki et al., 2001). Dans ce cas, on peut supposer que le RXRy, hyper-
exprimé en réponse au régime riche en huile de poisson, pourrait intervenir dans la

régulation de la B-FABP en réponse a ce régime.

Depuis peu, une relation apparait clairement dans la littérature entre 'expression
de la B-FABP et le niveau de neurogenese dans ’hippocampe. On savait depuis quelques
temps déja que des anticorps anti-B-FABP bloquaient la différentiation des neurones et

des cellules gliales en culture, sans affecter la prolifération (Feng et al., 1994). Plus
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récemment, il a ét¢ montré que les souris KO pour le gene de la B-FABP présentent une
altération de la neurogenese dans le gyrus dentelé de la formation hippocampique
(Watanabe et al., 2007). Enfin, sur un mod¢le de 1ésion ischémique chez le singe, il a été
suggéré que les AGPI tel que le DHA agissent zia la B-FABP pour réguler la neurogencse
chez le primate adulte (Ma et al., 2010). Nos propres résultats vont également dans le sens
d’une implication de la B-FABP dans le processus de neurogenese hippocampique. Dans
ce travail, nous avons en effet observé une amélioration de la neurogenese sous effet de
la supplémentation en AGPI-LC, concomitante avec la surexpression des ARNm de la B-
FABP dans hippocampe. Plus précisément, chez les rats nourris avec le régime riche en
EPA+DHA, le nombre de neurones nouvellement formés est significativement supérieur

sans pour autant modifier la prolifération cellulaire.

L’ensemble de ces résultats plaide en faveur d’une implication de la B-FABP, via
une régulation par le RXRy, dans les mécanismes par lesquels les AGPI-LC n-3
améliorent la neurogenese hippocampique (plutot dans la phase de différenciation

neuronale) et la mémoire spatiale au cours du vieillissement.

III. Les modifications de I’activité des voies de signalisation des rétinoides
et des acides gras induites par les AGPI-LC n-3 au cours du vieillissement,
contribuent a Pamélioration de la plasticité cérébrale et des capacités

mnésiques

Comme nous I'avons expliqué dans le paragraphe précédent, la supplémentation
en huile de poisson modifie 'activité des voies de signalisation des rétinoides et des acides
gras. Les conséquences potentielles de ces phénomenes sont importantes. On sait que les
conséquences neurobiologiques du niveau d’activité de la voie d’action des rétinoides sont
potentiellement tres étendues puisque AR joue des roles essentiels dans le cerveau
adulte, notamment dans les processus neurobiologiques et cognitifs (Chiang et al., 1998 ;
Cocco et al., 2002 ; Smith et al., 2002). 1l est admis que le renforcement des connexions
synaptiques ainsi que la formation des nouvelles synapses puissent étre a origine de
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I'amélioration du phénomene de PLT et des capacités mnésiques (Moser, 1999 ; Gazzaley
et al., 2002). On sait de plus que le niveau d’activité de la voie de signalisation, médié par
le PPARS, est déterminant puisque d’une manicre semblable a I'activation du RARSR,
Pactivation de PPAR dans les neurones peut directement influencer la différenciation et la
viabilité neuronale (Park et al,, 2004 ; Smith et al., 2004). De plus, PPARS assure la
promotion de la différenciation des oligodendrocytes et la maturation et le turnover de la

gaine de la myéline (Dehmer et al., 2000 ; Cimini et al., 2003).

IIIL1. Altérations des processus de plasticité cérébrale au cours du

vieillissement

Les études réalisées dans cette thése, nous ont conduits 2 observer un effet du
vieillissement sur les processus de plasticité cérébrale : neurogenese hippocampique et

plasticité synaptique.

Ainsi, nos résultats, conformément a des observations déja publiées, mettent en
¢vidence une baisse de la prolifération cellulaire (Rao et al., 2006), du nombre de cellules
marquées a la BrdU qui survivent apres 3 semaines (Bizon et al., 2004) et du nombre de
neurones nouvellement formés (McDonald and Wojtowicz, 2005) dans le gyrus dentelé de
Ihippocampe de rats agés. Selon les données de la littérature, le vieillissement serait
associé a une forte altération de la prolifération cellulaire, vraisemblablement due a un
ralentissement du turnover des cellules granulaires plutot qu’a une diminution de leur
nombre. En revanche, la survie et la différenciation neuronale seraient peu affectées par le
vieillissement (Drapeau and Abrous, 2008). Dans notre étude, la diminution de nombre
de cellules qui survivent et du nombre de nouveaux neurones, pourrait donc étre
principalement la conséquence de la baisse de prolifération cellulaire au cours du

vieillissement.

Récemment, Goodman et al. (2010) ont démontré que les performances de
mémoire spatiale, hippocampo-dépendantes, sont sensibles a une réduction, méme

partielle, de la neurogencse chez la souris adulte. D’aprés ces auteurs, le nombre de
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nouveaux neurones est crucial pour la mémoire spatiale a court ou long terme. De plus,
de nombreux autres auteurs ont montré que le déclin cognitif lié a ’'age était associé a une

diminution de la neurogenése hippocampique (Drapeau et al., 2003 ; Driscoll et al., 2000).

Cependant, outre la diminution du nombre de ses neurones, ’hippocampe subit au
cours du vieillissement une somme de changements morphologiques, déterminant
probablement son déclin fonctionnel, parmi lesquels on compte notamment une

réduction de 'arborisation dendritique et de la densité des épines.

Dans ce travail nous avons mesuré expression de genes codant pour des protéines
impliquées dans la plasticité synaptique : RC3, GAP-43, NR2B, GluR2 et PSD-95. Nos
résultats montrent que le vieillissement s’accompagne d’une hypo-expression (dans
I’hippocampe et le striatum) des génes codant pour GAP-43, NR2B et PSD-95. Cet effet
de I’age avait déja été observé par d’autres auteurs (Mingaud et al., 2008 ; Zhao et al., 2009
; VanGuilder et al., 2010). Nous observons également une diminution de I'expression des
ARNm de GluR2 dans le striatum. Cette donnée confirme les observations de Dyall et al.
(2007) qui montrent une diminution du niveau protéique de cette sous unité dans le
striatum de rats agés de 24-26 mois. Le géne codant pour GAP-43 est admis comme étant
un gene cible des rétinoides (Routtenberg et al., 2000). En effet, plusieurs études ont mis
en évidence I'association entre hypo-expression des récepteurs des rétinoides et celle de
GAP-43 ainsi que leur réversibilité par un traitement par les rétinoides (AR ou vitamine
A) (Husson et al., 2003 ; Feart et al., 2005a ; Mingaud et al., 2008). Cette diminution du
taux des ARNm de GAP-43, est donc cohérente avec celle des récepteurs des rétinoides
et confirme qu’une baisse d’activité de la voie de signalisation des rétinoides advient avec
lage dans notre modele. On sait que GAP-43 joue un réle dans les mécanismes
moléculaires impliqués dans la plasticité synaptique et la formation de la trace mnésique
(Saunders et al., 1995). Cette protéine, substrat de la protéine kinase C, exprimée lors de la
croissance neuritique, est concentrée dans les cones de croissances et les axones (Meiri et
al., 1988 ; Van Lookeren Campagne et al.,, 1992). On sait également que GAP-43 est
impliquée dans différentes formes de plasticité synaptique, incluant le développement et la
régénération des neurites ainsi que la potentialisation a long terme. D’autre part, un effet

régulateur de I’AR sur lexpression de PSD-95, intervenant lors des processus de
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neuritogenese et de formation des épines dendritiques, a également été évoqué a plusieurs
reprises dans la littérature (Zhang et al., 2006 ; Chen et al., 2008). Enfin, la régulation
positive de 'expression des ARNm du récepteur NMDA par AR, a été mise en évidence
sur un modele de cellules NG108-15 (Lane and Bailey, 2005). Chez le primate et le
rongeur, il a été montré que I'age s’accompagne d’une diminution de NR2B (Sonntag et
al., 2000 ; Bai et al., 2004) et que ce déficit est corrélé avec un déclin des performances

d’apprentissage (Magnusson, 1998).

Les conséquences potentielles de ces phénoménes sont importantes car un
ensemble de données montre que la diminution de lexpression de ces protéines
synaptiques peut conduire a une altération de la neurotransmission ainsi que de la
formation des vésicules, processus nécessaires pour l'apprentissage, et la formation et la

persévérance de la mémoire (Giza and Prins, 2006 ; Cohen and Greenberg, 2008).

II1.2. Altérations des processus mnésiques au cours du vieillissement

Dans notre étude, lorsque 'on soumet les animaux au test du labyrinthe aquatique
de Mortris, on constate que les capacités d’apprentissage des rats agés et adultes sont
différentes. En effet, les deux groupes apprennent la position de la plate-forme de
manicre différente : les rats adultes semblent apprendre plus vite et mieux que les rats
agés. Ainsi, le dernier jour de la phase d’apprentissage, les animaux adultes parcourent une
distance significativement plus courte pour atteindre la plateforme immergée. Ceci révele
une meilleure connaissance de leur part, de la position de celle-ci. Des différences
semblables entre animaux jeunes et agés ont déja été décrites dans la littérature (Driscoll
et al., 2006 ; Bizon et al., 2004). Néanmoins, dans la phase de test du paradigme de
mémoire de référence que nous avons utilisé, nous n’observons pas de différence entre les
deux groupes. Ces résultats comportementaux peuvent suggérer que les animaux n’ont
pas utilisé une stratégie spatiale stricto sensu lors de 'apprentissage, ce qui se traduit dans la
phase test (probe test) par des temps passés dans le quadrant cible proches du hasard (25
%). Dans le test de mémoire spatiale de travail, nous avons utilisé deux intervalles de

temps inter-essai (ITI) et pour chacun d’eux nous observons un déficit de performances
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de mémoire chez les rats agés comparés aux jeunes. Un résultat semblable a déja été décrit
dans la littérature par Shukitt-Hale et al. (2009). Cette équipe avait alors montré que les
rats agés présentaient, dans le labyrinthe aquatique de Mortris, une altération globale de
leurs performances de mémoire, y compris dans le paradigme de mémoire de travail. Pour
ces auteurs, ce déficit de mémoire résulterait d’une diminution des capacités des rats agés

a utiliser les informations spatiales.

II1.3. Les modifications d’activité des voies de signalisation des rétinoides et
des acides gras, Induites par lIla supplémentation, contribuent a

Pamélioration de Ia plasticité cérébrale au cours du vieillissement

<~ La neurogenése hippocampique :

Nos résultats montrent que la supplémentation a base d’huile de poisson pendant
21 semaines chez Dlanimal agé, maintient le nombre de nouveaux neurones
hippocampiques. Cependant, méme si la supplémentation en DHA/EPA réduit
significativement leffet de I'age sur la neurogenese, le nombre de neurones néo-formés
demeure trés significativement inférieur a celui retrouvé chez les animaux adultes. Ces
résultats sont tout a fait comparables a ceux rapportés par Dyall et al. (2010) et suggerent
que ces AGPI favorisent le processus de différenciation neuronale. Ceci parait d’autant
plus probable, que la supplémentation en DHA/EPA n’a modifié ni la prolifération
cellulaire, ni le nombre de cellules ayant survécues apres trois semaines. Les données
concernant l'effet des AGPI-LC n-3 sur la prolifération sont contradictoires. Les
différents auteurs observent soit (i) une augmentation de la prolifération cellulaire, c’est le
cas des observations réalisées sur le modele de souris transgéniques fat-1 qui « sur-
synthétisent » le DHA (He et al., 2009), soit, (ii) une baisse de la prolifération cellulaire,
sur des cellules souches (Kawakita et al., 2000). Néanmoins, nos résultats et ceux d’autres
auteurs, suggerent que le AGPI n-3 interviennent, au cours du vieillissement, dans des
mécanismes qui conduisent a la genese de nouveaux neurones, améliorant ainsi les

propriétés du réseau de neurones et les capacités de traitement de linformation,
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contribuant sur un plan fonctionnel, au maintien des performances d’apprentissage et de

mémoire.

Pour aborder les dits mécanismes, certains auteurs ont suggéré que leffet positif
des AGPI-LC n-3 sur la neurogenese pourrait étre médié par des facteurs
neurotrophiques (Blondeau et al., 2009), d’autant que ces acides gras peuvent induire
Iexpression de BDNF (Wu et al., 2004) et semblent nécessaires pour assurer une synthese
optimale de NGF dans I’hippocampe (Ikemoto et al., 2000). Nous n’avons pas, quant a
nous, obtenus de tels résultats. Dans notre modele nous n’observons qu’une
augmentation marginale des ARNm de BDNF et une augmentation significative de
Pexpression de son récepteur TrkB dans le striatum des rats supplémentés. Ces résultats
sont néanmoins cohérents avec ceux de Bousquet et al. (2009) qui rapportent un effet du
DHA+EPA sur le taux d’ARNm de BDNF et TrkB dans le striatum sur un mode¢le
murin de maladie de Parkinson. Il est alors possible d’envisager que les AGPI n-3 agissent
dans le striatum, ou ils favorisent la survie cellulaire et la poussée dendritiques, comme
cela a été décrit Huang et Reichardt (2003). L’ensemble de ces mécanismes conduirait
ainsi 2 une amélioration de la mémoire de travail, observée chez des rats supplémentés

avec le ’huile de poisson (Chung et al., 2008).

< La plasticité synaptique :

La présente étude est la premicre, a notre connaissance, a mettre en évidence que
la supplémentation en AGPI-LC n-3 corrige chez I'animal agé, ’hypo-expression des
ARNm de GAP-43, a un niveau comparable a celui des animaux jeunes. He et al. (2009)
avalent montré I'augmentation de l'expression de genes codant pour des protéines
synaptiques, parmi lesquelles GAP-43, dans hippocampe de souris transgéniques fat-1,
associée a de meilleures performances d’apprentissage et de mémoire dans le labyrinthe
aquatique de Morris. Dans notre étude, il apparait également que le régime enrichi en
DHA/EPA induit une augmentation de Dexpression des ARNm de RC3 dans
I’hippocampe des rats agés. Ceci est particulicrement intéressant car RC3 joue un role

dans les mécanismes moléculaires impliqués dans la plasticité synaptique et la formation
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de la mémoire (Iniguez et al., 1994). Cette protéine, substrat de la protéine kinase C, est
exprimée au niveau des synapses neuronales et impliquée dans la formation des épines
dendritiques (Gerendasy et al., 1994) ; de ce fait elle permet de traduire leur densité. De
plus, RC3, protéine de liaison de la calmoduline, joue un role important dans la
transmission du signal calcique, la L'TP hippocampique et la mémoire spatiale (Pak et al.,
2000). 11 faut souligner que RC3 est, comme GAP-43, un gene cible des rétinoides, et c’est
la premiere fois que la régulation positive de son expression par les AGPI-LC n-3 est mise
en évidence. On peut rapprocher ces résultats de ceux que nous avons obtenus sur Ieffet
bénéfique de la supplémentation en huile de poisson sur lexpression des RXR, en
particulier I'isoforme y. En effet, plusieurs études ont mis en relation la régulation de RC3
par la voie de signalisation des rétinoides et en particulier zza 'hétérodimere RARS-
RXRB/y (Chiang et al., 1998 ; Etchamendy et al., 2001 ; Féart et al., 2005a). Enfin, Buaud
et al. (2010) ont récemment montré que le niveau d’expression de RC3 pouvait étre
modulé sous leffet d’un régime de type «high fat»; et que cette modification était
associée a une variation d’expression des voies de signalisation de I’AR et des AG, en
patticulier des récepteurs RXRB/y, RARB et PPARS. D’autres données plaident
¢galement en faveur d’un role de RXRy et RXR dans la plasticité cérébrale, notamment
dans la croissance des neurites induite par le DHA (Calderon and Kim, 2007), et dans la
modulation de la morphologie dendritique de neurones hippocampiques en culture (Liu et

al., 2003).

D’autre part, plusieurs études ont permis de faire le lien entre le niveau
d’expression de RC3 et GAP-43 et les performances de mémoire et d’apprentissage
(Etchamendy et al., 2001 ; Etchamendy et al., 2003). Il nous semble important de
souligner que ce résultat s’apparente a ceux obtenus sur des mode¢les d’hypo-activation de
la voie de signalisation des rétinoides (animaux agés ou carencés en vitamine A) sur
lesquels, l'acide rétinoique par voie pharmacologique, ou la vitamine A par voie
nutritionnelle, corrigent les déficits d’expression des récepteurs des rétinoides, de RC3, de
GAP-43 ainsi que les déficits de mémoires associés. Cette similitude d’action entre
rétinoides et AGPI-LC n-3, va selon nous, dans le sens d’une implication de la voie de
signalisation des rétinoides dans les effets bénéfiques des AGPI-LC n-3 que nous

observons, sur la plasticité cérébrale et les performances de mémoire, chez I'animal agé.
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Notons enfin que le potentiel de I’huile de poisson a améliorer les propriétés de plasticité
synaptique avait déja été évoqué, en particulier sa capacité a corriger la diminution
d’expression liée a 'age des sous unités GluR2 et NR2B des récepteurs au glutamate
(Dyall et al., 2007). Une augmentation de I'expression de la sous unité NR2B conduit,
dans le cerveau antérieur de souris, a une activation du récepteur NMDA et améliore les

performances de mémoire et d’apprentissage (Tang et al., 1999).

II1.4. Les modifications d’activité des voies de signalisation des rétinoides et
des acides gras, Induites par Ila supplémentation, contribuent a

LPamélioration de Ia mémoire de travail au cours du vieillissement

Nos résultats montrent un effet correcteur de la supplémentation en huile de
poisson sur les déficits de mémoire de travail liés a I’age et non sur la mémoire de
rétérence. Cette action sélective des AGPI avait déja été rapportée par d’autres auteurs qui
suggerent que pour étude de modeles ayant des apports en acides gras modifiés, le test
de mémoire de travail dans le labyrinthe aquatique de Morris semble plus sensible que le
paradigme permettant d’évaluer la mémoire de référence (Wainwright et al., 1998 ;
Wainwright et al., 1999). Nous observons que Peffet de la supplémentation en AGPI-LC
n-3 n’est significatif que lorsque nous testons les animaux en utilisant I'I'TI le plus court
(i.e. 30 s). Il semble donc que lefficacité de ces AGPI est limitée, puisqu’elle n’est plus
significative lorsque le niveau de difficult¢ de la tiche augmente. On peut également
supposer que 'administration des AGPI intervient peut étre trop tardivement (13 mois)
dans notre modele, a un age ou les déficits sont déja en place, ou bien ont atteint une

amplitude trop importante (Shukitt-Hale et al., 1998).

Signalons que Peffet positif du DHA sur la mémoire et 'apprentissage a été mis en
¢vidence a plusieurs reprises par des auteurs qui ont utilisés différents tests
comportementaux tels que le step-through test et le passageway water maze (Jiang et al.,
2009), ou encore le labyrinthe radial (Gamoh et al., 2001). Enfin, treés récemment Kelly et

al. (2010) ont montré qu’une supplémentation en EPA, ou bien en DPA n-3, améliorait
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les capacités d’apprentissage spatial dans le labyrinthe aquatique de Morris, chez des rats

agés (20-22 mois).

Rappelons que Peffet que nous observons sur la mémoire de travail s’accompagne
d’une amélioration du niveau d’expression du RXRy a la fois dans I’hippocampe et le
striatum et du RARP dans le striatum uniquement. Ces résultats doivent étre comparés
aux travaux de Wietrzych et al. (2005) qui montrent, en utilisant des souris mutantes, un
role important de ces deux récepteurs, et plus particulicrement du RXRy, dans la
modulation de la mémoire de travail. Ces auteurs suggerent que le RXRy module les
fonctions mnésiques sous forme d’hétérodimere avec RAR, ou bien un autre récepteur
nucléaire tel que PPAR. De plus, des données ont déja mis en évidence une relation entre
I’hypo-expression de la voie des rétinoides chez des souris agées et laltération des
fonctions cognitives, notamment de la mémoire de travail (Mingaud et al, 2008),
suggérant que le déreglement de Pactivité de la voie de signalisation des rétinoides pourrait
étre un facteur étiologique de la détérioration cognitive au cours de la sénescence. Ainsi,
une stratégie nutritionnelle, permettant de maintenir, ou bien de restaurer, le niveau
d’expression des récepteurs RXRy et RARB pourrait contribuer a préserver les

performances de mémoire de travail au cours du vieillissement.

De plus, 'augmentation de expression de PPARS, induite par la supplémentation
dans le striatum, pourrait également avoir des conséquences neurobiologiques et
fonctionnelles. Cependant il existe encore peu de données sur les genes régulés par les
PPAR dans le cerveau et potentiellement impliqués dans les processus de plasticité
synaptique permettant de faire un lien entre I'augmentation d’expression du PPARJ suite
a une supplémentation en huile de poisson et les effets bénéfiques sur la mémoire de
travail. Toutefois, d’'une mani¢re semblable a lactivation du RAR(, l'activation de
PPARS dans les neurones peut directement influencer la différenciation et la viabilité

neuronale (Park et al., 2004 ; Smith et al., 2004).

Dans notre travail nous avons observé des augmentations d’expression des
récepteurs nucléaires PPARY, RAR[ et RXRY dans le striatum suite 2 la supplémentation

en huile de poisson sans variation significative des genes cibles de la plasticité synaptiques
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¢tudiés ici. Il est admis que le striatum, tout comme 'hippocampe, peut étre impliqué
dans les processus de mémoire de travail »z notamment une interaction avec le cortex
préfrontal (Newman and Grace, 1999 ; Landau et al., 2009). Par ailleurs la voie de
signalisation des rétinoides joue des roles fonctionnels importants dans le striatum et

notamment sur le systeme dopaminergique (Lane et Bailley, 2005). Ainsi, nous pouvons
supposer que l'augmentation d’expression des récepteurs nucléaires PPARO, RARP et

RXRY dans le striatum, suite a la supplémentation en huile de poisson, pourrait contribuer
en partie aux effets bénéfiques de PEPA et DHA sur les performances de mémoire de
travail de nos animaux. Il reste cependant a élucider quels sont les genes cibles impliqués

dans la plasticité synaptique et régulés par ces récepteurs dans le striatum.

IV. Perspectives

IV.1. Chez PPanimal

De nombreux travaux, en particulier ceux réalisés dans I'Unité de Nutrition et
Neurosciences, ont mis en évidence la diminution d’expression des récepteurs nucléaires
au cours du vieillissement et ses conséquences sur lexpression de genes cibles
déterminants les propriétés de plasticité cérébrale. Ces observations concernent plusieurs
types de récepteurs, et donc plusieurs voies de signalisation : la voie des rétinoides, des
hormones thyroidiennes, des glucocorticoides ou encore des acides gras. Ces données
suggerent qu'au long de la vie, la biodisponibilité en ligands modulateurs nucléaires
décroit et ce pour des raisons qui peuvent intrinsequement étre liées aux phénomenes de
vieillissement mais également pour des raisons liées a des facteurs environnementaux :
apport nutritionnel ou qualité de vie. I’étude menée dans ce travail de thése contribue a
étayer ces observations et également a mieux comprendre les conditions de la réversibilité,
ou de la prévention, de ces processus et donc de la récupération des propriétés

neurobiologiques qui garantissent des performances mnésiques optimales.

Pour aller plus loin dans cette direction et faire suite au travail accompli, il faudrait

chez 'animal, mettre en place des modeles permettant d’intégrer ces différents signaux.
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Ainsi, i1 nous semble désormais particulicrement important, dans une optique de
prévention nutritionnelle, de pouvoir aborder ensemble Iefficacité d’apports en vitamine
A et en EPA/DHA. En effet, si 'on considere (i) les effets bénéfiques des AGPI-LC n-3,
sur certains processus neurobiologiques et la mémoire, (ii) les effets promnésiants de la
vitamine A, et (iii) I'interaction des voies de signalisation des rétinoides et des acides gras ;
le maintien d’un niveau optimal d’apports alimentaire en AGPI-LC n-3 et en vitamine A,
au cours du vieillissement, pourrait étre un facteur clé pour prévenir ou retarder le déclin

mnésique lié a I'age.

Pour mieux comprendre les effets synergiques entre ces deux types de nutriments
il serait également opportun d’aborder iz vitro, sur des cultures de neurones, l'action
combinée de ces nutriments sur 'expression de leurs différents récepteurs nucléaires et les

conséquences sur la différentiation neuronale.

IV.2. Chez PHomme

La finalit¢ de ce travail de thése est de pouvoir éprouver chez 'Homme les

hypotheses que nous avons testées dans les études expérimentales menées chez I’animal.

Actuellement une étude biomédicale est sur le point de se terminer, en
collaboration avec I'équipe « Epidémiologie de la nutrition et des comportements
alimentaires » dirigée par P. Barberger-Gateau (U 593 INSERM Bordeaux), dans le cadre
du projet COGINUT (Cognition, anti-Oxydants, acides Gras : approche Interdisciplinaire
du réle de la NUTrition dans le vieillissement cérébral). L’objectif général de ce projet est
d’étudier, chez les personnes agées issues de la cohorte des 3 Cités (3C) (Alperovitch et
al., 2002), 'impact du statut nutritionnel en AGPI, en rétinoides et en anti-oxydants sur le

vieillissement cérébral (démence, déclin cognitif, troubles de ’humeur).

Le sous-projet nous concernant, intitulé « Acides gras, rétinoides et fonctions
cognitives chez la personne agéw», prévoit d’étudier les relations possibles entre la
composition en acides gras des membranes érythrocytaires, le profil d’expression des
récepteurs nucléaires des rétinoides et des acides gras dans les cellules mononucléées du
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sang et les performances cognitives de sujets agés. 80 sujets volontaires, agés de 68 ans et
plus, ont donc été recrutés sur la base d’une enquéte nutritionnelle comme étant de faibles
(40 sujets) ou de forts (40 sujets) consommateurs d’AGPI n-3. Brievement, cette enquéte
alimentaire prend en compte la fréquence de consommation de poisson, de produits
végétaux riches en AGPI n-3 et dérivés, et 'absence de consommation de DHA sous

forme de compléments alimentaires.

Des dosages biologiques classiques ont permis d’évaluer le statut en vitamine A des
sujets par mesure du rétinol sérique et de la Retinol Binding Protein (RBP). La
composition en acides gras des membranes érythrocytaires devrait permettre de vérifier le
statut nutritionnel en AGPI n-3 des sujets. De notre coté, nous avons mesuré les profils
d’expression des ARNm de toutes les isoformes des récepteurs des rétinoides et des
acides gras présents dans les cellules mononulcéées (RARa et y ; RXRa et 8 ; PPAR ).
Enfin, le statut cognitif de chaque sujet a été évalué par des tests, dans le cadre du
protocole 3C. Aujourd’hui, 'ensemble de ces mesures a été effectué (en aveugle) par les
différentes équipes, et des analyses statistiques doivent étre réalisées afin d’étudier les

relations qui existent entre elles.

L’étude devrait donc nous permettre en premier lieu de vérifier le lien entre niveau
de consommation et profils d’expression des récepteurs nucléaires, puis de faire le lien
entre profils des récepteurs nucléaires et cognition, afin de vérifier, chez ’'Homme agé, la
chaine de causalité testée chez lanimal, selon laquelle le niveau de consommation en
AGPI n-3 pourrait avoir une influence sur la cognition za des modifications de

Pexpression des récepteurs nucléaires.
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CONCLUSION

Dans un contexte général, ce travail de these s’inscrit dans la recherche en
nutrition humaine qui a pour but de mieux comprendre les relations entre 'alimentation
et la santé. I’approche dans ce domaine a considérablement évolué au cours des dernicres
années. Pendant longtemps, les recherches étaient essentiellement consacrées a I'étude des
effets déléteres, déclenchant ou aggravants, que peuvent générer certains constituants du
régime. Aujourd’hui, un changement profond apparait dans la facon d’aborder les
relations entre 'alimentation et la santé. Une plus grande place est accordée a la recherche
des effets d’'une consommation raisonnable de certains nutriments dans le maintien, sinon
Iamélioration, d’un bon état de santé. Nos orientations de recherche s’inscrivent dans

cette nouvelle perspective.

Nos résultats contribuent a la démonstration d’un effet bénéfique des acides gras
polyinsaturés a longue chaine de la série n-3 sur la plasticité cérébrale et la mémoire
spatiale de travail, au cours du vieillissement. En effet, la supplémentation en EPA/DHA
administrée a partir de la mi-vie maintient en partie les fonctions cérébrales et cognitives
des rats agés. De plus, nos travaux suggerent 'implication des RXR et des protéines de
transport cytosoliques des acides gras dans I’effet neuroprotecteur des AGPI-LC n-3, qui
semblent participer a la régulation de 'expression de genes cibles impliqués notamment

dans la plasticité synaptique et la neurogenese hippocampique.

Il est maintenant bien admis que les récepteurs nucléaires sont des facteurs de
transcription maitres qui, par le biais d’une combinatoire précise, orchestrent la
maintenance des propriétés neurobiologiques qui sous-tendent les processus mnésiques.
De plus, il est bien établi que les mémes récepteurs nucléaires sont aussi les senseurs du
contenu en vitamines ou en lipides de I'alimentation et contrélent la réponse métabolique
au régime. De nombreuses données ont rapporté que le vieillissement, associé chez
certains sujets a un déséquilibre nutritionnel, induit des modifications des profils
d’expression de ces récepteurs dans différents tissus, et que, dans le cerveau, de tels
événements conduisent a des changements neurobiologiques, spécialement des altérations

de la plasticité synaptique.
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Ces modifications neurobiologiques sont ainsi responsables, au moins en partie, du
déclin de mémoire lié a 'age. Les modulations des profils d’expression des récepteurs
nucléaires, observées au cours du vieillissement, ont été attribuées au déclin inexorable de
la biodisponibilit¢é en AR et en hormone thyroidienne, tous les deux ligands des
récepteurs nucléaires. Or, Tactivité des désaturases décline également avec Dage,
conduisant ainsi a une moindre production d’AGPI n-3 a longue chaine. On peut
supposer que ce phénomene est un élément clé dans la mise en place des altérations
neurobiologiques, surtout chez les sujets consommant insuffisamment d’AGPI n-3, et que
la diminution de 'expression des récepteurs nucléaires en particulier les RXRy, que I'on
peut supposer en réponse a linsuffisance ’AGPI-LC de la série n-3 chez le sujet agé,

apporte sa contribution a I'apparition du déclin mnésique lié a ’age.

I1 nous semble aujourd’hui crucial de poursuivre les recherches afin de répondre a
la question de la possible contribution nutritionnelle a la prévention du déclin mnésique
lié a ’age. Une étude récente a montré les effets promnésiants d’une supplémentation en
vitamine A (Mingaud et al., 2008) et nos travaux avec d’autres déja publiés font état d’un
effet positif des AGPI n-3 sur les performances mnésiques, il sera donc capital d’aborder
cette question d’une maniere globale, en intégrant dans notre réflexion 'ensemble de ces

nutriments modulateurs nucléaires.

Dans la littérature, un ensemble de données cohérentes plaide en faveur d’une
hypothese selon laquelle des dérégulations, méme faibles, du taux d’expression des
récepteurs nucléaires pourraient étre a I'origine de nombreuses maladies du vieillissement
tel que le cancer, 'obésité ou encore les maladies neurodégénératives. Il est aujourd’hui
admis que ces récepteurs pourraient étre des marqueurs moléculaires de certaines
pathologies et qu’ils pourraient représenter des cibles moléculaires pour des nutriments ou

des médicaments innovants.

C’est pourquoi, nos travaux s’inscrivent dans la perspective de I’élaboration de
recommandations nutritionnelles chez 'Homme, favorisant un vieillissement dans de

bonnes conditions de santé tant physiques que cognitives.
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