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Résumé :  

L’équilibre alimentaire entre les AGPI n-6 et les AGPI n-3 joue probablement un rôle 
important dans le fonctionnement du système nerveux central et notamment dans la régulation 
de la neurotransmission. Des études suggèrent qu’une déficience en AGPI n-3 renforcerait la 
sensibilité des individus à des agressions de type chronique, tel que le stress ou le vieillissement.  

Notre objectif était de caractériser l’impact des apports alimentaires en AGPI n-3 sur la 
réponse à un stress chronique. Pour cela, la régulation de paramètres biochimiques, 
comportementaux et électrophysiologiques par un stress chronique de contention a été évaluée 
chez le rat recevant différents apports alimentaires en AGPI n-3 (déficients en AGPI n-3 ; 
équilibrés ; enrichis en AGPI-LC n-3). L’influence des glucocorticoïdes (hormones impliquées dans 
la réponse au stress) et des AGPI sur des fonctions cellulaires participant à la transmission 
synaptique a été analysée in vitro par des mesures de libération de neurotransmetteurs sur la 
lignée neuroblastique SH_SY5Y et par l’analyse des propriétés régulatrices astrocytaires en 
culture primaire. 

Nos résultats montrent que, chez le rat, la réponse au stress est modulée par les apports 
alimentaires en AGPI n-3 : la déficience en AGPI n-3 accentue la sensibilité au stress, notamment 
la réduction de l’activité locomotrice et la sensibilité aux environnements anxiogènes ; à 
l’inverse, l’enrichissement en AGPI-LC n-3 atténue la réponse au stress chronique, en réduisant la 
perte de poids, le pic de corticostérone plasmatique et la réponse émotionnelle. Comme le 
suggèrent les résultats obtenus in vitro, ces effets sont liés à des régulations complexes par les 
AGPI et les glucocorticoïdes des paramètres de libération de neurotransmetteur, de la plasticité 
morphologique astrocytaire et de la capacité de capture du glutamate par les astrocytes.  

Mots clés : AGPI n-3, stress chronique, cerveau, comportement, électrophysiologie, 
neurones, astrocytes 

 
Abstract :  

Dietary balance between n-6 PUFA and n-3 PUFA probably plays a major role in the 
regulation of brain function. Some studies suggest that an n-3 PUFA deficiency exacerbates the 
sensitivity of individuals to emotional disturbances, such as chronic stress.  

The aim of our work was to determine the impact of n-3 PUFA dietary intakes on stress 
response. The regulation of biochemical, electrophysiological and behavioural parameters by 
chronic restraint stress has been evaluated in rats receiving different n-3 PUFA supplies (n-3 
PUFA deficient, balanced, n-3 LC-PUFA enriched). In parallel, we have conduced an in vitro study 
to characterize the effects of glucocorticoids (one of the major hormone involved in stress 
response) and of PUFA on the release of neurotransmitter (in human neuroblastoma SH_SY5Y 
cells) and on several astrocytic properties involved in synaptic regulation (in primary culture of 
rat astrocytes).  

In rats, we have shown that stress response is modulated by the n-3 PUFA status: the n-3 
PUFA deficiency exacerbated the sensibility to stress, by aggravating the reduction of locomotor 
activity and the sensibility to anxiogenic environment; conversely, the n-3 LC-PUFA enrichment 
reduced rat responses to chronic stress, by limiting the weight loss, the increase in plasma 
corticosterone and the emotional response. As suggested by the results obtained in vitro, these 
effects are linked to complex influences of PUFA and glucocorticoids on the release of 
neurotransmitter and on astroglial morphological plasticity and glutamate uptake capacity. 

Mots clés : n-3 PUFA, chronic stress, brain, behaviour, electrophysiology, neurons, 
astrocytes 
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Depuis plusieurs décennies, l’alimentation occidentale connaît un déséquilibre 

croissant des apports entre les deux grandes familles d’acides gras polyinsaturés (AGPI) : les 

n-6 et les n-3. Cette évolution des habitudes alimentaires, combinée au faible ratio de 

conversion dans l’organisme du précurseur des AGPI n-3 (acide α-linolénique, ALA, 18:3 n-3) 

en acides gras à longue chaîne, provoque une diminution de la disponibilité tissulaire de ces 

dérivés, en particulier de l’acide docosahexaénoique (DHA, 22:6 n-3).  

Après le tissu adipeux, le cerveau est l’organe le plus riche en lipides (50% de son 

poids sec). Les phospholipides membranaires des cellules du système nerveux central (SNC) 

sont constitués à 33% d’AGPI et notamment de DHA qui peut représenter à lui seul 50% des 

AGPI cérébraux. Des études ont montré que cette composition particulière des membranes 

cérébrales est influencée par les apports alimentaires. Ainsi, la question des conséquences 

sur les fonctions cérébrales d’un apport alimentaire inadéquat en AGPI n-3 a été soulevée.  

Bien que les données à ce sujet restent incomplètes actuellement, les AGPI n-3 

semblent jouer un rôle dans les processus de neuroprotection. Ainsi, chez l’animal, des 

troubles cognitifs tels qu’une diminution des capacités de mémorisation et d’apprentissage 

sont associés à une carence en AGPI n-3. De plus, selon des études épidémiologiques 

menées chez l’homme, des apports élevés en AGPI n-3 garantissant un bon statut cérébral 

en DHA pourraient réduire la prévalence de maladies neuro-dégénératives (telles que 

Alzheimer) ou -psychiatriques (telles que la dépression).  

Les AGPI n-3 sont impliqués également dans une meilleure résistance au stress 

comportemental. En effet, en diminuant l’activation de l’axe hypothalamo-hypophyso-

surrénalien (HHS) et la libération de glucocorticoïdes, ils semblent atténuer les réactions 

liées au stress, telles que les manifestations d’anxiété, d’agressivité ou d’hostilité.  

Enfin, les AGPI n-3 influencent les fonctions cellulaires cérébrales comme la libération 

de neurotransmetteurs par les neurones, la capacité de couplage des astrocytes entre eux 

ou encore la libération de cytokines par la microglie.  

 

Dans ce contexte bibliographique, le projet ANR ALIA NeurΩ3 (2010-2013) tente 

d’établir un lien causal entre le statut en DHA des membranes cérébrales et les processus de 

neuroprotection, au sein d’une organisation particulière : la synapse tripartite 

glutamatergique.  
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Mettant en jeu l’interaction entre les neurones pré- et post-synaptiques et les 

astrocytes, cette synapse joue un rôle clé dans les processus de plasticité cérébrale, 

mémorisation et capacité d’apprentissage et est particulièrement sensible, notamment au 

niveau de l’hippocampe, au vieillissement et/ou au stress. Les astrocytes jouent un rôle 

important dans la régulation de la neurotransmission et dans le maintien de l’homéostasie 

synaptique, notamment en purifiant le milieu extracellulaire du glutamate en excès. En cas 

de rupture de l’homéostasie cérébrale, des mécanismes pro-inflammatoires se mettent en 

place via la microglie. Dans un premier temps, ces processus favorisent la réparation des 

dommages cérébraux, notamment en activant de manière réversible les astrocytes qui vont 

ainsi renforcer leurs fonctions neuroprotectives. Cependant, si la stimulation aversive 

devient trop intense ou trop répétée, les réactions engendrées peuvent devenir délétères et 

accentuer les dommages cérébraux. Les astrocytes activés subissent alors une altération 

irréversible de leur phénotype et perdent leurs capacités protectrices et réparatrices, 

processus appelé la gliose réactionnelle. 

  Les AGPI n-3 sont d’importants constituants des membranes cérébrales et leurs 

dérivés interviennent dans les processus anti-inflammatoires. Ces mécanismes pourraient 

être la source des effets neuroprotecteurs des AGPI n-3.  

Ainsi, le projet ANR ALIA NeurΩ3, basé sur un protocole d’altération de l’homéostasie 

cérébrale par un stress chronique de contention, cherche, par une approche 

multidisciplinaire, à déterminer le rôle des AGPI n-3 dans les phénomènes de 

neuroprotection à différents stades de la vie.  

 

Ma thèse est ancrée dans le projet ANR ALIA NeurΩ3 et a pour but d’étudier le rôle 

potentiellement neuroprotecteur des AGPI n-3 sur les altérations cérébrales induites par un 

stress chronique. Pour cela, deux approches ont été utilisées.  

Une étude in vivo chez le rat nous a permis d’appréhender le rôle joué par les 

apports alimentaires en AGPI n-3 sur les modulations du fonctionnement cérébral liées à un 

stress chronique de contention. Nous nous sommes intéressés à la plasticité de la synapse 

glutamatergique du CA1 de l’hippocampe, en étudiant, par des mesures 

électrophysiologiques, les processus de LTP (Long-Term Potentiation) et LTD (Long-Term 

Depression) fortement impliqués dans la mémorisation et l’apprentissage. En parallèle, nous 

avons effectué une batterie de tests comportementaux, visant à caractériser l’activité 
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locomotrice, la réponse émotionnelle, ainsi que les capacités d’apprentissage et de 

mémorisation des rats. D’un point de vue biochimique, des dosages de la corticostérone 

plasmatique (hormone du stress chez le rat) ont été effectués afin de caractériser la réponse 

au stress. De plus, la composition lipidique des tissus cérébraux a été caractérisée et 

l’expression protéique et génique de marqueurs du stress, du fonctionnement de la synapse 

tripartite glutamatergique, ainsi que du métabolisme lipidique ont été analysées.   

En parallèle, nous avons mené une étude in vitro visant à caractériser les mécanismes 

d’action des AGPI n-3 et des glucocorticoïdes sur les partenaires cellulaires impliqués dans la 

synapse glutamatergique : neurones et astrocytes. Ainsi, les effets de la supplémentation en 

AGPI et en hormone du stress sur la modulation de la neurotransmission dans une lignée de 

cellule de type neuronal (neuroblastomes humains) ont été étudiés à travers la mesure de 

capture et de libération en condition basale ou stimulée de neurotransmetteur radiomarqué 

au tritium. De plus, sur un modèle de culture primaire d’astrocytes de rats, l’impact croisé 

des AGPI et des glucocorticoïdes a été évalué en observant la morphologie cellulaire en 

immunohistochimie, ainsi que la capacité de transport du glutamate des cellules. 
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Figure 1 : Structure et nomenclature des acides gras polyinsaturés (AGPI) : Exemple des 

précurseurs de familles d’AGPI n-6 et AGPI n-3 
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Partie 1 : Les acides gras polyinsaturés (AGPI), molécules indispensables au bon 

fonctionnement du système nerveux central (SNC) 

I. Contexte nutritionnel de l’étude 

I.1 Définition des AGPI 

I.1.1 Les acides gras 

Les acides gras (AG) sont des molécules hydrophobes. Acides carboxyliques 

aliphatiques, ils sont composés d’une chaîne linéaire carbonée allant de 4 à 28 carbones 

portant une extrémité méthyle (-CH3) et une extrémité carboxyle (-COOH). On distingue 3 

types d’acides gras en fonction de leur degré d’insaturation : les acides gras saturés (AGS), 

dont tous les atomes de carbone sont saturés en hydrogène, les mono-insaturés (AGMI), qui 

comportent une seule double liaison et les polyinsaturés (AGPI), qui possèdent au moins 2 

doubles liaisons (Guesnet et al, 2005). 

La nomenclature biochimique les répertorie en fonction de leur nombre de carbones, 

degré d’insaturation et position de leurs doubles liaisons. Ainsi, ils sont notés C x : y n-Z (ou 

ωZ), où x correspond au nombre de carbones, y à celui de doubles liaisons et Z à la position 

de la première double liaison à partir de l’extrémité méthylée de la chaîne carbonée (Figure 

1). Les doubles liaisons sont séparées systématiquement par 3 atomes de carbone.   

Les propriétés physiques et chimiques des acides gras dépendent de la longueur de 

leur chaîne carbonée et du nombre de double liaison. Ainsi, plus la chaîne carbonée est 

longue, plus la solubilité de ces molécules dans l’eau est faible ; de même, le degré 

d’insaturation entraîne une diminution du point de fusion (ce qui explique que les huiles 

sont riches en AGPI, tandis que le beurre contient essentiellement des AGS). 

I.1.2 Les 2 principales séries d’AGPI (Figure 2) 

On distingue 2 principales séries d’AGPI : les AGPI n-6 et les AGPI n-3, qui se 

distinguent par la position de leur première double liaison à partir de l’extrémité méthyle 

(entre le 6e et 7e carbone pour les AGPI n-6 ; entre le 3e et 4e carbone pour les AGPI n-3). 

Contrairement aux précurseurs d’autres familles minoritaires d’AGPI (les n-7 et les n-9), les 

précurseurs de ces 2 familles, l’acide linoléique (LA, 18 :2n-6) pour les AGPI n-6 et l’acide α-

linolénique (ALA, 18 :3n-3) pour les AGPI n-3 ne peuvent être synthétisés par l’organisme  
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Figure 2 : Voie de bioconversion des principales familles d’acides gras polyinsaturés 

(adapté de Legrand, 2007) 

AA : Acide Arachidonique ; DPA : Acide DocosaPentaénoïque ; EPA : Acide EicosaPentaénoïque ; 

DHA : Acide DocosaHexaénoïque ; ε : élongase ; ∆5, ∆6, ∆9, ∆12, ∆15 : désaturases 
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chez les Mammifères faute de matériel enzymatique adéquat (absence des enzymes 

désaturases ∆12 et ∆15 nécessaires à leur synthèse respective à partir de l’acide oléique 

(18:1 n-9) et doivent donc obligatoirement être apportés par l’alimentation ; ils sont ainsi 

qualifiés d’indispensables. 

Une fois absorbés, ces précurseurs conduisent à la synthèse spécifique au niveau du 

foie d’AGPI à longue chaîne (AGPI-LC). Dans le réticulum endoplasmique (RE), les 

précurseurs subissent une série de désaturations (ajout de doubles liaisons) et d’élongations 

(ajout d’atomes de carbones) successives à partir de leur extrémité carboxyle, permettant 

notamment la synthèse de l’acide arachidonique (AA, 22:5 n-6) et l’acide 

eicosapentaénoique (EPA, 20:5 n-3). La synthèse des acides docosapentaénoique (DPA, 22:5 

n-6) et docosahexaenoique (DHA, 22:6 n-3) est réalisée dans les peroxysomes par β-

oxydation partielle d’AGPI à 24 carbones (Moore et al, 1995 ; Sprecher, 2002 ; Burdge et 

Calder, 2005). En condition d’apport alimentaire équilibré, la voie de synthèse de la famille 

des AGPI n-6 s’arrête au niveau de l’AA ; mais lors d’une déficience en AGPI n-3, celle-ci se 

poursuit jusqu’à la production de DPA n-6 qui vient totalement compenser la diminution de 

DHA et peut ainsi être considérée comme un marqueur de la carence en AGPI n-3. Les deux 

voies de conversion des familles n-3 et n-6 sont indépendantes l’une de l’autre et il n’existe 

donc aucune conversion possible entre les n-6 et les n-3 (Legrand, 2004 ; Guesnet et al, 

2005).  

Les désaturases (∆5 et ∆6) utilisées étant communes aux 2 voies de conversion, il 

existe une compétition métabolique entre les familles de n-6 et n-3. La quantité de dérivés 

synthétisés est donc fortement influencée par les apports alimentaires en précurseurs, et 

plus particulier par le rapport entre LA et ALA. Cependant, les AGPI-LC peuvent également 

être apportés directement par l’alimentation. 

La synthèse en AGPI-LC reste cependant minoritaire (inférieure à 5%) par rapport à la 

dégradation des précurseurs par β-oxydation (60% en 7 jours chez l’homme ; Cunnane, 

2001) pour fournir de l’énergie à l’organisme (Brenna et al, 2009 ; Plourde and Cunnane, 

2007 ; Sinclair et al, 2002) et à l’utilisation comme source d’acétate pour la synthèse d’acides 

gras saturés et monoinsaturés (Brenna, 2002). Cette conversion est cependant plus 

importante chez les femmes que chez les hommes, du fait de l’activation de la voie 

peroxisomale et de la régulation de l’activité et de l’expression des désaturases impliquées  



 28 

 

 

 

 

 

 

 

0%

20%

40%

60%

80%

100%

Te
n

e
u

r 
m

o
ye

n
n

e
 e

n
 a

ci
d

e
s 

gr
as

 (
g/

1
0

0
g 

d
'h

u
ile

)

Ara
ch

ide

To
urn

eso
l

Pép
in

 d
e r

aisi
n

M
aïs

Colza So
ja

Noix

Germ
e d

e b
lé

Oliv
e

Type d'huile

AGS

AGMI

AGPI 18:2 n-6

AGPI 18:3 n-3

 

Figure 3 : Composition moyenne en acides gras des principales huiles végétales de 

consommation courante 

AGS : Acides Gras Saturés ; AGMI : Acides Gras MonoInsaturés ; AGPI : Acides Gras PolyInsaturés 
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par les hormones féminines (Burdge et Calder, 2005 ; Extier et al, 2009 ; Extier et al, 2010). 

La compétition métabolique ne concerne pas seulement les désaturases, mais également les 

acyltransférases (incorporation dans les phospholipides) et les enzymes de synthèse des 

eicosanoïdes (prostaglandines et thromboxanes) (Legrand, 2004 ; Burdge et al, 2005). 

I.2 Déséquilibre alimentaire des populations occidentales 

I.2.1 Sources alimentaires en AGPI 

Les précurseurs des 2 grandes familles d’AGPI, sont indispensables et doivent donc 

être apportés par l’alimentation via les matières grasses végétales (Figure 3). Les huiles de 

maïs, tournesol et arachide sont riches en acide linoléique. Les huiles de colza, noix, soja et 

lin (cette dernière n’est autorisée en France pour la consommation que depuis 2009) sont 

riches en acide α-linolénique, contenant en moyenne 7 à 14 % des AG totaux. Parmi ces 

huiles, l’huile de colza est particulièrement intéressante, car elle contient peu de LA qu’il 

n’est pas tenu d’augmenter dans l’alimentation occidentale actuelle (18-22% contre 50-65% 

dans les autres huiles) et a un taux d’ALA en position sn2 plus important ce qui est un atout 

pour son métabolisme (58% contre 31-32% dans les autres huiles) (Combe et Boué-Vaysse, 

2004).  

Les AGPI à longue chaîne peuvent être synthétisés dans l’organisme, mais également 

apportés par l’alimentation. Ainsi, la viande, les abats et les œufs apportent principalement 

des AGPI-LC n-6, tandis que les dérivés à longue chaîne de la famille des n-3 sont apportés 

par les produits marins (poissons gras et crustacés) (Legrand, 2004).  

Actuellement, on cherche à augmenter la teneur en 18:3 n-3 et en dérivés à longue 

chaîne des produits carnés et laitiers, en contrôlant l’alimentation des animaux d’élevage et 

par exemple en leur apportant des graines de lin ou des huiles de poissons. Une étude basée 

sur la consommation de produits d’animaux d’élevage dont le contenu en ALA a été en 

moyenne doublé par l’introduction de graines de lin extrudées dans leur alimentation a 

montré un doublement du niveau d’ALA dans le sérum des sujets ayant consommé ces 

produits comparés aux témoins (Weill et al, 2002). 

I.2.2 Apports Nutritionnels Conseillés (ANC)  

Les Apports Nutritionnels Conseillés (ANC) chez l’homme ont été établis en 2001 par 

l’Agence Française de Sécurité Sanitaire des Aliments (AFSSA), puis réévalués en 2010. Les  
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Besoin 

physiologique 
minimal 

Prévention du risque 

ANC 2010 
  

Syndrome 
métabolique-

diabète-obésité 

Pathologies 
cardiovasculaires 

Cancers: sein 
et côlon 

Pathologies 
neuro-

psychiatriques 

Autres 
pathologies 

Lipides Totaux 30 30-40 35-40 35-40 35-40 ≤ 40 35-40 

A
G

 in
d

is
p

en
sa

b
le

s Acide linoléique                   
LA, C18:2 n-6 

2 2 5 2 2 ≤ 4 4 

Acide α-linolénique               
ALA, C18:3 n-3 

0,8 0,8 1 0,8 0,8 0,8 1 

Acide docosahéxaénoique 
DHA, C22:5 n-3 

250 mg 

500 mg 500-750 mg 500 mg ≥ 200-300 mg 500 mg 

250 mg 

A
G

 n
o

n
 in

d
is

p
en

sa
b

le
s 

Acide Eicospentaénoique 
EPA, C20:5 n-3 

/ 250 mg 

Acide laurique (C12:0 )+ 
Acide myristique (C14:0) + 
Acide palmitique (C16:0) 

/   ≤ 8       ≤ 8 

Acides gras saturés totaux /   ≤ 12 ≤ 12     ≤ 12 

Acide oléique                           
C18:1 n-9 

/   ≤ 20       15-20 

Tableau 1 : Apports Nutritionnels Conseillés (ANC) pour un adulte consommant 2000 Kcal (Avis du 1e mars 2010 de l’AFFSA) 

Les valeurs sont exprimées, excepté pour l’EPA et le DHA, en pourcentage de l’apport énergétique sans alcool, que l’on appellera « apport énergétique » 

(AE), par souci de simplification. Dans le cas du DHA (acide docosahexaénoique, C22 :6 n-3) et de l’EPA (acide eicosapentaénoique, C20 :5 n-3), les valeurs 

sont exprimées en milligrammes dans la mesure où les études disponibles ont utilisé cette unité.  
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ANC sont des valeurs de référence, qui couvrent les besoins physiologiques d’un individu en 

bonne santé (Tableau 1).  

Chez l’adulte, la part lipidique dans l’apport énergétique total (AET) est fixée à 35-

40%. De plus, des recommandations particulières ont été établies en fonction des différents 

types d’acides gras concernés. Nous ne parlerons ici que des apports concernant les 2 

grandes familles d’AGPI : les AGPI n-6 et les AGPI n-3.  

Pour l’acide linoléique, précurseur des AGPI n-6, l’ANC a été fixé à 4% des apports 

énergétiques (soit 10 g/jour chez l’homme adulte et 8 g/jour chez la femme adulte), tandis 

que pour l’acide α-linolénique, à 1 % des apports énergétiques totaux (soit 2,5 g/jour chez 

l’homme adulte et 2 g/jour chez la femme) (Combe et Boué-Vaysse, 2004). De plus, il est 

important de bien équilibrer les apports en AGPI n-6 par rapport à ceux en AGPI n-3, pour 

palier aux problèmes de concurrence métabolique entre les 2 voies de conversion. Ainsi, 

dans le cadre d’un régime alimentaire global, il est recommandé que le rapport entre LA et 

ALA soit inférieur à 5. 

Des ANC ont également été établis pour les AGPI-LC n-3. Ainsi, il est recommandé 

d’apporter 500mg d’AGPI-LC n-3/jour à l’organisme dont 250 mg de DHA. En effet, le taux de 

conversion du précurseur ALA en DHA dans l’organisme est insuffisant pour satisfaire les 

besoins de ce dernier. 

I.2.3 Etudes épidémiologiques de consommation  

Différentes études se sont intéressées aux apports alimentaires en AGPI n-3 au sein 

de la population française. L’étude SU.VI.MAX (Hercberg et al, 1998 ; Astorg et al, 2004), 

menée dans les années 90, s’intéresse aux habitudes alimentaires d’un échantillonnage de la 

population française et a permis plus particulièrement d’estimer leur consommation en AGPI 

n-6 et n-3. Concernant la consommation en AGPI à longue chaîne via les produits marins, 

une étude de consommation utilisant la méthode de bilan d’approvisionnement alimentaire 

définie par la FAO (FAO, 2002 et 2003) a été mise en place en 2005 (Bourre et Paquotte, 

2007). Une étude réalisée sur une population de femmes d’Aquitaine a également été 

menée afin de déterminer la consommation réelle d’acide α-linolénique (Combe et Boué, 

2001). Ces études sont basées sur l’analyse de questionnaires alimentaires, associée à des 

tables de composition en nutriments des aliments.  
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Figure 4 : Teneur des principaux AGPI des phospholipides des membranes du cortex 

cérébral : exemple de la phosphatidyléthanolamine (PE) (Tinoco, 1982) 
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Il ressort de ces études que la consommation en ALA est inférieure à celle préconisée 

par les ANC et ce quelque soit l’âge ou le sexe de la population étudiée. En effet, en France, 

l’ALA représente en moyenne 0,38% de l’énergie ingérée avec 95% de la population en-

dessous de 0,5% ; ceci correspond à la plus faible consommation au sein des pays 

européens, mais également par rapport à d’autres pays industrialisés tels que les Etats-Unis, 

le Japon ou l’Australie (Astorg et al, 2004). En parallèle, il y a peu de variations entre les 

populations de la consommation de LA qui couvre bien les besoins de l’organisme. Il en 

résulte donc un ratio d’apports des précurseurs trop élevé au sein de la population 

française ; autour de 14 au lieu de 5. Ce ratio est doublé au niveau du tissu adipeux, 

traduisant un stockage deux fois plus faible de l’ALA comparé au LA (Combe et Boué, 2001).  

Si on s’intéresse aux longues chaînes, l’étude SU.VI.MAX montre que la 

consommation en AGPI-LC n-3 est en moyenne de 497,3 +/- 325,1 mg/jour chez l’homme 

adulte et 399,6 +/- 286 mg/jour chez la femme dont 55% de DHA, 30% d’EPA et 15% de DPA. 

Cela couvre les apports recommandés chez l’homme, pas tout à fait chez la femme, mais il 

est important de noter les fortes variations inter-individu (Astorg et al, 2004). La source 

majoritaire d’AGPI-LC n-3 étant constituée par les produits de la mer, une étude a montré 

que les 5 poissons les plus contributoires aux apports en DHA en France sont le saumon 

(47,6 mg/jour/personne), la sardine (28,4 mg/jour/personne), le thon (20,5 

mg/jour/personne), le maquereau (15,7 mg/jour/personne) et le hareng (12,4 

mg/jour/personne), qui fournissent ensemble 63% des apports en DHA (Bourre and 

Paquotte, 2007). 

Le déséquilibre alimentaire entre les deux familles d’AGPI n-3 et n-6 est également 

retrouvé dans d’autres pays industrialisés tels que l’Australie (Ollis et al, 1999 ; Meyer et al, 

2003) ou les Etats-Unis (Kris-Etherton et al, 2000).  

II. AGPI n-3 et cerveau 

II.1 Statut lipidique particulier du cerveau 

II.1.1 Composition lipidique cérébrale générale (Figure 4)  

Après le tissu adipeux, le cerveau est l’organe le plus riche en lipides. En effet, les 

lipides constituent 50 à 60% de son poids sec (Sastry, 1985), principalement sous la forme de 

phospholipides (PL). Ces PL se distinguent par leur richesse en AGPI, qui représentent 33% 
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des acides gras (Yehuda et al, 1999 ; Alessandri et al, 2004) et plus particulièrement les AGPI-

LC tel que l’AA et le DHA. Ainsi, le DHA et l’AA représentent à eux seuls 50% et 30% 

respectivement des AGPI des PL cérébraux. Les précurseurs sont, quant à eux, 

principalement oxydés ou accumulés dans les triglycérides de réserve et sont donc 

quasiment absents des phospholipides membranaires (Cunnane et Anderson, 1997). 

Les 3 classes majoritaires de phospholipides cérébraux sont la phosphatidylcholine 

(PC, 42-44 % des PL totaux), la phosphatidyléthanolamine (PE, 36-40 % des PL totaux) et la 

phosphatidylsérine (PS, 11-13 % des PL totaux), mais il existe également des classes 

minoritaires telles que la sphingomyéline (SM, 5-6 % des PL totaux) et le phosphatidylinositol 

(PI, 2-3 % des PL totaux) (Sastry, 1985). Ces classes de phospholipides cérébraux présentent 

des proportions différentes d’acide gras. Ainsi, si la PC est la classe la plus représentée de 

phospholipides dans le cerveau, ce sont les PE et PS qui sont les plus riches en AGPI n-3 et 

notamment en DHA (Garcia et al, 1998).  

II.1.2 Spécificités régionales et cellulaires  

Le métabolisme lipidique cérébral n’est pas homogène et il existe notamment des 

spécificités régionales et cellulaires.  

Des analyses de la composition lipidique de différentes zones cérébrales ont été 

établies lors d’études menées sur la souris et sur le rat. Celles-ci ont montré que les AGPI n-

6, notamment l’AA, sont particulièrement présents au niveau de la glande pituitaire et 

l’hippocampe, tandis que le pourcentage d’AGPI n-3, en particulier en DHA, est davantage 

élevé dans le cortex frontal (Delion et al, 1997 ; Carrié et al, 2000 ; Xiao et al, 2005).  

Bien que la majorité du DHA et de l’AA présents dans les membranes cérébrales 

provienne du stock plasmatique (Spector, 2001), il semblerait que les astrocytes (Williard et 

al, 2001 ; Moore et al, 1991), et dans une moindre proportion les cellules endothéliales 

(Bernoud et al, 1998), sont capables de synthétiser ces AGPI-LC à partir de leurs précurseurs. 

Ces types cellulaires participeraient ainsi à moindre échelle au maintien de la composition 

lipidique cérébrale, par une synthèse et une libération locale d’AGPI vers les neurones, 

incapables d’effectuer cette synthèse (Moore, 2001).  
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II.2 Importance des apports alimentaires durant la période périnatale 

II.2.1 Incorporation des AGPI dans les membranes cérébrales  

L’incorporation des AGPI dans les membranes des cellules cérébrales (neurones, 

astrocytes, oligodendrocytes, microglie) s’effectue massivement durant la période 

périnatale, du dernier trimestre de la grossesse à l’âge de 18 mois environ (Lauritzen et al, 

2001 ; Clandinin, 1999). Celle-ci correspond à la période active de neurogenèse, migration et 

différenciation neuroblastique, synaptogenèse et myélinisation axonale (McNamara et 

Carlson, 2006). Chez l’Homme, on estime le taux d’incorporation du DHA dans les 

membranes cérébrales à 3mg/jour pendant le dernier trimestre de grossesse, puis 5 mg/jour 

pendant les premiers mois de la vie du nourrisson (Cunnane, 2000). Durant les 6 premiers 

mois de la vie postnatale, le cerveau accumule ainsi 50% du DHA corporel total incorporé, 

soit environ 900mg. 

Durant cette période périnatale, le DHA est apporté via le placenta puis le lait 

maternel (Innis, 2004 ; Innis, 2005) dont la composition est fortement influencée par les 

apports alimentaires de la mère. Lors de la grossesse, on observe notamment que le 

placenta pompe sélectivement le DHA  et l’AA maternel comparé aux autres acides gras 

(Larqué et al, 2003 ; Gil-Sanchez et al, 2010), afin de subvenir aux besoins du fœtus en 

développement ; ainsi, les concentrations placentaires en DHA et AA sont supérieures à 

celles observées dans les tissus maternels. C’est ce qu’on appelle le processus de 

biomagnification (Crawford et al, 1976). Les mécanismes de transfert des AGPI de la mère au 

placenta sont encore peu connus, bien que certaines pistes semblent se dessiner (pour 

revue, Duttaroy, 2009). Ainsi, si la diffusion passive reste un mécanisme possible, il 

semblerait que le transfert des AGPI maternels vers le placenta implique des protéines de 

transport membranaire spécifiques telles que Fatty Acid Transporter 4 (FAT4), plasma 

membrane Fatty Acid Binding Protein (FABPpm), Fatty Acid Transport Protein (FATP 1-6), 

Fatty Acid Translocase (FAT/CD36) ou intracellular Fatty Acid Binding Proteins (FABPs) 

(Campbell et al, 1998 ; Cunningham et McDermott, 2009). L’expression des gènes 

correspondant à ces protéines est fortement régulée par les facteurs de transcription 

nucléaires (PPARs, LXR, RXR, SREBP-1), qui jouent donc également un rôle dans 

l’accumulation placentaire d’AGPI-LC (Duttaroy, 2004 ; Xu et al, 2007 ; Wang et al, 2002).   
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II.2.2 Conséquence d’une déficience ou d’une supplémentation en AGPI n-3 alimentaires 

sur la composition lipidique cérébrale 

En modulant les apports alimentaires en AGPI de la mère durant la période critique 

d’accumulation des AGPI chez le fœtus en développement (gestation-lactation) et/ou de la 

descendance par la suite, il est possible de modifier la composition lipidique cérébrale chez 

le rat.  

En éliminant l’apport d’AGPI n-3 dès les périodes de gestation-lactation des mères, 

on observe une chute de DHA cérébral de 50%, qui s’accompagne d’une incorporation 

accrue compensatrice de DPA n-6 (22:5 n-6) (Bourre et al, 1984 ; Aïd et al, 2003). Des 

résultats similaires ont été obtenus chez l’humain ; une étude a notamment montré une 

chute de 50% du DHA dans le cerveau de nouveaux nés nourris avec des formules 

dépourvues en DHA comparativement aux bébés nourris au lait maternel (Cunnane, 2000). 

Toutes les structures cérébrales sont affectées par ces modifications de la composition 

lipidique suite à une déficience, cependant l’amplitude des variations diffère d’une région à 

l’autre. Ainsi, le cortex frontal semble plus sensible comparé à d’autres structures telles que 

l’hippocampe, l’hypothalamus, le striatum et le cervelet (Levant et al, 2007; Favrelière et al, 

1998). 

A l’inverse, enrichir le régime AGPI n-3, permet de favoriser l’accumulation du DHA 

dans les organes et en particulier dans le cerveau. Cet enrichissement peut se faire soit via le 

précurseur ALA, soit par l’ajout d’AGPI-LC  n-3 préformés. Si la source d’AGPI n-3 ne semble 

ne pas influencer son utilisation et accumulation dans les tissus chez la mère ou le fœtus 

(Valenzuela et al, 2004), l’équipe de Talahalli et al (2010) a mis en évidence que chez le 

raton, l’apport alimentaire de DHA+EPA préformé favoriserait sa rétention dans le sérum et 

le foie et son accrétion dans les tissus tels que le cerveau. Ainsi, en enrichissant les apports 

alimentaires des femelles en gestation en AGPI-LC n-3 via des huiles de poisson,  on observe 

une augmentation significative du contenu plasmatique et hépatique en AGPI n-3 (DHA et 

EPA), associée à une diminution de la proportion en AA (Childs et al, 2010). Ces modulations 

du contenu lipidique sont retrouvées dans de moindres proportions au niveau cérébral. 

Cependant, tout comme pour la déficience, il existe des spécificités régionales. Ainsi suite à 

un enrichissement du régime pendant la gestation et à l’âge adulte, l’hippocampe, ainsi que 

le bulbe olfactif, semble accumuler préférentiellement le DHA comparé au cortex frontal 

(Chung et al, 2008).  
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II.3 AGPI et fonctionnement cérébral 

De nombreuses études expérimentales ont démontré qu’une déficience en AGPI n-3 

était associée à des perturbations du fonctionnement cérébral, avec des conséquences sur 

certains types de comportements (Fedorova et Salem, 2006).  

Ainsi, il a été démontré qu’une déficience en AGPI n-3 est associée à une diminution 

des capacités d’apprentissage et de mémorisation chez les rongeurs (Fedorova et al, 2007 ; 

Fedorova et al, 2009 ; Su, 2010). Ainsi dans des tests d’apprentissage spatial tels que le 

labyrinthe de Barnes ou la piscine de Morris, les animaux déficients effectuent davantage 

d’erreurs et nécessitent un temps plus long pour acquérir l’apprentissage. A l’inverse, un 

enrichissement des apports alimentaires en AGPI n-3 améliore les performances des 

animaux dans un test d’apprentissage spatial (Vinot et al, 2011). Chez l’Homme, des études 

portant sur la supplémentation en AGPI n-3 durant la période périnatale ont mis en évidence 

un effet bénéfique du DHA sur les capacités visuelles et cognitives des enfants (Boucher et 

al, 2011 ; Helland et al, 2003 ; Helland et al, 2008 ; Judge et al, 2007). Les enfants dont la 

mère a suivie un régime enrichi en AGPI n-3 au cours de sa grossesse présentent ainsi de 

meilleures capacités mnésiques et des scores au test de QI supérieurs.  

Les modifications de teneurs cérébrales en DHA induites par les apports alimentaires 

semblent également moduler la réactivité et la sensibilité des individus aux troubles de 

l’humeur ou au stress (Mathieu et al, 2008 ; Takeuchi et al, 2003 ; Harauma et Moriguchi, 

2011 ; Delarue et al, 2003). Ainsi, de nombreuses études d’observation et expérimentales 

ont établi une corrélation inverse entre la consommation et le statut cérébral en AGPI n-3 et 

la prévalence de la dépression (Liperoti et al, 2009) et des troubles anxieux (Ross et al, 2009) 

ou encore l’apparition de comportements hostiles et agressifs (Delarue et al, 2003 ; 

Hamazaki et Hamazaki, 2008). A l’inverse, une supplémentation en AGPI n-3 est associée à 

une réduction de l’anxiété (Vinot et al, 2011 ; Trofimiuk et Braszko, 2011) ou dans les cas de 

dépression à une atténuation des symptômes (Freeman et al, 2006).  

III. Mécanismes d’action des AGPI dans le cerveau 

Les acides gras sont une des principales sources d’énergie pour l’organisme. 

Cependant, ils ont également d’autres fonctions et les AGPI interviennent notamment via 3 

grands procédés : en modulant les propriétés physico-chimiques et dynamiques des 

membranes cellulaires, en servant de précurseurs à la synthèse de dérivés oxygénés et en  
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Figure 5 : Principaux modes d’action des AGPI dans la physiologie cellulaire 

Le ratio AA/DHA dans les phospholipides membranaires module la physiologie cellulaire en modifiant 

l’environnement physico-chimiques des protéines membranaires (enzymes, récepteurs et canaux), 
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régulant la transcription de gènes via l’activation de facteurs de transcription (Figure 5) 

(Guesnet et al, 2005).  

III.1 Rôle structural 

Les LC-AGPI, en particulier DHA et AA, sont des constituants importants des 

phospholipides membranaires et peuvent ainsi jouer un rôle sur l’activité de certaines 

enzymes, transporteurs, récepteurs et canaux ioniques présents au sein des membranes. 

III.1.1 Les AGPI dans les phospholipides membranaires  

Les phospholipides sont constitués d’une molécule de glycérol estérifiée par 2 acides 

gras (en position sn1 et sn2) constituant les 2 queues hydrophobes et par un acide 

phosphorique (en position sn3) lié ou non à un alcool aminé constituant la tête polaire de la 

molécule. Leur dénomination prend en compte la nature de l’alcool aminé. Au niveau des 

membranes cérébrales, on retrouve ainsi 3 classes principales : les phosphatidylcholines, les 

phosphatidylethanolamines et les phosphatidylsérines. Les phospholipides sont donc des 

molécules amphiphiles qui vont spontanément s’organiser en bicouche et participer à la 

formation des membranes cellulaires. Concernant les acides gras, si la position sn1 est 

souvent occupée par un acide gras saturé tel que l’acide stéarique (C 18:0), on trouve en 

position sn2 un acide gras insaturé, en particulier le DHA ou l’AA.  

Bien que la nature des pools d’AGPI plasmatiques soit variée (lipoprotéines, 

lysophosphatidylcholines, acides gras non estérifiés), les acides gras non estérifiés 

constituent la principale source des AGPI cérébraux (Chen et al, 2008). Une fois dans les 

cellules, les AGPI sont activés par addition d’un groupe acyl-CoA via des protéines de 

transport des acides gras (FATP, Fatty Acid Transport Protein) ayant une activité 

enzymatique d’acyl-CoA synthetase (Milger et al, 2006 ; Jia et al, 2007). Puis ils sont 

transférés vers les positions sn2 vacantes des phospholipides membranaires grâce à une 

enzyme fatty acyl transferase.  

III.1.2 Mécanismes d’action des AGPI membranaires  

L’action des AGPI membranaires peut s’effectuer soit directement en créant un 

micro-environnement membranaire flexible, qui favoriserait les changements de 
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conformation nécessaire à l’activité de certaines protéines, soit indirectement en induisant 

la formation de micro-domaines ordonnés appelés « rafts lipidiques ».  

Contrairement aux acides gras saturés qui ont une conformation droite et rigide, les 

AGPI, de part la présence de leurs doubles liaisons, présentent un certain nombre de 

courbures de leur chaîne carbonée qui leur permettent d’adopter différentes conformations. 

Ceci permet de moduler leur encombrement stérique au sein des membranes et donc les 

propriétés physiques de ces dernières (Marszalek et Lodish, 2005). Ainsi, le DHA joue sur la 

fluidité membranaire, mais également sur sa perméabilité et sur son élasticité (Stillwell et 

Wassal, 2003). Les membranes naturellement riches en DHA, telles que les synaptosomes et 

les cellules de la rétine, présentent une prédisposition à former des vésicules et à fusionner 

(Salem et al, 1986 ; Stillwell et Wassal, 2003). Ces modulations des propriétés membranaires 

semblent jouer un rôle dans l’activité et les interactions de certaines protéines, notamment 

des récepteurs couplés à une protéine G. Ainsi au niveau des photorécepteurs de la rétine, 

les changements de conformation de la rhodopsine (photo-pigment rétinien intervenant 

dans la réception et la transduction du signal visuel) sont modulés par la composition des 

phospholipides membranaires, et notamment par la concentration en DHA (Niu et al, 2004 ; 

Litman et al, 2001).  

Les AGPI jouent également un rôle dans la formation de microdomaines 

membranaires, tels que les rafts lipidiques. Des études suggèrent notamment que la faible 

affinité des AGPI à longue chaîne tel que le DHA pour le cholestérol favoriserait la 

ségrégation latérale de micro-domaines riches ou pauvres en cholestérol (Chapkin et al, 

2008 ; Shaikh et al, 2004 ; Yaqoob, 2009). Les rafts lipidiques ont ainsi été décrits comme des 

régions membranaires rigides riches en sphingolipides et en cholestérol (Simons et al, 1997). 

Cet environnement particulier est favorable à l’activité de certaines protéines intégrées 

comme notamment les protéines du complexe SNARE impliquées dans l’exocytose ou les 

protéines membranaires associées aux cascades de signalisation cellulaire (Allen et al, 2007 ; 

Gil et al, 2005 ; Salaün et al, 2004 ; Lang, 2007). 

Pour illustrer l’importance du DHA à ce niveau, citons les travaux de l’équipe de Kim 

(Kim et al, 2010) qui ont montré que le DHA favorise l’accumulation de phosphatidylsérine 

(PS) au niveau des membranes, ce qui aurait un rôle neuroprotecteur en inhibant l’apoptose 
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des cellules. En effet, l’accumulation de PS dans les membranes favoriserait la translocation 

et l’activation des voies Akt, Raf et PKC. Ces voies de signalisation vont alors inhiber la 

caspase 3, membre de la famille des cysteine proteases impliquées dans les phénomènes 

d’apoptose.  

III.2 Action des AGPI libres 

III.2.1 Libération des AGPI membranaires  

Si les AGPI sont d’importants constituants membranaires, ils sont également 

continuellement libérés des phospholipides membranaires sous l’action des phospholipases 

A2 (PLA2) (Farooqui et Horrocks, 2006). Différentes isoformes de PLA2 ont été décrites dans 

le cerveau, parmi lesquelles se trouvent notamment la sPLA2 (secretory PLA2), la cPLA2 

(cytosolic PLA2) et la iPLA2 (Ca2+-independant PLA2) (Farooqui et Horrocks, 2004 ; Burke et 

Dennis, 2009 ; Rosa et Rapoport, 2009). Ces différentes isoformes sont caractérisées par leur 

structure, mais également leurs propriétés enzymatiques, leur spécificité de substrat et leur 

localisation subcellulaire. 

Ainsi, l’isoforme cytosolique Ca2+-dépendante cPLA2, répartie uniformément au sein 

du cerveau, est exprimée aussi bien au niveau des neurones que des astrocytes (Farooqui et 

Horrocks, 2004) et présente une plus forte affinité pour l’acide arachidonique (Leslie, 2004 ; 

Shikano et al, 1994). L’isoforme Ca2+-indépendante est majoritaire au niveau cérébral et 

semble participer à près de 70% de l’activité PLA2 dans le cerveau, notamment au niveau de 

l’hypothalamus, de l’hippocampe et du striatum (Yang et al, 1999 ; Farooqui et Horrocks, 

2004). Le DHA des phospholipides membranaires est principalement hydrolysé par cette 

isoforme iPLA2 (Strokin et al, 2003). La sPLA2, secrétée en réponse à des stimuli particuliers, 

ne semble avoir ni spécificité régionale ni spécificité de substrat au niveau cérébral (Farooqui 

et Horrocks, 2004). 

Une fois libres, les AGPI sont pour la majorité réincorporés dans les phospholipides 

membranaires (Chen et al, 2008). Mais ils peuvent également être convertis en médiateurs 

oxygénés (eicosanoïdes et docosanoïdes principalement), métabolisés via la β-oxydation afin 

de fournir de l’énergie, réguler l’activité de certaines protéines et l’expression de certains 

gènes ou diffuser vers le plasma. Dans la suite de l’exposé, seules les actions des AGPI via 

leurs dérivés oxygénés ou sur la régulation génique seront développées.  
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Figure 6 : Synthèse des principaux dérivés oxygénés dans le cerveau (d’après Orr et 

Bazinet, 2008) 

AA : acide arachidonique ; DHA : acide docosahexaénoique ; cPLA2 : phospholipase A2 cytosolique ; 

sPLA2 : PLA2 sécrétée; iPLA2 PLA2 indépendante du calcium; PG : prostaglandine ; TX : 

thromboxanes ; LT ; leucotriènes 
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III.2.2 Synthèse de médiateurs oxygénés et inflammation  

Les AGPI libres sont les précurseurs de médiateurs oxygénés appelés eicosanoïdes 

(prostaglandines, prostacyclines, thromboxanes, leucotriènes et lipoxines) et docosanoïdes 

(résolvines et neuroprotectines), qui sont synthétisés respectivement à partir d’AGPI à 20 

carbones (EPA ou AA) ou à partir du DHA (Farooqui et al, 2007 ; Orr et Bazinet, 2008) (Figure 

6). Ces dérivés jouent un rôle de messagers cellulaires et sont impliqués notamment dans les 

processus d’inflammation (Funk, 2001 ; Farooqui et Horrocks, 2006). L’oxygénation des AGPI 

pour aboutir à la synthèse de ces dérivés est catalysée soit par les lipoxygénases (5, 12, 15-

LOX), soit par les cyclo-oxygénases (COX-1 et COX-2). De manière générale, les médiateurs 

oxygénés générés à partir des AGPI n-6 ont des propriétés opposées à ceux générés à partir 

des AGPI n-3 ; on attribue davantage une action pro-inflammatoire aux AGPI n-6 et une 

action anti-inflammatoire aux AGPI n-3 (Layé, 2010).  

Parmi les dérivés de l’AA, on trouvera un certain nombre de prostaglandines (PG), de 

leukotriènes (LT) et d’acides gras hydroperoxydés (HETE, hydroxyeicosatetraenoic) ayant 

une action pro-inflammatoire. Ainsi, pendant longtemps, l’AA a été considéré uniquement 

dans son rôle d’initiation et de maintien de l’inflammation. Cependant, la classification est 

assez délicate car certains composés ont des actions à la fois pro- et anti-inflammatoires 

(Calder, 2006 ; Serhan et Petasis, 2011). La PGE2 est capable de réguler sa propre production 

en activant au niveau des fibroblastes la COX et elle induit également la production 

d’interleukine IL-6 par les macrophages ce qui lui confère des propriétés pro-inflammatoires 

(Bagga et al, 2003). Cependant, elle pourrait également avoir une activité plutôt anti-

inflammatoire en inhibant la 5-LOX et donc la production de LT de série 4 et en activant la 

15-LOX permettant la production de lipoxines anti-inflammatoires (Calder, 2006). 

Les enzymes de conversion des AGPI n-3 et n-6 en dérivés oxygénés étant 

communes, il existe une certaine compétition entre les différentes voies. Ainsi une 

supplémentation en huile de poisson riche en AGPI n-3 réduirait la production des dérivés de 

l’AA tels que la PGE2 (Calder, 2006). En plus de réguler la production de dérivés pro-

inflammatoires formés à partir de l’AA, les AGPI n-3 sont à la l’origine de dérivés de nature 

davantage anti-inflammatoire, comme les résolvines de série E et D (formées 
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respectivement à partir de l’EPA et du DHA) (Arita et al, 2005 ; Sun et al, 2007 ; Spite et al, 

2009) et les neuroprotectines issues du DHA (Bazan, 2005).   

La neuroprotectine D1 (NPD1), première neuroprotectine décrite, fut identifiée dans 

le cerveau, la rétine, le foie et les reins (Ariel et Serhan, 2007 ; Bazan, 2005). Elle est 

synthétisée à partir du DHA grâce à la 15-LOX. Elle constitue un inhibiteur potentiel de 

l’apoptose induite par un stress oxydatif important et réduirait les processus pro-

inflammatoires liée à la voie impliquant COX-2 (Bazan, 2009). De part ses propriétés, la NPD1 

jouerait un rôle potentiellement bénéfique dans la maladie d’Alzheimer. Par induction de 

programmes anti-apoptotiques et neuroprotecteurs, elle réduirait la neurotoxicité liée aux 

peptides Aβ42 (Lukiw et al, 2005 ; Stark et Bazan, 2011).  

III.2.3 Régulation de la transcription  

Les acides gras et leurs métabolites régulent l’expression d’un certain nombre de 

gènes via des facteurs de transcription tels que les PPARs (Peroxysome Proliferator-

Activated  Receptors), SREBP-1 (Sterol Regulatory Element Binding Protein), RXRα (retinoid X 

receptor) ou LXRα (Liver X Receptor) (Guesnet et al, 2005 ; Jump et al, 2002). Ces effets ont 

notamment été bien mis en évidence au niveau du foie et du tissu adipeux pour la régulation 

du métabolisme lipidique (Clarke et al, 2001 ; Jump, 2008). Cependant, les AGPI semblent 

également réguler un certain nombre de gènes impliqués dans les processus de stress 

oxydatif, signalisation cellulaire ou encore d’apoptose (Lapillone et al, 2004). 

Cette action des AGPI alimentaires sur l’expression génique est extrêmement rapide 

(Sampath et Ntambi, 2004) et s’effectue de manière directe par liaisons avec les facteurs de 

transcription ou de manière indirecte en inhibant la transcription du récepteur ou sa fixation 

au gène d’intérêt (Sampath et Ntambi, 2004). 

En ce qui concerne le système nerveux central, plusieurs études menées chez le 

rongeur montrent que les AGPI régulent l’expression génique (Barcelo-Coblin et al, 2003 ; 

Kitajka et al, 2002 ; Berger et al, 2002). Les gènes dont l’expression est modifiée par les 

apports alimentaires en AGPI n-3 participent pour certains à la plasticité synaptique, à la 

signalisation cellulaire, à la formation des canaux ioniques ou encore au métabolisme 

cérébral (Kitajka et al, 2002). Par exemple, le DHA semble, via l’activation du facteur de 

transcription CREB (Cyclic AMP-Dependent Response Element Binding Protein) et la voie des 
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MAP kinase, réguler la synthèse de BDNF (Brain Derived Neurotrophin Factor), facteur 

neurotrophique impliqué dans la plasticité cérébrale (Rao et al, 2007). 

En résumé, depuis plusieurs décennies, l’alimentation des populations occidentales 

se caractérise par un déséquilibre des apports en AGPI n-6 et AGPI n-3, qui se traduit par une 

réduction de la disponibilité en AGPI-LC n-3 (en particulier DHA) pour les tissus. Le cerveau 

étant l’un des organes les plus riches en lipides et en AGPI, ce déséquilibre alimentaire 

soulève la question de l’impact des apports en AGPI n-3 sur le fonctionnement cérébral. En 

effet, par la modulation des propriétés membranaires, la régulation de l’expression génique 

ou encore la synthèse de médiateurs oxygénés, les AGPI participent activement au bon 

fonctionnement du SNC. Dans la suite de l’exposé, nous décrirons le rôle des AGPI dans la 

régulation d’une structure cérébrale particulière, la synapse tripartite glutamatergique.  
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Figure 7 : Présentation des principales cellules gliales (adapté de Allen et Barres, 2009) 
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Partie 2 : La synapse tripartite glutamatergique 

I. Présentation de la synapse tripartite glutamatergique 

I.1 Généralités 

I.1.1 Définition 

 Le terme « synapse tripartite glutamatergique » caractérise l’association physique et 

fonctionnelle entre les neurones pré- et post-synaptiques et les astrocytes environnants. Ce 

concept souligne le rôle important joué par les astrocytes dans la régulation de la 

neurotransmission et dans la physiologie synaptique.  

Découvertes en 1824 par Dutrochet, les cellules gliales ont pendant longtemps été 

considérées uniquement comme une substance connective servant de support physique aux 

neurones. Ce n’est que dans la 1e moitié du XXe siècle qu’ont été définis différents types 

cellulaires au sein de cette neuroglie et qu’on leur a attribué des fonctions supplémentaires. 

Ainsi au sein du système nerveux central, on distingue 4 types de cellules gliales (Halassa et 

al, 2007 ; Allen et Barres, 2009) (Figure 7) :  

 Les oligodendrocytes qui synthétisent les gaines de myéline entourant les 

axones 

 Les cellules microgliales qui constituent des cellules immunitaires résidentes 

du SNC et qui assurent un rôle neuroprotecteur 

 Les cellules NG2+ qui ont été découvertes récemment et dont le rôle reste 

encore peu connu. Elles pourraient notamment constituer des cellules 

souches multipotentes (Richardson et al, 2011).   

 Les astrocytes qui nous intéressent plus particulièrement au cours de cette 

étude. 

 Depuis une dizaine d’années, de nombreuses études ont mis en évidence que les 

astrocytes participent à la régulation de la neurotransmission synaptique. D’où l’émergence 

du concept de synapse « tripartite » (Halassa et al, 2007 ; Araque et al, 1999). En effet, les 

astrocytes émettent des prolongements qui vont venir au contact et envelopper les synapses 

(Ventura and Harris, 1999). Ainsi, un astrocyte peut être couplé à plusieurs neurones et 

s’associer à plus de 100000 synapses (Halassa et al, 2007).  



 48 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 : Voies hippocampales glutamatergiques 

L’hippocampe forme un réseau nerveux uni-directionel. Des fibres provenant du cortex entorhinal 

(EC) se projettent vers le gyrus denté (DG) via les voie perforantes médiales (MPP) et latérales (LPP). 

Les cellules granuleuses du gyrus vont émettre des fibres moussues (MF) vers les cellules apicales de 

la zone CA3. Les cellules de la zone CA3 vont émettre des azones vers les cellules pyramidales de la 

zone CA1 via les voies des collatérales de Schaeffer (SC) et des fibres commisurales (AC).Les neurones 

de la zone CA1 envoient des axones vers le subiculum (Sb), qui à leur tour, vont renvoyer un signal 

vers le cortex entorhinal. 
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I.1.2 La neurotransmission glutamatergique dans l’hippocampe 

Le glutamate est le principal neurotransmetteur excitateur du SNC  des mammifères, 

représentant 80 à 90 % des synapses cérébrales (Fonnun, 1984 ; Orrego et al, 1993 ; 

Watkins, 2000). La neurotransmission glutamatergique joue un rôle important pour le 

développement et le bon fonctionnement du système nerveux central. La neurotransmission 

glutamatergique est fortement impliquée dans les processus de mémorisation et 

d’apprentissage, notamment en favorisant le processus de Potentialisation à Long Terme 

(LTP) (Peng et al, 2011 ; Riedel et al, 2003). Elle est particulièrement sensible au 

vieillissement et au stress. Ainsi, il a été montré un certain nombre de modifications de la 

neurotransmission glutamatergique au cours du vieillissement normal, tel qu’une diminution 

de la concentration en glutamate, une perturbation des capacités de capture ou encore une 

forte atténuation du nombre de récepteurs post-synaptiques, principalement ceux de type 

NMDA (Segovia et al, 2001). Le stress, via l’action des glucocorticoïdes, module également la 

neurotransmission glutamatergique de manière différentielle en fonction de la nature du 

stress. En effet, si un stress aigu aura tendance à activer la neurotransmission 

glutamatergique (Yuen et al, 2009), un stress chronique va, quant à lui, l’inhiber, affectant 

ainsi les processus de mémorisation (Sandi, 2011).  

Les synapses glutamatergiques se retrouvent dans tout le SNC et plus 

particulièrement au niveau du prosencéphale. On distingue différents types de voies 

glutamatergiques : les voies corticofuges qui partent du cortex et se projettent soit vers 

d’autres zones corticales soit sur d’autres structures et les voies intra-hippocampiques 

(Figure 8) (Fagg et Foster, 1983 ; Cotman et Monaghan, 1986). Pour cette étude, seules les 

voies hippocampiques seront détaillées.  

L’hippocampe des Mammifères est une petite structure sous-corticale enroulée sur 

elle-même. Il est formé de 2 structures en formes de U inversé : le gyrus denté et la corne 

d’Ammon (CA). Cette dernière est subdivisée en 3 zones (CA1, CA2, CA3) et se compose 

principalement de neurones pyramidaux, qui sont des neurones excitateurs 

glutamatergiques. L’ensemble forme, avec quelques structures parahippocampiques, ce  
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Figure 9 : Schéma récapitulatif du cycle du glutamate au sein de la synapse tripartite 

(adapté de Popoli et al, 2011) 

Le glutamate, synthétisé à partir de la glutamine ou d’autres voies telles que le cycle de Krebs, est 

chargé dans les vésicules pré-synaptiques grâce aux transporteurs vésiculaires du glutamate (V-Glut). 

Suite à l’arrivée d’un stimulus, les vésicules libèrent leur contenu dans la fente synaptique via un 

processus nommé exocytose et faisant intervenir les protéines du complexe SNARE. Dans la fente 

synaptique, le glutamate peut soit se fixer à ces récepteurs spécifiques (mGluR, AMPA, NMDA), soit 

être capté notamment au niveau des astrocytes grâce à des transporteurs spécifiques (GLAST et GLT-

1). Au niveau des astrocytes, le glutamate est converti, sous l’action de la glutamaine synthétase, en 

glutamine qui est renvoyé vers le neurone afin de participer au recyclage du pool de glutamate. 
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qu’on appelle communément la formation hippocampique ou boucle trisynaptique, qui 

constitue une boucle unidirectionnelle de circulation pour l’information nerveuse (Amaral et 

al, 2007) (Figure 8). De manière schématique, la première partie du circuit est composée de 

la voie perforante, qui permet l’entrée de l’information en provenance du cortex entorhinal 

vers le gyrus denté (Witter, 2007 ; Witter et al, 2000). Les cellules granuleuses du gyrus 

denté vont émettre des fibres moussues vers les dendrites des cellules pyramidales de l’aire 

CA3 (Kondo et al, 2008 ; Amaral et al, 2007). Enfin les axones des cellules de l’aire CA3 se 

ramifient en 2 pour d’une part former des fibres commissurales allant à l’hippocampe 

controlatéral et d’autre part des collatérales de Schaeffer qui constituent la 3e partie de la 

boucle et communiquent avec les cellules de l’aire CA1. Ceci constitue la voie principale de la 

neurotransmission glutamatergique au sein de l’hippocampe, bien que d’autres voies 

viennent s’y greffer (Amaral et Witter, 1989 ; Witter, 2007 ; Lavenex et Amaral, 2000). 

I.2 Le cycle du glutamate dans la synapse 

Dans le contexte de la synapse tripartite, le métabolisme du glutamate se répartit les 

neurones et les astrocytes (McKenna, 2007) (Figure 9).  

I.2.1 Synthèse et libération du glutamate au niveau du neurone pré-synaptique 

Afin d’assurer la neurotransmission, les terminaisons synaptiques des neurones sont 

enrichies en mitochondries, principal siège du métabolisme énergétique. C’est au niveau de 

ces mitochondries présynaptiques qu’est formé le L-glutamate. Le glutamate est synthétisé 

principalement à partir de 3 voies métaboliques : la dégradation des protéines, la conversion 

de la glutamine sous l’action de la glutaminase (Kvamme et al, 2000 ; Bak et al, 2006), et 

enfin la transamination de l’acide α-cétoglutarate issu du cycle de Krebs (Bak et al, 2006). 

Une fois dans le cytosol de la cellule, le glutamate va être chargé dans des vésicules 

sous l’action de transporteurs vésiculaires spécifiques. Actuellement, trois types de 

transporteurs ont été identifiés : V-Glut 1, 2 et 3.  Contrairement aux transporteurs V-Glut-1 

et 2, le transporteur V-Glut 3 est exprimé principalement par des neurones non 

glutamatergiques tels que les neurones cholinergiques ou sérotoninergiques (Omote et al, 

2011 ; Gras et al, 2002).  
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Lorsqu’une dépolarisation présynaptique survient, les vésicules chargées de 

glutamate déversent leur contenu dans la fente synaptique via un processus Ca2+-dépendant 

-l’exocytose-, provoquant une augmentation de la concentration extracellulaire de 

glutamate pouvant atteindre 1000 fois celle de repos.  

I.2.2 Capture et recyclage du glutamate 

Les cellules du SNC possèdent au niveau de leurs membranes des transporteurs 

spécifiques du glutamate. Cinq types de transporteurs ont été identifiés. Au niveau des 

astrocytes, la capture du glutamate s’effectue principalement via les transporteurs 

GLAST/EATT1 et GLT1/EAAT2. Les neurones possèdent également leurs propres récepteurs, 

EAAC1/EAAT3, qui sont exprimés en moindres proportions comparées à ceux des cellules 

gliales (Nieoullon et al 2006) Enfin, les transporteurs EAAT4 et EAAT5, contrairement aux 

autres qui sont ubiquitaires, sont exprimés exclusivement au niveau du cervelet et de la 

rétine.  

Dans le SNC, 90% de la capture du glutamate est effectuée par les astrocytes 

(Rothstein et al, 1996), ce qui traduit l’importance de leur rôle dans le maintien de 

l’homéostasie au niveau de la fente synaptique en captant le glutamate en excès. Lors de la 

neurotransmission, la concentration de glutamate dans la fente s’élève de manière 

dramatique d’un niveau de base (ou de repos d’environ 25nM) à des niveaux pouvant être 

toxiques s’ils ne sont pas atténués rapidement (proche de 100 µM à 1mM) (Danbolt 2001). 

Une fois capté dans les astrocytes, le glutamate peut suivre différentes voies métaboliques, 

dont les principales sont son entrée dans le cycle de Krebs, fournissant de l’énergie à 

l’organisme, sa conversion en glutathion pour prévenir du stress oxydatif et son recyclage en 

glutamine, qui va pouvoir être redistribuée au niveau du neurone présynaptique et 

alimenter un nouveau pool de neurotransmetteur (Kvamme et al, 2001). Le glutamate est 

converti en association avec de l’ammonium en glutamine sous l’action de la glutamine 

synthetase (GS), enzyme spécifique des astrocytes dans le SNC (Walton et Dodd, 2007). 

Cette glutamine est ensuite transférée aux neurones par des systèmes de transports 

spécifiques (Chaudhry et al, 2002) pour être recyclée en glutamate sous l’action de la 

glutaminase phosphate-dépendante.  
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II. La neurotransmission glutamatergique : mécanismes neuronaux 

II.1 Mécanismes pré-synaptiques de la neurotransmission 

II.1.1 Transport vésiculaire du glutamate 

Au niveau des extrémités présynaptiques, le chargement des vésicules synaptiques 

s’effectue principalement via les transporteurs V-Glut 1 et 2. Ces transporteurs sont 

exprimés au niveau des neurones glutamatergiques de manière complémentaire au sein des 

différentes structures cérébrales. Ainsi V-Glut 1 est davantage exprimé au niveau du cortex 

cérébral, de l’hippocampe et du cervelet, tandis que V-Glut2 se retrouve principalement au 

niveau du thalamus, de l’hypothalamus et du tronc cérébral (Fremeau et al, 2001 ; Fremeau 

et al, 2004). Cette différenciation de localisation suggère une différenciation fonctionnelle. 

En effet, les différences régionales d’expression des 2 transporteurs sont corrélées avec la 

probabilité de libération du neurotransmetteur. Les synapses comme celle de l’hippocampe, 

ayant une faible probabilité de libération mais à l’inverse un fort potentiel de plasticité à 

court terme (telle que la facilitation de réponse, appelée Paired-Pulse Facilitation (PPF) lors 

de stimulations rapprochées), expriment préférentiellement V-Glut 1. A l’inverse, les 

synapses exprimant VGlut 2, comme les neurones sensoriels du tronc cérébral, présentent 

une plus forte probabilité de libération du neurotransmetteur mais des propriétés plastiques 

plus faibles  (Fremeau et al, 2001 ; Fremeau et al, 2004). Les différentes isoformes des 

transporteurs vésiculaires ayant des propriétés cinétiques et pharmacologiques similaires 

(Kaneko et Fujiyama, 2002), le lien entre leur expression et les propriétés de libération 

synaptique fait donc intervenir d’autres mécanismes. Il a été proposé récemment un modèle 

dans lequel le degré d’interaction entre les différentes isoformes des V-Glut et l’endophiline 

A1 (protéine impliquée dans les processus d’endocytose et de recyclage des vésicules) 

pourrait réguler ces propriétés synaptiques (Weston et al, 2011). 

L’accumulation de neurotransmetteur dans les vésicules synaptiques via les V-Glut 

constitue un transport actif, fortement dépendant du potentiel de membrane et du gradient 

électrochimique en protons H+ (Bai et al, 2001 ; Juge et al, 2006). Elle est également régulée 

par la présence des ions Cl-, activateur allostérique qui pourrait jouer à la fois sur l’activité 

propre des transporteurs et sur le gradient électrochimique de protons et dont l’action est 

bloquée par la présence de corps cétoniques (Omote et al, 2011 ; Edwards, 2007).  
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Figure 10 : Etapes du processus d’exocytose 

L’exocytose, processus permettant la libération de neurotransmetteurs dans la fente synaptique 

s’effectue en 3 étapes clés. Après l’arrivée d’un stimulus, les vésicules sont adressées vers la 

membrane (Targeting) et s’y amarrent (Docking). Elles vont alors subir une maturation (Priming), qui 

leur permet de fusionner avec la membrane (Fusion) et de libérer leur contenu dans la fente 

synaptique. Ce processus est suivi d’une phase d’endocytose permettant le recyclage des vésicules. 
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II.1.2 La libération du neurotransmetteur dans la fente synaptique  

La libération de neurotransmetteur par exocytose dans la fente synaptique nécessite 

de l’ATP et s’effectue en 3 étapes consécutives : (1) les vésicules chargées en 

neurotransmetteurs viennent s’amarrer à la membrane plasmique (« docking ») au niveau 

de la zone active, (2) elles subissent une activation (« priming ») qui leur permet d’acquérir 

leurs propriétés de fusion avec la membrane, (3) suite à l’arrivée de calcium, elles fusionnent 

avec la membrane et libèrent leur contenu en neurotransmetteurs dans la fente synaptique. 

L’exocytose est suivie d’une phase d’endocytose, au niveau de la zone périactive, 

permettant le recyclage des vésicules (Südhof, 2004 ; Richmond, 2007 ; Rorhbough et 

Broadie, 2005) (Figure 10).  

La première phase, correspondant à la migration et à l’arrimage des vésicules 

présynaptiques au niveau de la zone active, permet de définir trois pools différents de 

vésicules : des vésicules rapidement mobilisables (RRP : Readily Releasable Pool) amarrées à 

la membrane et prêtes à fusionner, un pool de vésicules recyclées et enfin un pool de 

réserve (Rizzoli et Betz, 2005). Le pool de vésicules mobilisables conditionne la réponse 

rapide suite à l’arrivée d’une stimulation, tandis que les autres pools interviennent lors de 

stimulations prolongées, lorsque le premier stock de vésicules mobilisables est épuisé. La 

libération des neurotransmetteurs des vésicules synaptiques dans l’espace extracellulaire est 

Ca2+-dépendante et peut s’effectuer selon différents modes (Pang et Südhof, 2010) :  

 Une libération spontanée ou basale indépendante de l’arrivée de potentiel 

d’action, qui serait liée aux concentrations calciques de repos et/ou aux 

stocks intracellulaires de calcium.  

 Une libération stimulée synchrone qui a lieu instantanément lors de l’arrivée 

d’un potentiel d’action au niveau de l’extrémité présynaptique (Katz, 1969). 

Le potentiel d’action va entraîner l’ouverture de canaux calciques et 

permettre un influx calcique transitoire responsable de l’exocytose des 

vésicules présynaptiques. 

 Une libération stimulée asynchrone qui est légèrement décalée par rapport à 

l’arrivée du potentiel d’action et qui est le plus souvent négligeable comparée 

à la libération stimulée synchrone.  
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Figure 11 : Formation du complexe SNARE (Carr et Munson, 2007) 
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La zone active des membranes présynaptiques est une zone hautement spécialisée 

dont l’architecture est organisée de manière à faciliter l’arrimage et l’exocytose des 

vésicules (Zhai et Bellen, 2004). Elle est constituée d’un segment de membrane plasmique 

riche en canaux calciques voltage-dépendant (Robitaille et al, 1990 ; Kawasaki et al, 2004) et 

d’une zone dense en électrons révélant un réseau dense et ramifié de filaments d’actine sur 

lesquels sont fixées un grand nombre de vésicules (Zhai et Bellen, 2004 ; Dresbach et al, 

2001 ; Südhof, 2004). La colocalisation entre les canaux calciques et les zones de libération 

de neurotransmetteurs suggère que ces phénomènes sont intimement liés. Ainsi, la 

probabilité de libération de neurotransmetteur est liée à la distance séparant les canaux 

calciques et les vésicules au niveau de la zone active (Bennett et al, 2000). Lors de l’arrivée 

d’un potentiel d’action, le délai entre l’entrée de Ca2+ et la libération de neurotransmetteurs 

est de l’ordre de 0,2 ms (Stanley, 1997).  

La libération du neurotransmetteur au niveau de la zone active nécessite la fusion 

des vésicules avec la membrane plasmique présynaptique. Cette étape fait intervenir le 

complexe protéique SNARE (Figure 11), site de fixation du NSF (Soluble N-éthylmaleimide-

sensitive Factor) et des SNAPs (Soluble NSF Accessory Protein). Ce complexe est constitué de 

protéines de la membrane plasmique neuronale (syntaxine et SNAP 25 (synaptosomal-

associated protein 25kDa) et de la membrane vésiculaire (synaptobrevine ou VAMP (Vesicle-

Associated Membrane Protein). Celles-ci possèdent un motif commun spécifique en hélice α 

(motifs SNARE) qui va permettre leur association en un complexe très stable, aboutissant à 

l’arrimage puis à la fusion des vésicules avec la membrane plasmique (Richmond, 2007 ; 

Südhof, 2004 ; Südhof et Rothman, 2009). Ce processus est complexe et fait intervenir 

différents autres partenaires telles que les protéines SM (Sec1/Munc-18 like) qui collaborent 

étroitement avec le complexe SNARE pour réguler la fusion des vésicules à la membrane, la 

synaptotagmine qui détecte les variations de Ca2+ ou encore les protéines Rab et RIM qui 

participent à l’amarrage des vésicules à la membrane (Südhof, 2004 ; Carr et Rizo, 2010 ; 

Südhof et Rothman, 2009). 

II.1.3 Régulation des phénomènes présynaptiques par les AGPI 

Les lipides membranaires (phospholipides et sphingolipides), en général, sont connus 

pour leur rôle joué dans l’exocytose, le trafic vésiculaire et l’endocytose (Rorhbough et 

Broadie, 2005). Cependant, le rôle spécifique des différents types d’acides gras est moins 
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connu et si l’action directe de certains acides gras, comme la palmitoylation (fixation d’un 

acide palmitique C 16:0 sur des protéines, telles que SNAP 25 et VAMP-2, afin d’en réguler 

l’activité),  sur les processus d’exocytose a été bien décrite (Davlevtov et al, 2007), ce n’est 

que plus récemment que l’on a commencé à s’intéresser au rôle joué par les AGPI, tels que 

le DHA ou l’AA. 

Des études ont montré l’implication des AGPI n-6 et n-3 dans le stockage vésiculaire et 

la libération de neurotransmetteurs, notamment au niveau de la transmission 

monoaminergique (Chalon, 2006). Les travaux de l’équipe de S. Chalon ont notamment 

montré qu’une déficience en AGPI n-3 réduirait le pool de vésicules présynaptiques 

disponibles, modulerait l’expression des transporteurs vésiculaires et ainsi modifierait les 

paramètres de libération de la dopamine et de la sérotonine (Zimmer et al, 2000 ; Zimmer et 

al, 2002 ; Kodas et al, 2004). Cependant, si l’implication des AGPI dans la libération de 

neurotransmetteur est certaine, les mécanismes d’action impliqués restent encore peu 

connus.  

Des études suggèrent que les AGPI pourraient moduler la libération présynaptique des 

neurotransmetteurs via la régulation de la formation du complexe SNARE, indispensable à 

l’exocytose des vésicules. Une étude menée chez le rat a montré qu’une déficience 

alimentaire en AGPI n-3 est associée à une augmentation de la formation du complexe 

SNARE dans l’hippocampe, sans modulation de l’expression des différentes protéines 

impliquées dans sa formation (Pongrac et al, 2007). Ceci pourrait refléter soit un problème 

de désassemblage, soit un trafic vésiculaire présynaptique plus intense. On sait également 

que les protéines SM régulent les phénomènes d’exocytose. Elles agiraient notamment en se 

fixant aux syntaxines (1 ou 3 essentiellement), les bloquant ainsi dans une conformation 

empêchant la formation ultérieure d’un complexe SNARE (Perez-Branguli et al, 2002). L’AA 

est capable de lever cette inhibition en se fixant à son tour à ce complexe Munc18-Syntaxine 

(Rickman et Davlevtov, 2005 ; Connell et al, 2007 ; Latham et al, 2007). Un modèle similaire 

de régulation par le DHA a été montré autour de la protéine Syntaxine 3 (Darios et 

Davlevtov, 2006). 

Un autre mécanisme d’action possible des AGPI sur les phénomènes présynaptiques 

serait la régulation du recyclage vésiculaire. Des études menées sur le nématode 
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Caenorhabditis elegans fat-3 (déficient en AGPI-LC) ont permis de mettre en évidence un 

rôle central des AGPI et en particulier de l’AA dans les phénomènes d’exocytose (Marza et al, 

2008). Ainsi, si la production et le transport des vésicules présynaptiques s’effectuent de 

manière normale chez ce nématode, le recyclage des vésicules est défectueux et aboutit à 

l’internalisation de vésicules anormalement larges. Ce défaut dans le recyclage, corrigé en 

présence d’AA, semble lié au rôle joué par les AGPI-LC sur la localisation de la synaptojanin 

au niveau des sites de libérations des neurotransmetteurs (Marza et al, 2008). 

Enfin, les AGPI, en particulier l’AA, jouent un rôle important dans la régulation des 

canaux ioniques voltage-dépendant (Boland et Drzewiecki, 2008 ; Meves, 2008). Cette action 

peut se faire soit de manière directe, soit via leurs dérivés tels que les prostaglandines ou 

encore les endocannabinoïdes.   

II.2 Récepteurs post-synaptiques et plasticité cérébrale 

II.2.1 Récepteurs post-synaptiques du glutamate 

Il existe deux principaux types de récepteurs au glutamate : les récepteurs 

ionotropiques qui consistent en des canaux ioniques et les récepteurs métabotropiques qui 

sont couplés à des protéines G (Figure 12).  

A-LES RECEPTEURS IONOTROPIQUES 

Les récepteurs ionotropiques assurent une neurotransmission rapide. Il en existe 3 

types principaux dont le nom est déterminé par leur principal agoniste : les récepteurs N-

methyl-D-aspartate (NMDA), les récepteurs kainate (KA) et les récepteurs α-amino-3-

hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionate (AMPA) (Walton et Dodd, 2007). 

Les récepteurs NMDA sont des récepteurs tétramériques composés principalement 

des sous-unités NR1 et NR2 (A, B, C, D). Récemment, un 3e type de sous-unités, les NR3 (A et 

B), a été décrit. La forte variété de sous-unités de ces récepteurs leur confère une 

importante hétérogénéité de structure, associée à une certaine hétérogénéité de fonction 

(Paoletti, 2011). Cependant, ils possèdent également un certain nombre de propriétés 

communes. Ils possèdent un site de fixation au glutamate ainsi qu’un site allostérique, dit 

« site glycine ». Leur activation nécessite donc la fixation de L-glutamate, mais également 

celle d’un co-agoniste au niveau du site glycine. La D-sérine, synthétisée au niveau des 
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Figure 12 : Principe général d’action des récepteurs ionotropiques et métabotropiques 

Les récepteurs ionotropiques sont des canaux ioniques, qui, une fois activé par l’arrivée du 

neurotransmetteur, s’ouvre afin de permettre des flux ioniques au travers de la membrane. Les 

récepteurs métabotropiques sont quant à eux couplés à des protéines G ; ainsi, leur activation 

engendre la synthèse de messagers secondaires.  
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astrocytes grâce à la sérine racémase, constitue un des principaux co-agonistes endogènes 

de ces récepteurs. Ainsi, des expériences utilisant la D-amino acid oxydase (DAAO), qui 

dégrade spécifiquement la D-sérine, ont montré une sévère altération de l’activité des 

récepteurs NMDA (Mothet et al, 2000 ; Shleper et al, 2005 ; Panatier et al 2006). Perméables 

aux ions Ca2+ et aux cations monovalents (Magleby, 2004), les récepteurs NMDA possèdent 2 

autres sites de régulation de leur activité : un site cationique, sur lequel se fixe un bouchon 

de Mg2+ extracellulaire bloquant l’activation des récepteurs (Nowak et al, 1984) et un site de 

liaison aux médicaments psychotropes, appelé site PCP. Au potentiel de repos du neurone 

(entre -60 et -70mV), la liaison du glutamate sur le récepteur NMDA ne permet pas d’activer 

l’entrée d’ions par le canal qui est bloqué par le magnésium. Ce bouchon de magnésium 

nécessite une dépolarisation suffisante, suite à l’activation préalable des récepteurs AMPA 

et kainate, pour sauter et permettre l’activation des récepteurs NMDA (Nowak et al, 1984). 

Le blocage par le magnésium confère donc au récepteur NMDA ses propriétés de 

dépendance vis-à-vis du potentiel membranaire. De par leur mécanisme d’action, ces 

récepteurs sont fortement impliqués dans la plasticité cérébrale et en particulier dans le 

phénomène de LTP (Potentialisation à Long Terme) (Walton et Dodd, 2007).  

Les récepteurs AMPA sont des complexes tétramériques formés de l’association des 

sous-unités GluR1-4 (Palmer et al, 2005). La description de la structure anatomique 

complète d’un récepteur AMPA homotétramérique a été réalisée récemment (Sobolevski et 

al, 2009). Ils forment des canaux ioniques, qui, suite à la fixation de glutamate, permettent 

l’entrée de cations, notamment de Na+ et K+ (Walton et Dodd, 2007). Contrairement aux 

récepteurs NMDA, les récepteurs AMPA ne nécessitent pour être activés que la fixation de 

glutamate et ont une cinétique d’activation et de désactivation extrêmement rapide, de 

l’ordre de la milliseconde (Hansen et al, 2007). De par cette rapidité de réponse, ils sont 

responsables de la majorité de la neurotransmission glutamatergique rapide. Leur fonction 

est fortement régulée par la composition de leurs sous-unités qui possèdent des propriétés 

spécifiques, des modifications telles que la glycosylation ou la phosphorylation de leurs sous-

unités ou encore des interactions protéines-protéines (Palmer et al, 2005). L’endocytose, 

l’exocytose et le recyclage, ainsi que la phosphorylation des récepteurs AMPA sont des 

processus complexes finement régulés qui interviennent dans la régulation de la plasticité 

synaptique comme nous le décrirons par la suite (Palmer et al, 2005 ; Shepherd et Huganir, 
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2007). De plus, bien que la majorité des récepteurs comportent des sous-unités GluR2, il 

existe une population de récepteurs AMPA ne contenant pas cette sous-unité et cette 

particularité morphologique leur confère une perméabilité spécifique aux ions Ca2+ (Hollman 

et al, 1991). Cette perméabilité au Ca2+ pourrait notamment leur conférer un rôle dans la 

plasticité synaptique non-NMDA dépendante (Asrar et al, 2009). 

Enfin, le dernier type de récepteurs ionotropiques au glutamate est constitué par les 

récepteurs kainate. Contrairement aux récepteurs NMDA et AMPA, ce type de récepteur a 

fait l’objet de peu d’études jusqu’alors, bien qu’il semble jouer un rôle important dans la 

neurotransmission et la plasticité synaptique (Bloss et Hunter, 2010). Ils seraient impliqués 

dans la régulation de la libération de neurotransmetteurs, notamment en inhibant cette 

dernière au niveau de la zone CA1 de l’hippocampe (Schmitz et al, 2001 ; Rodriguez-Moreno 

et Sihra, 2011). 

B- LES RECEPTEURS METABOTROPIQUES 

Les récepteurs métabotropiques au glutamate (mGluRs) sont composés de 7 

domaines transmembranaires et couplés à des protéines G. Ils assurent une réponse plus 

lente de l’information nerveuse. On distingue 8 mGluRs différents répartis en 3 familles : le 

groupe I comptant les mGluRs 1 et 5, le groupe II comprenant les mGluRs 2 et 3 et enfin le 

groupe III constitué des mGlurs 4, 6, 7 et 8 (Walton et Dodd, 2007). Bien qu’on retrouve les 3 

groupes de récepteurs métabotropiques à tous les niveaux de la synapse, le groupe I est 

préférentiellement post-synaptique, le groupe II est surtout extrasynaptique tandis que le 

groupe III est davantage pré-synaptique (Wieronska et al, 2009). Récepteurs 

homodimériques (Kunishima et al, 2000), ils nécessitent la fixation de glutamate sur leurs 2 

sites de fixation pour une complète activité (Kniazeff et al, 2004). Répartis dans tout le SNC, 

ils sont très présents au niveau des structures limbiques (Palucha et Pilc, 2007). Ils semblent 

également impliqués dans la régulation de la libération pré-synaptique de 

neurotransmetteurs et dans les phénomènes de plasticité synaptique, tels que la LTP et la 

LTD, associées aux capacités de mémorisation et d’apprentissage des individus (Gladding et 

al, 2009 ; Anwyl, 2009 ; Niswender et Conn, 2010). 

Le groupe I des mGluRs est classiquement couplé à la phospholipase C. Il active ainsi 

l’hydrolyse des phosphotinositides et la génération de diacyl-glycérol et d’IP3 (ionositol 1,4,5-
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triphosphate), qui respectivement active la phosphokinase C (PKC) et mobilise le stock de 

Ca2+ intracellulaire. Cependant, il est de plus en plus reconnu que le groupe I des mGluRs 

serait impliqué dans l’activation d’autres voies telles que celles de la phospholipase D (PLD), 

des phospholipases A2 (PLA2) et des MAPK/ERK (mitogen-activated protein 

kinase/extracellular receptor kinase) (Hermanns et Challiss, 2001 ; Niswender et Conn, 

2010). 

Les groupes II et III des mGluRs sont, quant à eux, couplés à l’inhibition de la voie de 

l’adénylate cyclase et régulent l’activité des canaux ioniques. Bien que, comme pour le 

groupe I des mGluRs, ils semblent associés à d’autres voies métaboliques, notamment la 

voie des MAPK et du PI3-kinase (phosphatidyl inositol 3-kinase) (Niswender et Conn, 2010). 

Le récepteur mGluR7, du groupe III des mGluRs, est fortement exprimé dans le cerveau des 

Mammifères. Il présente une affinité au glutamate relativement faible, suggérant qu’il n’est 

activé que dans des situations d’excès de glutamate afin de réduire la libération pré-

synaptique. Des expérimentations sur souris KO (mGluR7-/-) ont montré un rôle de ce 

récepteur dans les processus d’apprentissage, de cognition et de mémorisation ainsi que 

dans les troubles liés à l’anxiété ou au stress (O’Connor et al, 2010). 

II.2.2 Plasticité synaptique 

Principalement décrite au niveau de l’hippocampe et du cortex, la plasticité synaptique 

est une caractéristique des synapses glutamatergiques, qui joue un rôle important dans les 

processus de mémorisation et d’apprentissage. Il s’agit d’une modification durable de 

l’efficacité de la transmission synaptique suivant une modification de l’activité synaptique. 

On distingue 2 grands types de plasticité, la LTP (Potentialisation à long terme) et la LTD 

(Dépression à long terme) (Citri et Malenka, 2008).  

A- POTENTIALISATION A LONG TERME (LTP) 

La LTP, décrite pour la première fois dans les années 70 par l’équipe de Bliss et Lomo 

(Bliss et Lomo, 1970 ; Bliss et Lomo, 1973), correspond à une augmentation à long terme de 

la transmission synaptique suivant une stimulation brève à haute fréquence (Bennett, 2000).  
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Figure 13 : Mécanismes impliqués dans le processus de LTP NMDA-dépendante 

Les stimulations utilisées induisent une dépolarisation post-synaptique suffisante pour faire 

sauter le bouchon magnésium qui bloque les récepteurs NMDA et ainsi permettre leur activation et 

l’entrée massive de Ca2+ dans la cellule. Cette entrée de calcium va stimuler les voies de signalisation 

type kinases (CamKII, adénylate cyclase). (http://lecerveau.mcgill.ca/) 
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La forme la plus décrite de LTP est dépendante de l’activation des récepteurs NMDA 

(Figure 13). Ainsi, Collingridge et al (1983) ont montré que l’utilisation d’un antagoniste 

spécifique des NMDA, DL-2-amino-5-phosphonoralenate (APV), bloque l’induction de la LTP. 

Lors d’une LTP, la stimulation est assez intense pour générer une dépolarisation suffisante 

pour faire sauter le bouchon de magnésium qui bloque les récepteurs NMDA. Ces derniers, 

activés par le glutamate, peuvent alors s’ouvrir et permettre une forte entrée de Ca2+ au 

niveau de l’extrémité post-synaptique, indispensable à l’induction d’une LTP (Bennett, 2000). 

L’entrée massive de Ca2+ est indispensable à l’induction de la LTP, comme l’ont montré des 

expériences utilisant des chélateurs du calcium (Lynch et al, 1983) et va activer la voie des 

protéines kinases impliquées dans le maintien de la LTP.  

La protéine kinase calcium/calmoduline-dépendante II (CaMKII) est sensible à cette 

élévation de calcium dans la cellule et va initier une cascade de réactions permettant de 

potentialiser la réponse synaptique (Lisman et al, 2002 ; Lisman et al, 2003). Cette protéine 

va notamment permettre la phosphorylation de la sous-unité GluR1 des récepteurs AMPA 

membranaires, ce qui va renforcer leur activité de canaux, ainsi que l’incorporation dans les 

membranes de nouveaux récepteurs AMPA. Ainsi, la potentialisation de la réponse 

synaptique résulte au niveau post-synaptique à la fois d’une augmentation du nombre de 

récepteurs et d’une potentialisation de leur activité (Lisman et al, 2002 ; Malenka, 2003 ; 

Sheng et Lee, 2003 ; Lucchesi et al, 2011). De plus, la protéine CaMKII va interagir avec 

d’autres protéines membranaires, et en particulier les récepteurs NMDA. Sa fixation à la 

sous-unité NR2B des récepteurs NMDA, associée à sa capacité d’autophosphorylation est 

notamment indispensable à l’induction et au maintien de la LTP pendant plusieurs heures 

(Lucchesi et al, 2011 ; Sanhueza et al, 2011).  

L’entrée de Ca2+ va également activer la protéine adénylate cyclase Ca2+/Calmoduline 

dépendante (Lisman et al, 2003). Cette enzyme va permettre la production du second 

messager AMPc qui, à son tour, va catalyser l’activité de la protéine kinase A (PKA). La 

phosphorylation de certaines protéines clés par la PKA va, tout comme la voie de la CaMKII, 

réguler un certain nombre de processus impliqués dans la plasticité synaptique, telle que la 

transcription génique, le trafic et l’expression à la membrane des récepteurs du glutamate 

(AMPA et NMDA), ainsi que leur efficacité (Abel et Nguyen, 2008 ; Nguyen et Woo, 2003).  
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Figure 14 : Mécanismes impliqués dans les processus de LTD NMDA- et mGluR-dépendante 

(adapté de Kauer et Malenka, 2007) 

On distingue 2 formes de LTD : l’une faisant appel à l’activation des récepteurs NMDA et l’autre à 

celle des récepteurs mGluR et plus particulièrement mGlur1 et mGluR5. Si les mécanismes de la LTD 

NMDA-dépendante (activation des voies de signalisation de type phosphatases) sont davantage 

décrits que ceux impliqués dans la LTD mGluR-dépendante, le processus de LTD se finalise dans les 2 

cas par une internalisation des récepteurs AMPA post-synaptiques.  

LTD NMDA-dépendante LTD mGluR-dépendante 
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Des études suggèrent qu’à cette composante post-synaptique rapide de la LTP, 

s’ajoute une composante pré-synaptique plus lente (Bayazitov et al, 2007 ; Lisman et 

Raghavachari, 2006 ; Nicholl et Schmitz, 2005). Suite à l’activation post-synaptique, un signal 

rétrograde vers l’extrémité pré-synaptique permettrait ainsi de potentialiser la libération du 

neurotransmetteur dans la fente synaptique. Cependant, la nature de ce messager 

rétrograde et son mode d’action reste à ce jour inconnu. Quelques études suggèrent un rôle 

des récepteurs kainate dans cette composante pré-synaptique de la LTP (Schmitz et al, 

2001 ; Bortolotto et al, 2003 ; Lauri et al, 2007).  

Dans certains cas particuliers, la LTP n’est pas NMDA-dépendante. C’est le cas par 

exemple des synapses entre les fibres moussues et les dendrites du champ CA3 de 

l’hippocampe (Monaghan et al, 1983). Il a notamment été montré l’implication des 

récepteurs métabotropiques au glutamate, principalement mGluR1 et mGluR5, dans 

certaines formes de LTP (Anwyl, 2009) ou encore des récepteurs AMPA perméables aux 

cations Ca2+ (Asrar et al, 2009). 

B- DEPRESSION A LONG TERME (LTD) 

A l’inverse de la LTP, la LTD, décrite pour la première fois par l’équipe de Lynch 

(Barrionuevo et al, 1980), correspond à une diminution à long terme de la transmission 

synaptique suivant une stimulation prolongée à basse fréquence. Dans la région CA1 de 

l’hippocampe, on distingue 2 formes principales de LTD : NMDA-dépendante ou mGluR-

dépendante (Figure 14). D’autres formes de LTD faisant intervenir les endocannabinoïdes ou 

les récepteurs à la dopamine existent également, mais sont minoritaires au niveau de la 

zone CA1 de l’hippocampe (Anwyl, 2006) et ne seront pas décrites dans cette étude.  

La première forme est liée à l’activation des récepteurs NMDA (Dudek et Bear, 1992). 

A l’inverse de la LTP qui induit l’activation des voies kinases, la LTD NMDA-dépendante est 

associée à une faible entrée de Ca2+ via les récepteurs NMDA dans la cellule post-synaptique 

et à l’activation des voies phosphatases, comme la phosphatase calcium/calmodulin-

dépendante calcineurine (ou phosphatase AB) et PP1 (Santos et al, 2009 ; Citri et Malenka, 

2008). On observe notamment une déphosphorylation de la sous-unité GluR1 des récepteurs 

AMPA (Lee et al, 2000), aboutissant à une réduction de leur activité. Cette 

déphosphorylation des récepteurs est accompagnée d’une endocytose des récepteurs 
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AMPA, notamment via les protéines clathrine et dynamine (Beattie et al, 2000 ; Brown et al, 

2005 ; Santos et al, 2009 ; Kessels et Malinow, 2009). 

La deuxième forme de LTD au niveau de la région CA1 de l’hippocampe est engendrée 

par l’activation des récepteurs mGluRs du groupe I (mGlur 1 et 5), suite à des stimulations 

électriques à basses fréquences (Lüscher et Huber, 2010 ; Gladding et al, 2009 ; Bellone et al, 

2008). Cette forme de LTD mGluR-dépendante semble faire intervenir un certain nombre de 

protéines telles que des phosphatases et des kinases (Rush et al, 2002 ; Gallagher et al, 

2004 ; Moult et al, 2006 ; Citri et Malenka, 2008 ; Gladding et al, 2009). Les mécanismes 

d’action de ces différentes enzymes dans l’induction et le maintien de cette forme de LTD 

restent à déterminer. Cependant, comme pour la forme NMDA-dépendante, on observe une 

déphosphorylation et une endocytose des récepteurs AMPA de la membrane post-

synaptique (Snyder et al, 2001 ; Zhang et al, 2008). 

Ainsi, quelle que soit la voie utilisée pour son initiation, la LTD résulte en la 

déphosphorylation et l’endocytose des récepteurs AMPA et donc en une réduction à long-

terme de leur expression au niveau de la membrane post-synaptique au niveau du CA1 de 

l’hippocampe. Les processus de maintien à long-terme de la LTD ont été peu étudiés jusqu’à 

présent.   

II.2.3 Modulation de la plasticité cérébrale par les AGPI 

De nombreuses études sous-tendent l’idée que les AGPI n-3 jouent un rôle dans le 

développement et le maintien des capacités d’apprentissage et de mémorisation, 

notamment en favorisant les phénomènes de plasticité synaptique (Su, 2010).  

Les études sur des modèles rongeurs se sont intéressées aux modulations du 

comportement par le statut en AGPI n-3 des animaux. (Fedorova et al, 2006). La déficience 

en AGPI n-3 est ainsi associée à des troubles du comportement chez les rongeurs et 

notamment à une diminution des capacités d’apprentissage spatial (Moriguchi et al, 2000 ; 

Xiao et al, 2006 ; Fedorova et al, 2007 ; Lim et al, 2005 ; Fedorova et al, 2009), alors que cet 

effet est partiellement annulé lorsque le statut en AGPI n-3 des animaux est rétabli suite à 

une supplémentation alimentaire (Moriguchi et Salem, 2003 ; Chung et al, 2008). Chez 

l’Humain, des études cliniques ont été réalisées à différents stades de la vie. Bien que les 

résultats soient encore controversés, le statut cérébral en AGPI n-3 des individus semble 
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jouer un rôle dans le développement des capacités cognitives (Ryan et al, 2010 ; Makrides et 

al, 2011 ; Kidd, 2007 ; Boucher et al, 2011), et dans leur maintien tout au long de la vie (Kidd, 

2007 ; Karr et al, 2011).  

Ces modulations des capacités d’apprentissage des individus par le statut en AGPI n-3 

sont associées à des modifications des propriétés de plasticité synaptique (Su, 2010). Une 

déficience chronique en DHA se traduit par l’inhibition de l’induction de LTP au niveau de 

l’hippocampe chez des souriceaux, associée à une réduction de l’expression des protéines 

synapsines et des sous-unités des récepteurs NMDA (Cao et al, 2009) ou à un retard de 

l’apparition de ces protéines au cours du développement (Moreira et al, 2010). A l’inverse, 

lors d’une supplémentation en AGPI n-3, l’augmentation des capacités cognitives chez le 

rongeur est associée à une augmentation de l’expression de protéines impliquées dans les 

processus de plasticité synaptique, telles que la synapsine I, la syntaxine, CamKII, CREB ou 

encore des sous-unités des récepteurs NMDA ; cet effet est d’autant plus renforcé lorsque le 

régime alimentaire est associé à une activité physique (Wu et al, 2008 ; Chytrova et al, 

2010). Les AGPI n-3 participeraient ainsi à l’induction et au maintien de la LTP (Kawashima et 

al, 2010 ; Fujita et al, 2001). 

Au cours du vieillissement, on observe une diminution des capacités cognitives des 

individus, associée à une réduction de la proportion cérébrale du DHA (Delion et al, 1997 ; 

Giusto et al, 2002 ; Whelan, 2008). Le vieillissement physiologique ou pathologique (type 

maladie d’Alzheimer ou de Parkinson) constitue un champ d’étude très exploité pour 

apprécier l’impact des AGPI n-3 sur les fonctions cognitives et sur la plasticité synaptique. Il a 

ainsi été montré chez des rongeurs âgés, qu’une supplémentation en AGPI n-3 pouvait 

restaurer, partiellement ou totalement, les capacités cognitives, ainsi que l’expression de 

marqueurs de la plasticité synaptique, tels que la CamKII, les sous-unités des récepteurs 

AMPA et NMDA, aussi bien en condition physiologique (Dyall et al, 2007 ; Van Gelder et al, 

2007 ; Martin et al, 2002), qu’en condition pathologique (Calon et al, 2005 ; Hashimoto et al, 

2009 ; Hashimoto et al, 2002 ; Boudrault et al, 2009 ; Kotani et al, 2006). Cependant, les 

résultats restent, à ce jour, assez disparates et certaines études n’ont pas permis de 

confirmer cet effet bénéfique des AGPI n-3 sur le déclin cognitif et le développement de 

maladies neurodégénératives (Fotuhi et al, 2009 ; Arendash et al, 2007 ; Van de Rest et al, 

2008). Le rôle des AGPI n-3 est donc complexe et dépend fortement du  
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Figure 15 : Représentation schématique du réseau astrocytaire 

Les astrocytes sont des cellules gliales étoilées. Leurs prolongements leur permettent d’être en 

contact avec les vaisseaux sanguins, avec les synapses, ainsi qu’avec d’autres astrocytes.  

Vaisseau 

sanguin 

Synapse 
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modèle utilisé, du stade d’avancement du déclin cognitif et/ou de la pathologie, ainsi que du 

type de supplémentation.   

III. La régulation astrocytaire de la neurotransmission glutamatergique 

III.1 Le réseau astrocytaire : définition et fonctions  

III.1.1 Généralités sur les astrocytes 

Au niveau du SNC, les astrocytes constituent la population de cellules non neuronales 

la plus représentée. Leur nombre augmente avec le degré de phylogénie et la complexité 

cérébrale. Ainsi, chez l’Humain, les astrocytes sont même prédominants comparés à la 

population neuronale, et on dénombre 1,4 astrocytes par neurone au niveau du cortex 

(Nedergaard et al, 2003). De fortes variations en fonction de la structure cérébrale sont à 

noter. Chez le rat, près de la moitié des synapses sont associées à des prolongements 

astrocytaires, au niveau de l’hippocampe (Ventura et Harris, 1999), tandis que cette 

proportion peut atteindre 90% au niveau du cervelet (Grosche et al, 1999 ; Xu-Friedman et 

al, 2001).  

Cellules gliales de forme étoilée (Figure 15), les astrocytes ont la particularité d’avoir 

peu de zone de recouvrement entre eux et il est donc possible de définir, pour chaque 

astrocyte, un « territoire anatomique», pouvant recouvrir près de 105 synapses chez le 

rongeur (Halassa et al, 2007 ; Bushong et al, 2002) et plus d’un million chez l’Humain 

(Oberheim et al, 2006). Le corps cellulaire et les prolongements majeurs des astrocytes sont 

enrichis en GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein), protéine des filaments intermédiaires 

caractéristique des astrocytes (Eng et al, 1971 ; Bignami et al, 1972). Cependant, tous les 

astrocytes ne sont pas GFAP-positifs et à l’inverse, on peut retrouver la GFAP dans d’autres 

types cellulaires, en particulier les cellules souches neurales, les cellules de Schwann ou les 

cellules gliales entériques (Sofroniew et Vinters, 2010 ; Liu et al, 2006 ; Kimelberg, 2004 ; 

Middeldorp et Hol, 2011). Ainsi, la caractérisation des astrocytes en immunohistochimie 

utilise, en parallèle de la GFAP, d’autres marqueurs tels que les transporteurs astrocytaires 

du glutamate (GLAST et GLT-1), la protéine S100β, la vimentine ou encore la glutamine 

synthase qui convertit le glutamate capté par les astrocytes en glutamine (Wang et Bordey, 

2008 ; Sofroniew et Vinters, 2010). 
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Figure 16 : Schéma simplifié du couplage neuro-métabolique entre neurones et astrocytes 

(adapté de Pellerin et al, 2007) 

L’entrée de Na+ dans l’astrocyte généré par le captage du glutamate extracellulaire entraîne 

l’activation de la pompe Na+/K+ ATPase et donc la consommation d’ATP. Ceci provoque un appel de 

glucose depuis la circulation sanguine via le transporteur GLUT1. Ce glucose va être métabolisé en 

pyruvate via la glycolyse, afin d’une part fournir l’énergie nécessaire à l’astrocyte en entrant dans le 

cycle de Krebs et d’autre part de produire du lactate qui sera ensuite acheminer par des 

transporteurs spécifiques MCT 1,4 et 2 vers le neurone. Au niveau du neurone, le lactate sera 

transformé en pyruvate et pourra ainsi servir de substrat métabolique. 
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Les astrocytes sont extrêmement plastiques et sont capables d’émettre et de 

rétracter rapidement de fins prolongements (Hirrlinger et al, 2004 ; Reichenbach et al, 2010) 

dont les terminaisons vont se placer notamment au contact des synapses et des vaisseaux 

sanguins (Figure 15). Ne contenant ni microtubules, ni filaments intermédiaires, ces 

prolongements se caractérisent par la présence d’ezrine et des récepteurs métabotropiques 

du glutamate de type mGluR3 et mGluR5, ainsi que de protéines caractéristiques du 

fonctionnement astrocytaires telles que la glutamine synthetase et les transporteurs du 

glutamate GLAST et GLT-1  (Derouiche, 2004 ; Reisenbach et al, 2010 ; Lavialle et al, 2011). 

La libération de glutamate suite à l’activation synaptique stimulerait les récepteurs mGluRs 

des prolongements astrocytaires, afin de réguler leur élongation et rétraction grâce à des 

processus faisant intervenir les protéines actine et ezrine (Lavialle et al, 2011). 

Les astrocytes sont organisés en un réseau astrocytaire. Ils sont reliés entre eux grâce 

à des jonctions communicantes, qui permettent l’échange d’informations entre les cellules 

en fonction des signaux intra- et extra-cellulaires (Giaume et al, 2010). Ces jonctions 

constituent des canaux entre cellules adjacentes formés par l’alignement de 2 hémi-canaux 

comportant chacun 6 unités de connexines dont les principales sont les connexines 43 et 30. 

Ces canaux permettent l’échange, entre cellules, d’ions, mais également de petites 

molécules comme le glucose et ses métabolites (Rouach et al, 2008 ; Rouach et al, 2002). 

Cette organisation spécifique des astrocytes en réseau est indispensable à leur 

fonctionnalité et plus globalement à la régulation de la neurotransmission et de la plasticité 

synaptique (Pannasch et al,  2011). 

III.1.2 Principales fonctions astrocytaires 

Les astrocytes sont indispensables au fonctionnement du système nerveux et 

participent à un grand nombre de régulations qui ont été bien étudiées et décrites 

(Sofroniew et Vinters, 2010 ; Wang et Bordey, 2008 ; Kimelberg et Nedergaard, 2010). 

A- SUPPORT METABOLIQUE 

De par leur position intermédiaire entre les neurones et le système vasculaire, l’un 

des premiers rôles définis des astrocytes fut celui de support métabolique aux neurones 

(Figure 16).  
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Le degré d’activité synaptique serait transmis via les astrocytes au système vasculaire 

afin de réguler le débit sanguin localement et permettre de fournir via les astrocytes les 

nutriments et l’oxygène nécessaires en fonction du besoin (Halassa et al, 2007 ; Zonta et al, 

2003 ; Iadecola et al, 2007 ; Koehler et al, 2009). Les astrocytes sont notamment capables de 

libérer un certain nombre de substances vaso-actives, tel le monoxyde d’azote, de l’ATP ou 

des produits dérivés de l’action des cyclo- et épo- xygénases (Carmignoto et Gomez-Gonzelo, 

2010 ; Koehler et al, 2009). Parmi ces derniers, on trouve notamment un certain nombre de 

dérivés de l’acide arachidonique, comme les acides epoxyeicosatrienoïques (EETs) 

(Amruthesh et al, 1993 ; Alkayed et al, 1997 ; Shi et al, 2008), la prostaglandine E2 (PGE2) 

(Amruthesh et al, 1993 ; Zonta et al, 2003) ou l’acide 20-hydroxyeicosatetraenoique (20-

HETE) (Amruthesh et al, 1993 ; Mulligan et MacVicar, 2004 ; Metea et Newman, 2006). 

Le couplage neuro-métabolique, lien entre l’activité synaptique et l’utilisation de 

glucose, nécessite l’intervention des astrocytes, comme il l’a été décrit au niveau des 

synapses glutamatergiques (Magistretti, 2009). L’activation neuronale induit la libération, 

dans la fente synaptique, de glutamate, qui va être activement capté par les astrocytes, via 

des transporteurs spécifiques (GLAST et GLT-1). L’entrée de glutamate dans la cellule utilise 

un système de co-transport avec les ions Na+, engendrant une augmentation de la 

concentration intracellulaire de Na+ et ainsi l’activation de la pompe Na+/K+ ATPase. Cette 

activation de la pompe Na+/K+ ATPase va stimuler la glycolyse aérobie au niveau de 

l’astrocyte, c'est-à-dire la conversion de glucose en lactate en présence d’oxygène (Pellerin 

et Magistretti, 1996). Le lactate produit est libéré de l’astrocyte et pourra être capté par le 

neurone pour servir de substrat métabolique via sa conversion en pyruvate et son entrée 

dans le cycle de Krebs (Pellerin et al, 1998 ; Pellerin et al, 2007).  

B- MAINTIEN DE L’HOMEOSTASIE CEREBRALE 

Les astrocytes participent au maintien de l’homéostasie cérébrale, notamment 

concernant les fluides, les ions et le pH (Simard et Nedergaard, 2004).  

Les prolongements astrocytaires au niveau des vaisseaux sanguins sont riches en 

aquaporine 4 (AQP4), canal membranaire permettant le passage de l’eau entre les vaisseaux 

sanguins et le cerveau (Nielsen et al, 1997 ; Amiry-Moghaddam et al, 2003).  
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Lorsqu’ils sont activés, les neurones libèrent des ions K+ dans le milieu extracellulaire, 

qui en excès, peuvent être toxiques en induisant une hyperexcitabilité neuronale (Kreisman 

et Smith, 1993). De plus, le gradient ionique, tel que celui en ions K+, joue un rôle dans la 

régulation du volume cellulaire (Lang, 2007). Il est donc important de maintenir les 

concentrations extracellulaires en ions K+. Riches en transporteurs d’ions potassiques K+, les 

astrocytes peuvent capter le potassium extracellulaire et jouent ainsi un rôle important dans 

l’homéostasie potassique (Walz, 2000). 

Enfin, les astrocytes jouent un rôle clé dans la régulation du pH au niveau cérébral 

(Obara et al, 2008). En effet, les membranes astrocytaires disposent d’un certain nombre de 

transporteurs de protons, tels que des transporteurs du bicarbonate, des transporteurs de 

l’acide monocarboxylique ou encore les ATPases. Ces transporteurs, couplés à l’action de 

l’enzyme anhydrase carbonique qui convertit de manière réversible une molécule de CO2 en 

un proton et un bicarbonate, permettent aux astrocytes de participer activement à la 

régulation du pH cérébral.  

C- CAPTURE DU GLUTAMATE 

La capture de neurotransmetteurs, tels que le GABA ou le glutamate, par les astrocytes 

est une de leurs fonctions la plus détaillée et la mieux établie dans la littérature. Nous ne 

discuterons ici que de leur capacité à capturer le glutamate, qui constitue, comme nous 

l’avons décrit précédemment, une part du cycle glutamate-glutamine.  

Ainsi, les astrocytes participent à environ 90% de l’élimination du glutamate 

extracellulaire et à son recyclage vers le neurone. Cette capture s’effectue principalement 

via 2 transporteurs spécifiques, GLAST (ou EAAT1) et GLT-1 (ou EAAT2) (Danbolt, 2001), co-

exprimés à la surface astrocytaire, mais dont la concentration au sein du SNC présente des 

spécificités régionales. Ainsi, GLAST constitue le principal transporteur de glutamate au 

niveau du cervelet, de la rétine et de l’oreille interne, tandis que GLT-1 est abondant au 

niveau du pro-encéphale et plus particulièrement au niveau de l’hippocampe (Danbolt, 

2001). Leur mode de fonctionnement est globalement similaire. La capture du glutamate est 

un processus électrogénique (Brew et Attwell, 1987). Le transport d’une molécule de 

glutamate s’accompagne de l’entrée dans la cellule de 3 Na+ et de 1 H+, ainsi que de la sortie  
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Figure 17 : La gliotransmission (Haydon et Carmignoto, 2006) 

Les astrocytes sont capables de synthétiser et de libérer un certain nombre de molécules, appelés 

gliotransmetteurs, qui vont participer à la régulation de la neurotransmission. Ainsi, ils libèrent du 

glutamate qui va agir aux niveaux pré- et post-synaptique afin de promouvoir la synchronisation 

neuronale, de l’ATP qui peut agir à la fois sur la synapse environnante ou bien à distance après 

hydrolyse en adénosine, et la D-sérine qui, en tant que principal co-agoniste des récepteurs NMDA, 

participe à la régulation de la plasticité synaptique.  
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d’un K+ (Zerangue et Kavanaugh, 1996 ; Levy et al, 1998) et fait intervenir un couplage direct 

des transporteurs avec les pompes Na+/K+ ATPases membranaires (Rose et al, 2009). 

Cette fonction astrocytaire permet d’optimiser le ratio signal/bruit pour la 

neurotransmission glutamatergique et est d’autant plus importante, que, en excès, le 

glutamate constitue une potentielle neurotoxine. Ce phénomène, pour la première fois 

décrit dans les années 50 au niveau de la rétine (Lucas et Newhouse, 1957), a été confirmé 

et qualifié d’ « excitotoxicité » par l’équipe de Olney et al (1969). Ainsi, une concentration 

excessive de glutamate dans la fente synaptique va aboutir à la sur-stimulation des 

récepteurs post-synaptiques du glutamate et en particulier des récepteurs NMDA. L’influx 

excessif d’ions Ca2+ et Na+ qui en résulte, associé à des mouvements passifs d’eau et d’ions 

Cl- va engendrer une augmentation du volume cellulaire et un certain nombre de 

dysfonctionnement métabolique, aboutissant à la mort neuronale (Lau et Tymianski, 2010 ; 

Wang et Qin, 2010 ; Szydlowska et Tymianski, 2010 ; Sattler et Tymianski, 2000 ; Sattler et 

Tymianski, 2001). Comme il n’existe pas d’enzymes de dégradation du glutamate au niveau 

des synapses du SNC, la capture du glutamate par les cellules environnantes constitue donc 

un processus indispensable pour prévenir ces phénomènes d’excitotoxicité. Ainsi, l’inhibition 

des transporteurs du glutamate entraine une hyperactivation post-synaptique et constitue 

un modèle de neurotoxicité (Rothstein et al, 1993 ; Tong et Jahr, 1994 ; Rothstein et al, 

1996 ; Tanaka et al, 1997).  

D- LIBERATION DE GLIOTRANSMETTEURS ET ROLE DANS LA PLASTICITE SYNAPTIQUE 

Suite à l’arrivée de signaux calciques, les astrocytes sont capables de synthétiser, 

stocker et libérer un certain nombre de gliotransmetteurs (glutamate, ATP, GABA, adénosine 

ou encore D-sérine) qui participent à la régulation de la neurotransmission (Halassa et al, 

2007 ; Parpura et Zorec, 2010 ; Perea et Araque, 2010) (Figure 17). Par exemple, la libération 

de glutamate par les astrocytes participe à la synchronisation des neurones. En effet, des 

études ont montré que le glutamate astrocytaire permet de synchroniser l’activation 

d’ensembles de neurones pyramidaux dans un espace d’environ 100 µm (Angulo et al, 2004 ; 

Carmignoto et Fellin, 2006 ; Fellin et al, 2004). 

La L-sérine est convertie en D-sérine grâce à la sérine racémase, enzyme présente dans 

les astrocytes (Wolosker et al, 1999). En tant que principal co-agoniste endogène des  
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Figure 18 : Le double jeu des astrocytes 

Lors de l’altération de l’homéostasie cérébrale, suite, par exemple à un stress, l’activation 

microgliale va permettre l’activation astrocytaire. Les astrocytes vont alors augmenter leurs capacités 

neuroprotectrices, favorisant les processus de réparation ; c’est le côté Docteur Jekyll. Cependant, si 

l’altération est trop intense ou trop prolongée, l’activation astrocytaire évolue vers l’astrogliose, qui 

constitue une altération irréversible du phénotype astrocytaire. Les astrocytes perdent leur fonction 

protectrice, favorisant l’aggravation de l’altération homéostasique ; c’est le côté Mister Hyde. 
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récepteurs NMDA, la D-sérine libérée par les astrocytes participe à l’activation de ces 

derniers (Oliet et Mothet, 2009). Comme nous l’avons décrit précédemment, les récepteurs 

NMDA sont fortement impliqués dans la plasticité synaptique, notamment la LTP et la LTD. 

Ainsi, plusieurs études se sont intéressées au rôle joué par la D-sérine sur l’induction de la 

LTP. L’utilisation d’enzymes, telles que la D-Amino Acid Oxydase (DAOO), qui dégradent la D-

Sérine, a permis de démontrer son implication dans l’induction de la LTP sur des cultures 

cellulaires, mais également sur des tranches d’hippocampe et d’hypothalamus (Yang et al, 

2003 ; Panatier et al, 2006 ; Henneberger et al, 2010) 

III.1.3 Le double jeu des astrocytes : Docteur Jekyll et Mister Hyde (Figure 18) 

Lors d’une altération de l’homéostasie cérébrale, l’activation de la microglie va aboutir 

à la libération d’un certain nombre de cytokines pro-inflammatoires, qui vont à leur tour 

activer les astrocytes. Les astrocytes activés vont alors stimuler leurs fonctions, s’adaptant 

ainsi à la nécessité d’une régulation accrue de l’activité synaptique et permettant la 

restauration de l’homéostasie du milieu extracellulaire. C’est le côté Docteur Jekyll des 

astrocytes (Morale et al, 2006). Les astrocytes ont alors un rôle neuroprotecteur, en 

exerçant les fonctions précédemment décrites.  

Cependant, lorsque l’altération de l’homéostasie est trop intense ou trop prolongée, 

l’activation astrocytaire évolue vers une modification irréversible du phénotype, conduisant 

au phénomène d’astrogliose (Sofroniew, 2009). C’est le côté Mister Hyde des astrocytes 

(Morale et al, 2006). Les astrocytes réactifs présentent une hypertrophie marquée de leur 

corps cellulaire et prolongements principaux, caractérisée par l’augmentation de 

l’expression de la GFAP et de la vimentine, protéines du cytosquelette astrocytaire pouvant 

ainsi servir de marqueurs de l’astrogliose (Yang et al, 1994 ; Sofroniew, 2009 ; Sofroniew et 

Vinters, 2010). De plus, lors de l’astrogliose, les astrocytes présentent une perte de leurs 

fonctions régulatrices et une réduction de leurs facultés neuroprotectrices, ce qui aboutit à 

une accentuation des altérations de l’homéostasie et des dommages neuronaux. Les 

astrocytes réactifs produisent notamment des cytokines pro-inflammatoires, des espèces 

réactives oxygénées ou nitrogénées ou encore du glutamate pouvant contribuer à 

l’excitotoxicité (Heneka et al, 2010 ; Sofroniew, 2009). De plus, la perturbation du transport 

d’eau par les aquaporines peut engendrer un œdème cérébral (Zador et al, 2009). 
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Dans les cas les plus sévères, l’astrogliose permet la formation d’une cicatrice gliale 

(Sofroniew, 2009), qui empêche la régénération des axones endommagés (Silver et Milller, 

2004). Des modèles de souris transgéniques ont permis de montrer le rôle neuroprotecteur 

de ces cicatrices gliales qui permettent d’isoler les tissus endommagés des tissus sains et 

ainsi de limiter la propagation de l’inflammation (Faulkner et al, 2004 ; Voskuhl et al, 2009 ; 

Sofroniew, 2009).   

La réactivité astrocytaire est un phénomène complexe, pouvant avoir des effets 

bénéfiques et des effets délétères en fonction de la nature et de la durée de l’atteinte, mais 

également de sa localisation et de sa nature. Un dysfonctionnement de la balance entre les 

effets protecteurs et les effets délétères des astrocytes est impliqué dans un certain nombre 

de pathologies neurodégénératives, telles que la maladie d’Alzheimer ou la maladie de 

Parkinson (Heneka et al, 2010 ; Halassa et al, 2007 ; Rossi et Volterra, 2009).  

III.2 Rôle des AGPI dans le fonctionnement astrocytaire  

Peu d’études se sont intéressées à l’impact des AGPI sur le fonctionnement 

astrocytaire jusqu’à présent. Cependant, ce sujet est d’un grand intérêt, lorsque l’on sait que 

l’activation astrocytaire induit la libération de DHA et d’AA par la PLA2 des membranes 

astrocytaires (Strokin et al, 2003 ; Strokin et al, 2004 ; Stella et al, 1994).  

Un effet signal inhibiteur du DHA sur la capture de glutamate par les astrocytes a été 

montré sur culture primaire d’astrocytes, ainsi que sur suspensions cellulaires de cortex 

(Grintal et al, 2009). Il a également été montré un effet inhibiteur de l’AA sur la capture de 

glutamate sur différents modèles (Volterra et al, 1992 ; Volterra et al, 1994 ; Lundy et 

McBean, 1996). De plus, des études sur des cellules embryonnaires humaines de rein (HEK) 

transfectées ont montré que le DHA inhibe la capture de glutamate par les transporteurs 

GLAST et à l’inverse stimule la capture par les transporteurs GLT-1 (Berry et al, 2005). Ainsi, 

les AGPI pourraient participer à la régulation de la capture du glutamate par les astrocytes 

selon plusieurs mécanismes, faisant intervenir différentes voies de signalisation comme celle 

de la CamKII, la PKA, la PKC et les flux calciques (Berry et al, 2005). Les AGPI semblent par 

ailleurs réguler les oscillations calciques au niveau des astrocytes (Sergeeva et al, 2005). 

L’équilibre membranaire en DHA/AA des astrocytes participerait au couplage entre les 

cellules, notamment via les Connexines 43 (Champeil-Potokar et al, 2006), ainsi qu’à la 
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maturation et à la différentiation des astrocytes en culture (Joardar et al, 2006 ; Joardar et 

Das, 2007). 

Bien que les études sur l’impact des AGPI n-3 sur le fonctionnement astrocytaire 

restent, à ce jour, peu nombreuses et assez disparates, elles semblent souligner néanmoins 

un rôle complexe de ces AGPI dans la régulation de la fonction astrocytaire.  

 

En résumé, la synapse tripartite glutamatergique, composée des neurones pré- et 

post-synaptiques, et des astrocytes, joue un rôle important pour le bon fonctionnement du 

SNC. Plus particulièrement au niveau de l’hippocampe, elle participe activement aux 

processus de mémorisation et d’apprentissage, notamment via les phénomènes de LTP et 

LTD. Les études menées jusqu’alors ont permis de mettre en évidence un rôle des AGPI n-3 

dans la régulation de cette synapse, aussi bien au niveau neuronal qu’astrocytaire. Le 

fonctionnement de la synapse tripartite glutamatergique est fortement sensible aux 

altérations de l’homéostasie cérébrale, telles celles induites par le stress. Dans la dernière 

partie de cette introduction, nous détaillerons donc les processus impliqués dans la réponse 

au stress ainsi que leurs répercussions sur le fonctionnement de la synapse tripartite 

glutamatergique.  
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Partie 3 : Le stress chronique 

I. La réponse au stress : Définitions et description des différents acteurs 

I.1 Définition et description de la réponse au stress 

Le concept de « stress » a, depuis sa première description par Selye (1936 et 1956), 

toujours été débattu car il constitue une notion relativement difficile à définir. Il est 

communément admis qu’un facteur de stress constitue une perturbation s’appliquant à 

l’organisme visant à modifier son homéostasie et ainsi, que la réponse au stress est 

l'ensemble des réactions comportementales et physiologiques visant à maintenir ou rétablir 

cette homéostasie (Chrousos, 2009).  

La réponse au stress fait intervenir le SNC, en facilitant les réactions d’alerte, de 

cognition et de vigilance, en inhibant les fonctions végétatives et en activant les systèmes de 

régulation de l’axe corticotrope, axe neuroendocrinien formé de l’association de l’axe 

hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HHS) et du système limbique fortement impliqué dans 

la réponse au stress. Elle va également engendrer un certain nombre de modifications au 

niveau périphérique, notamment en favorisant l’oxygénation et la nutrition des organes clés 

de la coordination de la réponse au stress (cerveau, cœur et muscles squelettiques) 

(Chrousos, 2009). 

La réponse au stress s’adapte en fonction du type, de l’intensité et de la durée du 

stimulus, ainsi que de sa prédictibilité et sa contrôlabilité (Chrousos, 2009 ; Koolhaas et al, 

2011). Elle est bénéfique, en permettant le retour à l’homéostasie et dans certain cas 

améliorer les capacités d’adaptation de celle-ci afin de mieux réagir lors d’une prochaine 

atteinte. Mais lorsqu’elle devient trop intense ou prolongée, en réponse à un stress de type 

chronique, elle peut devenir nuisible pour l’organisme (Chrousos, 2009; Koolhaas et al, 

2011 ; McEwen, 1998). Le système de réponse au stress a une activité circadienne basale et 

une activité stimulée lors de l’arrivée d’un agent stressant. Il joue donc un rôle essentiel 

dans le bon fonctionnement de l’organisme et son dysfonctionnement peut aboutir à des 

perturbations importantes de la croissance, du développement, du comportement ou 

encore du métabolisme (Chrousos, 2009 ; Koolhaas et al, 2011). 
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Figure 19 : Axe corticotrope 

HHS : Hypothalamo-Hypophyso-Surrénalien ; PVN : Noyau ParaVentriculaire ; CRH : Corticotropin-

Releasing Hormone ; ACTH : Adreno-CorticoTrophin Hormone 
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I.2 Les différents circuits impliqués 

Suite à un stimulus stressant, l’organisme développe une réponse « adaptative », 

décrite initialement comme le « syndrome général d’adaptation » (Selye, 1936). Les deux 

principaux acteurs de cette réponse au stress sont d’une part le système nerveux 

sympathique et d’autre part l’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HHS) (Tsigos et 

Chrousos, 2002). De plus, de part son rôle central dans le maintien de l’homéostasie et dans 

la réponse au stress, ce système est finement régulé, notamment grâce à l’intervention du 

système limbique (Ulrich-Lai et Herman, 2009 ; Jankord et Herman, 2008) ; l’association 

entre l’axe HHS et le système limbique forme l’axe corticotrope (Figure 19). Dans cette 

partie, nous décrirons de manière succincte les processus impliqués.  

I.2.1 La réponse d’urgence : le système nerveux sympathique 

Le système nerveux sympathique innerve des organes tels que les muscles lisses des 

vaisseaux, le cœur, les muscles squelettiques, les reins, l’intestin, … L’innervation 

sympathique des organes périphériques fait intervenir deux neurones : un neurone pré-

ganglionnaire dont le corps cellulaire est situé dans la moelle épinière et un neurone post-

ganglionnaire dont le corps cellulaire est situé dans les ganglions et qui va innerver à son 

tour les organes périphériques.  

Sous l’effet du stress, le système nerveux sympathique permet une réponse rapide de 

l’organisme, qui prépare l’individu à la fuite ou la lutte (Ulrich-Lai et Herman, 2009). Il 

stimule notamment la libération par les glandes médullosurrénales de catécholamines : 

adrénaline et noradrénaline. Ces deux molécules ont une action périphérique, notamment 

en régulant le système cardiovasculaire, et jouent également un rôle au niveau cérébral. 

Ainsi, en stimulant les récepteurs adrénergiques de l’amygdale, elles participent à 

l’encodage et à la mémorisation d’informations relatives aux émotions (McGaugh et 

Roozendaal, 2002 ; Cahill et al, 1994 ; Lupien et al, 2007) 

I.2.2 L’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HHS) 

L’axe HHS regroupe les noyaux paraventriculaires de l’hypothalamus (PVN), 

l’hypophyse et les glandes surrénaliennes. Suite à l’arrivée d’un stimulus, les PVN de  
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Figure 20 : Structures du système limbique 
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l’hypothalamus secrète un peptide de 41 acides aminés, la CRH (Corticotropin Releasing 

Hormone) (Vale et al, 1981), qui va agir, en synergie avec la vasopressine, pour stimuler la 

libération d’ACTH (Adreno-Cortico-Trophin Hormone) par l’hypophyse (Tsigos et Chrousos, 

2002). L’ACTH ainsi libérée dans la circulation va réguler la sécrétion, par les glandes 

surrénales, des glucocorticoïdes, principaux effecteurs et marqueurs de la réponse au stress. 

Les glucocorticoïdes régulent notamment l’activité de l’axe HHS par rétrocontrôle négatif, 

afin de réguler leur propres concentrations (Keller-Wood et Dallman, 1984). Ce rétrocontrôle 

par les glucocorticoïdes peut être rapide, en agissant, par exemple, directement sur 

l’hypothalamus via des récepteurs encore méconnus (Di et al, 2003) ou bien plus lent, en 

faisant intervenir notamment leur interaction avec leurs récepteurs spécifiques GR et MR au 

niveau du système limbique (Herman et al, 2005 ; Jankord et Herman, 2008).  

En condition basale, l’axe HHS est régulé de manière pulsatile en fonction du cycle 

circadien, avec notamment un pic de l’activité en début de la phase active (Chung et al, 

2011 ; Lupien et al, 2007 ; Papadimitriou et Priftis, 2009). L’arrivée d’un agent stressant 

engendre une activation intense de cet axe, aboutissant à une augmentation de la libération 

des hormones du stress, notamment des glucocorticoïdes. 

I.2.3 La régulation de la réponse au stress par le système limbique 

Le système limbique, ensemble de structures cérébrales impliquées notamment dans 

la formation de la mémoire, les émotions et le comportement, participe activement à la 

régulation de la réponse au stress (Ulrich-Lai et Herman, 2009 ; Jankord et Herman, 2008) 

(Figure 20). L’amygdale, l’hippocampe, ainsi que le cortex préfrontal ont notamment été 

décrits comme modulant l’activation du système nerveux sympathique et/ou de l’axe HHS 

au cours de la réponse au stress. Ainsi, d’une manière générale, mais non exclusive, 

l’hippocampe et le cortex préfrontal participent au rétrocontrôle négatif de l’axe HHS via les 

glucocorticoïdes, tandis que l’amygdale a une action stimulatrice sur la sécrétion de 

glucocorticoïdes (Herman et al, 2005). Dans la suite de l’exposé, nous ne traiterons que du 

rôle de l’hippocampe.  

L’hippocampe exerce une action inhibitrice sur l’axe HHS (Ulrich-Lai et Herman, 2009 ; 

Jankord et Herman, 2008 ; Jacobson et Sapolsky, 1991). Ainsi, des lésions de l’hippocampe 

engendrent une élévation des concentrations de glucocorticoïdes dans la circulation (Knigge, 
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1961 ; Fendler et al, 1961). A l’inverse, une stimulation de l’hippocampe engendre une 

inhibition de l’activité de l’axe HHS, notamment en réduisant la sécrétion d’ACTH et de 

glucocorticoïdes (Feldman et Weidenfeld, 2001 ; Casady et Taylor, 1976). Grâce à la 

présence de nombreux récepteurs aux corticoïdes, l’hippocampe peut ainsi moduler 

l’activité de l’axe HHS au cours du cycle circadien (Buchanan et al, 2004 ; Fischette et al, 

1980) et en condition de stress (Buchanan et al, 2009 ; Khalili-Mahani et al, 2010 ; Herman et 

al, 1998 ; Herman et al, 1995) et participe donc au rétrocontrôle négatif de l’axe HHS 

(Jacobson et Sapolsky, 1991 ; Herman et al, 2005 ; Jankord et Herman, 2008). 

La régulation de l’axe HHS par l’hippocampe fait intervenir une structure particulière, 

le subiculum (Herman et Mueller, 2006). Cependant, les mécanismes impliqués dans 

l’intégration du stress sont complexes et dépendent fortement du contexte 

environnemental, du stimulus ainsi que des prédispositions individuelles de chacun.  

I.3 Les glucocorticoïdes (GCs) 

Les glucocorticoïdes (dont le représentant principal est le cortisol chez l’humain et la 

corticostérone chez les rongeurs) constituent les principales hormones de la réponse au 

stress et jouent un rôle important dans le contrôle et la régulation de cette réponse. Les 

glucocorticoïdes sont des substances dérivées du cholestérol, dont la synthèse au niveau des 

glandes surrénales et la libération dans la circulation sanguine sont stimulées par l’arrivée 

d’ACTH. Ils font partie des hormones dites stéroïdiennes et sont formés d’un noyau 

prégnane sur lequel vient se greffer un certain nombre de fonctions chimiques (cétones, 

hydroxy-, fluor, …) spécifiques à chaque molécule.  

Au niveau des organes et plus particulièrement du cerveau, ils exercent leur action 

via 2 types de récepteurs : les récepteurs aux minéralocorticoïdes (MR) et les récepteurs aux 

glucocorticoïdes (GR). En effet, liposolubles, ils peuvent aisément traverser la barrière 

hémato-encéphalique et atteindre le cerveau (Lupien et al, 2007).  

Dans cette partie de l’exposé, nous décrirons dans un premier temps la fonction et la 

régulation de leurs récepteurs GR et MR au niveau cérébral. Puis nous nous intéresserons à 

leurs mécanismes d’action, plus particulièrement au niveau du SNC.  
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I.2.1 Les récepteurs aux glucocorticoïdes au niveau cérébral 

Les GCs exercent leur action via deux types de récepteurs, les GR et les MR. Ces deux 

types de récepteurs sont, au niveau du SNC, exprimés aussi bien par les cellules neuronales, 

que par les cellules gliales (Bohn et al, 1991 ; Bohn et al, 1994 ; Cintra et al, 1994). Ils 

peuvent être co-localisés au sein d’une même cellule, notamment au niveau des neurones 

pyramidaux de la zone CA1 de l’hippocampe (Han et al, 2005). Ils diffèrent par leur affinité 

au ligand, leur rôle dans la régulation de l’axe HHS, ainsi que leur distribution au niveau du 

SNC.  

Les MR sont impliqués dans l’action « basale » des GCs en condition physiologique et 

présentent une affinité pour leur ligand 6 à 10 fois supérieure que les GR (Lupien et al, 

2007 ; Reul et de Kloet, 1985). On les retrouve au niveau de l’hypothalamus et de 

l’amygdale, mais ils sont surtout présents au niveau de l’hippocampe. Les GRs, quant à eux, 

participent au rétrocontrôle négatif de l’axe HHS par les GCs et à la consolidation de la 

mémoire d’évènements stressants lors d’une activation par le stress et lors du pic de 

sécrétion durant le cycle circadien ; les récepteurs MR sont alors saturés et malgré leur plus 

faible affinité pour le ligand, les GRs sont activés (Lupien et al, 2007; Reul et de Kloet, 1985). 

On les retrouve notamment au niveau de l’hippocampe, du cortex préfrontal et de 

l’amygdale.   

I.2.2 Deux modes d’action complémentaires 

A- REPONSE LENTE FAISANT INTERVENIR DES PHENOMENES GENOMIQUES 

Les récepteurs aux glucocorticoïdes sont d’importants régulateurs de la transcription 

génique. Cette action est lente, puisqu’elle intervient 15 à 30 minutes après l’activation du 

récepteur et peut persister d’une heure à plusieurs jours en fonction de la durée et de 

l’intensité du signal (Datson et al, 2008). Suite à leur activation par la fixation du ligand, les 

récepteurs aux glucocorticoïdes (GR et MR) migrent vers le noyau, où ils vont participer à la 

régulation de la transcription génique, soit directement en se fixant à des sites spécifiques 

de l’ADN, soit indirectement en interagissant avec d’autres facteurs de transcription. 

Le premier mode d’action fait intervenir la formation d’homo-dimères, qui vont se 

lier à des éléments de réponse aux glucocorticoïdes (GREs) sur l’ADN dans la région des 
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promoteurs des gènes-cibles. En interagissant avec la machinerie générale de transcription, 

ce processus va permettre le plus souvent d’activer la transcription de gènes cibles.  

 

 

Figure 21 : Action génomique lente des glucocorticoïdes (Datson et al, 2008) 

Les glucocorticoïdes exercent leur action génomique via 2 mécanismes distincts : l’un faisant 

intervenir les Eléments de Réponse aux glucocorticoïdes (GREs) et l’autre qui implique l’interaction 

des récepteurs aux glucocorticoïdes avec d’autres facteurs de trnascription.  
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Cependant, dans certains cas, ce mécanisme peut aboutir à la répression de certains 

gènes. C’est le cas, par exemple, dans le rétrocontrôle négatif par les glucocorticoïdes de 

l’axe HHS (Dostert et Heinzel, 2004 ; Datson et al, 2008), notamment pour l’inhibition de la 

sécrétion de CRH par l’hypothalamus (Kageyama et Suda, 2009 ; Itoi et al, 2004 ; Aguilera et 

al, 2007) ou d’ACTH par l’hypophyse (Drouin et al, 1993 ; Nakai et al, 1991). En situation de 

stress, on assiste parfois dans certaines régions cérébrales telles que l’hippocampe, à une 

hétérodimérisation des récepteurs, permettant de diversifier et de réguler plus finement 

l’action des glucocorticoïdes sur la transcription génique (Nishi et Kawata, 2006) (Figure 21).  

Le deuxième mode d’action consiste en une interaction du récepteur monomérique 

avec d’autres facteurs de transcription, tels que CREB (cAMP Response Element Binding) 

(Grossmann et al, 2010 ; Föcking et al, 2003), NFκB (nuclear factor-kappa B) (Ray et 

Prefontaine, 1994 ; Kye et al, 2007 ; Tahera et al, 2006) ou l’AP1 (Activated Protein 1) (Xu et 

al, 2001 ; Autellitano, 1994) (Figure 21). 

Les glucocorticoïdes via leurs récepteurs MR et GR sont ainsi capables de moduler la 

transcription de gènes impliqués dans un grand nombre de processus cellulaires, tels que le 

métabolisme énergétique, la structure neuronale, le métabolisme des neurotransmetteurs, 

le cycle vésiculaire ou l’adhésion cellulaire (Datson et al, 2008) qui sont autant d’éléments 

intervenants dans la réponse au stress et dans le rétablissement de l’homéostasie. 

B- REPONSE RAPIDE NON GENOMIQUE 

Si l’implication des glucocorticoïdes dans les effets prolongés du stress est bien 

établie, ils sembleraient également intervenir dans un certain nombre de réponses rapides 

de l’organisme face au stress (Groeneweg et al, 2011 ; de Kloet et al, 2008 ; Evanson et al, 

2010 ; Haller et al, 2008). Nous discuterons en particulier des implications au niveau de 

l’hippocampe de cette régulation rapide par les glucocorticoïdes. 

Dans les minutes suivant l’élévation de glucocorticoïdes suite à un stress, 

l’hippocampe présente une augmentation de la fréquence des mPPSE (potentiel post-

synaptique excitateur miniature, reflétant l’activité basale spontanée des synapses), sans 

modulation de leur amplitude (Karst et al, 2005 ; Pasricha et al, 2011 ; Qiu et al, 2010 ; 

Olijslagers et al, 2008). Cela se traduit par une augmentation de la libération pré-synaptique 

de glutamate. De plus, les glucocorticoïdes modulent également rapidement la diffusion 
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Figure 22 : Action des glucocorticoïdes selon une courbe en U-inversé (adapté de Lupien et 

al, 2007) 
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latérale des récepteurs AMPA dans les membranes (Groc et al, 2008). L’utilisation 

d’antagonistes des différents récepteurs, ainsi que de modèles de souris KO a permis de 

mettre en évidence le rôle privilégié joué par les récepteurs MR membranaires pré- et post-

synaptiques dans cette action rapide des glucocorticoïdes.  

Les récepteurs MR ne sont pas les seuls acteurs de cette régulation rapide qui 

intervient dans les minutes suivant l’exposition au stress. Les GR participeraient également, 

notamment en favorisant la génération de nouvelles dendrites aux niveaux des neurones 

pyramidaux de la zone CA1 de l’hippocampe (Komatsukazi et al, 2005). Ces récepteurs aux 

glucocorticoïdes impliqués dans les réponses rapides seraient situés au niveau des 

membranes neuronales (Groeneweg et al, 2011), contrairement aux récepteurs impliqués 

dans les réponses génomiques. Cependant, un certain nombre d’effets rapides des 

glucocorticoïdes, tels que la modulation de la LTP ou encore de la neurotoxicité, ne semblent 

pas influencés par ces 2 types de récepteurs, suggérant l’existence d’un autre récepteur aux 

glucocorticoïdes, encore inconnu à ce jour (Xiao et al, 2010 ; Wiegert et al, 2006). 

I.4 Modèle de stress chronique 

I.4.1 Spécificité du stress chronique versus le stress aigu 

On distingue 2 types de stress : le stress aigu, qui correspond à un état transitoire et 

unique de l’élévation de la concentration de glucocorticoïdes et le stress chronique qui est, 

quant à lui, un état prolongé et persistant.  

Les glucocorticoïdes exercent leurs effets selon une courbe en U inversée (Chrousos, 

2009 ; Mateo, 2008 ; Lupien et al, 2007 ; Salehi et al, 2010) (Figure 22). En condition basale, 

le niveau de glucocorticoïdes est faible ; leur action passe alors uniquement par l’activation 

des récepteurs MR. Lors d’un stress, la concentration de glucocorticoïdes augmente, 

aboutissant à la saturation des récepteurs MRs et à l’activation progressive des récepteurs 

GRs. Dans le cas où la stimulation est modérée et transitoire, les taux de corticoïdes 

retournent à un niveau de base et le stress a un effet bénéfique d’adaptation, en permettant 

notamment de favoriser les fonctions associées à l’hippocampe, telles que l’apprentissage 

ou la mémorisation. A l’inverse, lorsque la stimulation devient trop intense ou trop 

prolongée, le stress a alors un effet délétère et l’organisme perd toutes ces capacités 

d’adaptation. Lors d’un stress chronique, on observe un certain nombre de modifications 
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physiques et métaboliques de l’axe HHS. Une exposition prolongée à un stress engendre 

ainsi une hypertrophie de la glande surrénale en réponse à l’hyperstimulation de l’axe et 

l’élévation durable des taux de corticoïdes (Ulrich-Lai et al, 2006), une augmentation de 

l’activité basale de l’axe (Albeck et al, 1997) et une diminution de l’efficacité de la régulation 

par rétrocontrôle négatif par réduction de la densité et de l’activité des récepteurs MR et GR 

(Mizoguchi et al, 2003).   

Cependant, l’impact d’un stress dépend en grande partie du type et de la durée de la 

stimulation appliquée, ainsi que de l’individu sur laquelle il est appliqué. Ainsi, si un stress 

chronique peut avoir des conséquences irréversibles au cours de la période périnatale, les 

effets d’un stress chronique subi à l’âge adulte est le plus souvent réversible après 

disparition du stimulus stressant (Lupien et al, 2009).  

I.4.1 Modèle du stress chronique de contention 

Il existe de nombreux modèles de stress chronique ; deux des modèles les plus 

utilisés sont le stress d’immobilisation et le stress de contention (Jaggi et al, 2011 ; Buynitsky 

et Mostofsky, 2009). Le stress d’immobilisation constitue un stress essentiellement 

physique, au cours duquel l’animal est attaché par ses membres et qui est donc dans 

l’incapacité totale de bouger. Le stress de contention constitue un stress physique mais 

également psychologique, basé sur la prise de conscience de l’impossibilité pour les animaux 

de s’échapper de l’espace restreint dans lequel ils sont confinés.  

Le stress chronique de contention consiste à placer de manière répétée et prolongée 

les animaux dans des espaces restreints, ne leur permettant pas ni de bouger, ni de 

s’alimenter. De nombreux protocoles existent, différant par leur durée, leur fréquence, ou 

leur intensité (Buynitsky et Mostofsky, 2009). Cependant, tous sont considérés comme de 

bons modèles de stress, de part leur capacité à moduler la concentration sanguine en 

hormones du stress (ACTH et corticostérone) (Gray et al, 2010 ; Bauer et al, 2001 ; Kitraki et 

al, 2004). Parmi les protocoles de stress chronique de contention existants, l’un des plus 

utilisés consiste à placer les animaux en contention pendant 6h par jour, pendant 21 jours 

consécutifs. Ce type de stress est reconnu pour moduler les propriétés cérébrales et 

comportementales des animaux, comme nous le décrirons plus tard (Buynitsky et 
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Mostofsky, 2009), notamment en favorisant les comportements anxieux et agressifs des 

individus et en altérant leurs capacités d’apprentissage et de mémorisation.  

 

II. Impact d’un stress chronique sur le comportement animal et le fonctionnement cérébral 

Le cerveau constitue une cible privilégiée du stress et des hormones impliquées. 

L’hippocampe, de part sa position centrale dans la réponse au stress, y est particulièrement 

sensible et de nombreuses études se sont intéressées à sa modulation par des agents 

stressants afin de mieux appréhender leur impact sur le comportement animal et le 

fonctionnement cérébral (McEwen, 2007). Cette partie de l’exposé vise à présenter les 

modulations du fonctionnement cérébral, plus particulièrement au niveau de l’hippocampe. 

II.1 Modulation des paramètres de la neurotransmission glutamatergique 

Le stress chronique, via l’action des glucocorticoïdes, module la neurotransmission 

glutamatergique, notamment en agissant sur la morphologie neuronale et sur la libération 

pré-synaptique de glutamate, ainsi que sur la régulation des récepteurs du glutamate et de 

la plasticité synaptique (Popoli et al, 2011 ; Chaouloff et Groc, 2011). 

II.1.1 Modulation structurale des neurones 

L’action des hormones du stress sur le fonctionnement cérébral implique un 

remodelage de la structure des neurones, notamment au niveau de l’hippocampe (McEwen, 

2007). Des études ont ainsi montré une réduction significative de son volume chez le 

rongeur suite à un protocole de stress chronique de contention (Lee et al, 2009 ; Pham et al, 

2003) ou un stress chronique psychosocial (Ohl et al, 2000 ; Czeh et al, 2001). Il a été montré 

une réduction du nombre et de la longueur des dendrites au niveau de la zone CA3 de 

l’hippocampe, suite à un stress chronique de contention (McLaughin et al, 2007 ; Stewart et 

al, 2005 ; Magarinos et McEwen, 1995 ; Watanabe et al, 1992 ; Orlowski et al, 2011 ; 

Ramkumar et al, 2008), ainsi qu’une diminution du nombre de synapses dans cette zone 

(Sandi et al, 2003). Les mécanismes impliqués sont complexes. Ils font intervenir la 

régulation par les glucocorticoïdes de la neurotransmission glutamatergique et 

GABAergique. Mais il semble également que des monoamines tels que la sérotonine, ainsi 
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que des facteurs de croissance, tels que le BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor) soient 

impliqués (Conrad, 2006 ; McEwen, 2007).  

Au niveau de la zone CA1, les effets d’un stress chronique sont contradictoires. Ainsi, 

certaines études suggèrent qu’un stress chronique de contention induit une réorganisation 

synaptique, notamment avec une augmentation de la zone de densité post-synaptique 

(Donohue et al, 2006) et du nombre de fibres nerveuses (Orlowski et al, 2011). Cependant, il 

a également été reporté une rétraction dendritique suite à ce type de stress (Pawlak et al, 

2005), mais également dans d’autres paradigmes, tel qu’un stress chronique imprédictible, 

basé sur l’enchaînement de sessions de stress variés (injection d’une solution saline 

hypertonique, mise en contention, placement sur une plateforme en mouvement, mise en 

présence d’autres congénères dans un espace restreint…) (Sousa et al, 2000).  

II.1.2 Modulation de la libération pré-synaptique de glutamate 

Le stress modulant la structure des neurones, un certain nombre d’études se sont 

intéressées à l’influence qu’il pouvait avoir sur les propriétés neuronales et notamment sur 

les capacités de libération de neurotransmetteurs.  

Au niveau pré-synaptique, des études in vivo menées sur le modèle de stress 

chronique de contention ont montré, dans l’hippocampe, une réorganisation du pool 

vésiculaire au niveau des extrémités pré-synaptiques. Le stress induit ainsi une densification 

des vésicules et leur accumulation au niveau de la zone active (Magarinos et al, 1997). Dès 

lors, un certain nombre d’études utilisant le même paradigme de stress ont cherché à 

comprendre l’impact du stress sur le phénomène d’exocytose de neurotransmetteurs. Si 

aucune modulation de l’expression des protéines syntaxine, SNAP-25, synaptophysine, 

synaptotagmine ou encore synapsine dans l’hippocampe n’a été mise en évidence, 

l’expression génique et protéique de la protéine VAMP2, impliquée dans la formation du 

complexe SNARE, est augmentée suite au stress (Gao et al, 2006 ; Müller et al, 2011). Ces 

résultats suggèrent donc un impact de la contention répétée sur le cycle vésiculaire pré-

synaptique ; cependant, les mécanismes impliqués restent encore méconnus.  

Ces modulations de l’expression des protéines impliquées dans l’exocytose sont 

associées à des modulations de la libération de neurotransmetteurs. Une augmentation de 

la libération spontanée, ainsi que de la libération stimulée de glutamate a été mesurée sur 
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des préparations de synaptosomes de rongeurs après un stress chronique de contention 

(Satoh et al, 2011 ; Fontella et al, 2004) ou après une administration chronique de 

corticostérone (Hunter et al, 2009 ; Wang et al, 2009). Cet effet est accompagné d’une 

diminution de l’expression des récepteurs GR (Wang et al, 2009).  

II.1.3 Modulation de la plasticité synaptique 

Le stress, via les glucocorticoïdes, module la plasticité synaptique au niveau de 

l’hippocampe. Cette régulation notamment des phénomènes de LTP ou LTD par le stress est 

complexe et varie selon la région de l’hippocampe considérée, les protéines impliquées, ainsi 

que l’intensité et la durée du stress (Maggio et Segal, 2010 ; Kim et Diamond, 2002).  

Dans le cas d’un stress chronique, des études ont montré une inhibition de la LTP 

dans différentes zones de l’hippocampe (CA1, CA3 et gyrus denté) après contention 

(Pavlides et al, 2002), stress chronique imprédictible (Alfarez et al, 2003) ou encore injection 

chronique de corticostérone (Pavlides et al, 1993). L’utilisation d’un antagoniste spécifique 

des récepteurs GR inhibe ces effets, suggérant ainsi leur activation et leur rôle dans 

l’inhibition de la LTP au cours d’un stress chronique (Krugers et al, 2006). Cette modulation 

de la LTP a également été retrouvée sur des modèles utilisant des tranches d’hippocampe de 

souris traitées à la corticostérone (Wiegert et al, 2005 ; Krugers et al, 2005). Cependant, il 

semblerait que la LTP NMDA-dépendante soit spécifiquement altérée, tandis que d’autres 

formes de LTP, notamment celle impliquant des canaux calciques voltage dépendants, 

pourrait être stimulée (Krugers et al, 2005). 

Cette modulation de la plasticité par le stress semble également impliquer les 

récepteurs AMPA. En effet, des études sur culture cellulaire de neurones d’hippocampe ont 

montré un effet stimulateur de la corticostérone sur l’expression et la diffusion des 

récepteurs AMPA et plus particulièrement de la sous-unité GluR2 (Martin et al, 2009 ; Groc 

et al, 2008). Ces mécanismes auraient comme conséquence de modifier le seuil d’excitabilité 

des cellules et ainsi d’inhiber la LTP. De plus, en favorisant l’endocytose des récepteurs 

AMPA, la corticostérone stimulerait à l’inverse les processus de LTD. Chez le rongeur, une 

augmentation de l’amplitude de la LTD a été retrouvée suite à un stress chronique 

psychosocial (Tran et al, 2011) ou imprédictible (Holderbach et al, 2007). 
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II.2 Impact du stress sur la régulation astrocytaire de la neurotransmission 

glutamatergique 

Le stress chronique semble également avoir des effets importants sur la 

morphologie, le métabolisme et les fonctions astrocytaires, notamment celles impliquées 

dans la régulation de la neurotransmission glutamatergique (Popoli et al, 2011 ; Jauregui-

Huerta et al, 2010).  

II.2.1 Modulation structurale des astrocytes 

L’administration chronique de corticostérone chez le rat engendre une réduction de 

l’expression de GFAP, principal marqueur astrocytaire, au niveau de l’hippocampe, alors 

qu’une adrénalectomie, empêchant toute libération de corticostérone, augmente son 

expression (O’Callaghan et al, 1989 ; O’Callaghan et al, 1991 ; Nichols et al, 1990). Des 

résultats similaires sont observés dans des modèles de stress chronique imprédictible (Liu et 

al, 2011). Cependant, des études récentes en immunohistochimie suggèrent un effet dose-

dépendant stimulateur du stress sur le nombre d’astrocytes au niveau de la zone CA1 de 

l’hippocampe (Bridges et al, 2008), ainsi que sur la quantité de GFAP et de vimentine 

exprimée au niveau de l’hippocampe entier (Jang et al, 2008). Une telle augmentation, 

caractéristique de l’activation astrocytaire, est également retrouvée sur des modèles de 

culture primaire d’astrocytes issus de cortex de rat, aussi bien d’un point de vue génique que 

protéique alors que cet effet est inhibé en condition de co-culture avec des neurones 

(Rozovsky et al, 1995). Ainsi, le stress, via les glucocorticoïdes, exerce un effet complexe sur 

l’expression de la protéine astrocytaire GFAP. Cet effet serait fortement dépendant du type 

de stress, ainsi que de la zone cérébrale considérée.  

II.2.2 Modulation des capacités de capture et recyclage du glutamate 

Peu d’études se sont intéressées jusqu’alors à l’impact d’un stress chronique sur les 

capacités de capture du glutamate par les astrocytes. Une étude menée in vitro montre un 

effet dose- et temps-dépendant des glucocorticoïdes sur l’expression du transporteur 

astrocytaire du glutamate GLT-1 sur des cultures primaires d’astrocytes corticaux. La 

dexaméthasone (hormone de synthèse), ainsi que la corticostérone semblent en stimuler 

l’expression protéique et ainsi la capture de glutamate, sans modification de l’expression du 
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transporteur GLAST (Zschocke et al, 2005). Ces effets ont été retrouvés in vivo au niveau de 

l’hippocampe de rats soumis à un stress chronique de contention (Reagan et al, 2004). 

L’impact des glucocorticoïdes sur la capacité de capture de glutamate par les 

astrocytes est accompagnée d’une augmentation de l’expression de la protéine astrocytaire 

glutamine synthétase, responsable de la conversion du glutamate en glutamine (Vardimon 

et al, 1999 ; Vardimon, 2000). Ces études suggèrent que le stress stimule la régulation 

astrocytaire du cycle du glutamate.  

II.3 Modifications comportementales 

Toutes ces modifications de structure et de fonctionnement du SNC induites par le 

stress chronique ont des répercussions sur l’expression du comportement animal (McEwen, 

2007). Cependant, les résultats sont assez hétérogènes, en fonction du protocole de stress 

utilisé, de l’espèce et de l’âge des individus étudiés ou encore de la période de la journée 

considérée (Bowman, 2005 ; Huynh et al, 2011). Dans cette partie, seuls les résultats 

obtenus sur des modèles de stress chronique de contention chez des rats mâles seront 

présentés.  

II.3.1 Modulation de la locomotion 

Les résultats obtenus sur l’étude des capacités motrices et la locomotion sont assez 

divergents. Si certaines études suggèrent une réduction de l’activité motrice des animaux 

suite à un stress chronique de contention (Huynh et al, 2011 ; Cruz et al, 2012 ; Marin et al, 

2007 ; Beck et Luine, 2002 ; Bowman et al, 2009), d’autres ne montrent aucune modification 

de la locomotion dans un test d’openfield (Trofimiuk et Braszko, 2011 ; Gregus et al, 2005). 

Ces résultats apparemment contradictoires sont liés notamment à l’intervalle entre la 

dernière session de stress et la réalisation du test comportemental. Ainsi, dans des études 

utilisant des protocoles de stress chronique identiques, une réduction de la locomotion dans 

un test d’openfield est notée dans les 24h après la dernière exposition au stress (Cruz et al, 

2012), tandis qu’aucun effet n’est observé 72h après (Lepsch et al, 2005), suggérant un effet 

transitoire.  

Des études suggèrent une action synergique des 2 types de récepteurs GR et MR 

dans les altérations motrices liées à un stress chronique de contention (Jadavji et al, 2011). 
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En effet, l’administration orale d’antagonistes des récepteurs MR ou GR permet de prévenir 

l’altération des capacités motrices induite par la contention ou l’injection chronique de 

corticostérone.  

II.3.2 Modulation de la réponse émotionnelle 

Les études concernant l’impact d’un stress chronique sur la réponse émotionnelle 

présentent également des résultats assez divergents.  

Certains travaux suggèrent que le stress chronique renforce les phénomènes 

d’anxiété et d’agressivité. Ainsi, les rongeurs explorent moins le centre d’un openfield, 

considéré comme anxiogène (Beck et Luine, 2002 ; Huynh et al, 2011), et les bras ouverts 

d’un labyrinthe en croix surélevé (Huynh et al, 2011 ; Bowman et al, 2009) après un stress 

chronique de contention. Par ailleurs, dans un test de conditionnement de peur, le stress 

chronique de contention altère la phase d’extinction de la peur conditionnée (Beck et Luine, 

20002 ; Sandi et al, 2001 ; Miracle et al, 2006 ; Baran et al, 2009 ; Wilber et al, 2011). Enfin, 

certaines études suggèrent également une augmentation des comportements agressifs qui 

se manifestent par une augmentation des morsures, des coups, des comportements 

dominants et des poursuites entre animaux d’une même cage suite au protocole de stress 

(Wood et al, 2003).  

Il ressort que l’anxiété et l’agressivité des animaux sont régulées par différents 

facteurs environnementaux ou individuels. Les effets du stress chronique sont ainsi 

renforcés chez des individus âgés comparés à des adultes (Shoji et Mizoguchi, 2010), ainsi 

que chez des individus ayant subi un stress préalable durant la période périnatale (Eiland et 

McEwen, 2010). De plus, les effets d’un stress chronique de contention sur la réponse 

émotionnelle des animaux varient en fonction du sexe de l’individu, du type de test 

comportemental utilisé et de la période du cycle circadien (Huynh et al, 2011). Ainsi, chez les 

rongeurs, les mâles semblent plus sensibles au stress que les femelles. De plus, l’impact d’un 

stress chronique sur les comportements anxieux est davantage marqué en période nocturne, 

période d’activité des rongeurs, tandis que l’incidence des comportements dépressifs, tels 

qu’une réduction de la préférence au sucrose ou une augmentation de l’immobilité dans un 

test de porsolt, est plutôt accentuée en période diurne.  
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Cependant, d’autres études n’ont mis aucun effet du stress chronique en évidence 

sur le comportement anxieux et/ou agressif des animaux (Trofimiuk et Braszko, 2011 ; Shoji 

et Mizoguchi, 2010 ; Eiland et McEwen, 2010 ; Gregus et al, 2005). 

II.3.3 Modulation des capacités d’apprentissage et de mémorisation spatiale 

Le stress module les capacités d’apprentissage et de mémorisation des individus 

(Conrad, 2010). Chez le rongeur, il a ainsi été décrit une altération de l’acquisition et de la 

rétention d’apprentissage spatial suite à un stress chronique de contention dans différents 

tests, tels que le labyrinthe spatial de Barnes (Trofimiuk et Braszko, 2011), le labyrinthe en Y 

ou en T (McLaughin et al, 2007 ; Conrad et al, 2003 ; Ramkumar et al, 2008), la piscine de 

Morris (Sandi et al, 2003), le labyrinthe radiaire (Srikumar et al, 2007 ; Srikumar et al, 2006 ; 

Veena et al, 2009). Dans ces tests, les animaux stressés font davantage d’erreurs et 

nécessitent un temps d’apprentissage plus important. Ces troubles 

d’apprentissage/mémoire spatiale sont à mettre en lien avec les altérations spécifiques de 

l’hippocampe dont dépendent largement ces tâches comportementales (Martin et Clark, 

2007 ; Kenney et Gould, 2008 ; Vann et Albasser, 2011). 

Cependant, ces effets peuvent être modulés en fonction des conditions de test. Ainsi, 

l’altération induite par le stress des capacités d’apprentissage dans le labyrinthe en Y n’est 

plus observée lorsque le délai entre l’habituation et le test est réduit à 1 minute, comparé à 

4h (Kleen et al, 2006 ; Wright et Conrad, 2008) ou lorsque l’apprentissage se déroule en 

condition indicée (Wright et Conrad, 2005). Ce dernier résultat montre que le stress 

chronique altère spécifiquement l’apprentissage spatial, puisque lorsque l’utilisation 

d’autres systèmes de mémorisation est permise par l’introduction d’indices visuels, 

l’apprentissage n’est plus altéré. Il a également été mis en évidence des effets 

contradictoires selon la durée du stress de contention (6h/jour). En effet, si le stress est 

effectué pendant 13 jours, il peut, sur des rats adultes, être bénéfique et augmenter les 

performances sur le labyrinthe radiaire. A l’inverse, si le stress perdure pendant 21 jours, il 

devient alors délétère (Bowman, 2005). Ces résultats semblent refléter les effets selon une 

courbe en U inversée des glucocorticoïdes. Lors d’un stress de 13 jours, les systèmes 

d’adaptation sont stimulés favorisant l’apprentissage et la mémorisation. Lorsque le stress 

perdure pendant 21 jours, l’organisme n’arrive plus à s’adapter et les glucocorticoïdes ont 

alors un effet délétère sur les capacités d’apprentissage des individus.  
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III. Rôle protecteur des AGPI face aux altérations cérébrales liées au stress chronique 

Les AGPI, de part leur position centrale au niveau des membranes cérébrales et leurs 

propriétés, sont indispensables au bon développement et fonctionnement du SNC. Un 

déséquilibre de la composition lipidique cérébrale semble impliqué dans l’apparition et le 

développement de certaines neuropathologies, en particulier les troubles anxieux et la 

dépression (PErica et Delas, 2011 ; Ross, 2009 ; Freeman et Rapaport, 2011). Ces maladies 

ayant été reportées comme étant en lien avec le statut de stress des individus, plusieurs 

études récentes, dont les résultats seront décrits dans cette partie, se sont intéressées au 

rôle des AGPI dans la réponse au stress (Pervanidou et Chrousos, 2011).  

III.1 Les endocannabinoïdes 

Les endocannabinoïdes (eCBs), molécules lipophiles dérivées de l’acide 

arachidonique, jouent un rôle important dans la régulation de la réponse au stress (Gorzalka 

et al, 2008 ; Steiner et Wotjak, 2008 ; Finn, 2010). Les 2 principaux eCBs sont le N-

arachidonylethanolamine (AEA) et le 2-arachidonylglycerol (2-AG). Ils exerceraient un effet 

inhibiteur sur l’activation et la régulation de l’axe HHS suite au stress et seraient eux-mêmes 

régulés par le stress (Patel et al, 2004 ; Cota et al, 2007 ; Rademacher et Hillard, 2007).  

Ces 2 eCBs semblent être différemment régulés en fonction du type de stress et de la 

structure cérébrale étudiée. Ainsi, des études ont montré, au niveau des structures 

limbiques (hippocampe, amygdale et cortex préfrontal), une réduction de la concentration 

en AEA, accompagnée d’une augmentation de celle en 2-AG suite à un stress chronique, 

tandis que le processus inverse est observé au niveau du striatum (Rademacher et al, 2008 ; 

Bowles et al, 2011 ; Hill et al, 2005 ; Patel et al, 2009 ; Patel et al, 2005). Cependant, ces 

résultats dépendent du protocole de stress utilisé et aucune modulation du contenu en AEA 

et 2-AG de l’hippocampe n’est décrite suite à des injections chroniques de corticostérone 

pendant 21 jours (Hill et al, 2008). 

Les régulations du contenu en eCBs par le stress chronique sont accompagnées d’une 

diminution de la densité du site de fixation des récepteurs CB1, le principal récepteur des 

eCBs au niveau du SNC (Bowles et al, 2011 ; Hill et al, 2008 ; Reich et al, 2009). Cette 

réduction de densité est associée à une diminution de l’expression protéique de CB1 (Hill et 
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al, 2008 ; Reich et al, 2009), sans modification de l’expression génique (Bowles et al, 2011), 

suggérant un impact du stress sur le catabolisme du récepteur.  

L’utilisation d’antagonistes des récepteurs CB1 a permis de mettre en évidence le 

rôle des eCBs dans les phénomènes d’accoutumance à un stress chronique répété (Patel et 

al, 2005 ; Patel et Hillard, 2008 ; Finn, 2010).  

III.2 Les AGPI n-3 

De nombreuses études ont suggéré un rôle bénéfique des AGPI n-3 dans les maladies 

psychologiques, tels que la dépression ou les troubles de l’anxiété, qui sont décrites comme 

pouvant être liées au stress (Ross, 2009 ; Liperoti et al, 2009). Cela soulève la question du 

rôle joué par ces AGPI n-3 dans la réponse au stress chronique.  

Des études menées sur des modèles de stress de contention chez le rongeur ont 

montré qu’une supplémentation en huile de poisson riche en AGPI n-3 permettait de 

prévenir les altérations comportementales. Ainsi, les AGPI n-3 permettraient de restaurer les 

capacités cognitives des animaux dans des tests tels que le labyrinthe de Barnes (Trofimiuk 

et Braszko, 2011) ou la piscine de Morris (Ferraz et al, 2011). Ils préviendraient également 

les effets anxiogènes du stress sur un labyrinthe en croix surélevé, en relation avec une 

réduction du pic de corticostérone induit par le stress (Ferraz et al, 2011). L’effet bénéfique 

des AGPI n-3, et plus particulièrement du DHA, est retrouvé lorsque le stress est mimé par 

l’injection intra-cérébro-ventriculaire de CRH (Takeuchi et al, 2003). A l’inverse, une 

déficience en AGPI n-3 semble accentuer les effets du stress et augmenter la vulnérabilité 

des individus, lorsque le stress est appliqué à l’âge adulte (Takeuchi et al, 2003) ou bien à la 

période post-natale par séparation maternelle (Mathieu et al, 2008 ; Mathieu et al, 2011).  

 

En résumé, le stress chronique, via l’action des glucocorticoïdes, altère le 

fonctionnement de la synapse tripartite glutamatergique, ce qui a des répercussions sur le 

comportement animal, en particulier sur les capacités d’apprentissage. Les données de la 

littérature, bien que disparates, suggèrent un rôle des AGPI n-3 dans la prévention de ces 

altérations.   
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L’objectif de ce travail de recherche est de caractériser l’impact des apports 

alimentaires en AGPI n-3 dans la régulation de la réponse à un stress chronique, en 

s’intéressant tout particulièrement au fonctionnement de la synapse tripartite 

glutamatergique. Notre hypothèse de départ est qu’un apport adéquat, voire enrichi, en 

AGPI-LC n-3 favorise les processus endogènes de résistance au stress et que leur déficit 

renforce la sensibilité des individus aux évènements stressants. Afin de répondre à notre 

hypothèse, deux approches complémentaires sont développées :  

 une approche in vivo visant à évaluer la réponse à un stress chronique de 

contention chez le rat recevant différents apports alimentaires en AGPI n-3  

 une approche in vitro visant à caractériser la réponse au stress des différents 

partenaires cellulaires de la synapse tripartite glutamatergique : neurones et 

astrocytes 

Ces deux approches complémentaires visent à mettre en évidence les mécanismes 

impliqués dans la régulation par le stress chronique du fonctionnement de la synapse 

tripartite glutamatergique en fonction du statut lipidique cérébral des membranes 

cellulaires.  

 

L’approche in vivo s’appuie sur un modèle  de manipulation nutritionnelle chez le rat, 

bien caractérisé au laboratoire. En modifiant les apports alimentaires en AGPI n-3 (régimes 

déficient ou équilibré ou enrichi en AGPI-LC) des rats à partir de leur conception (via 

l’alimentation maternelle) jusqu’à l’âge adulte (6 mois), il est possible de moduler la 

composition lipidique membranaire en AGPI au niveau cérébral. Ainsi, comparativement à 

des rats équilibrés, le rapport membranaire AGPI n-6/AGPI n-3 des membranes cérébrales 

est fortement augmenté chez les rats déficients en AGPI n-3 et à l’inverse réduit chez les rats 

enrichis en AGPI-LC n-3. L’impact d’un stress chronique de contention (6h/jour pendant 21 

jours) administré à l’âge adulte (6 mois) est alors caractérisé dans les 3 lots alimentaires. 

Dans un premier temps, l’impact du stress est évalué par le suivi de la croissance 

pondérale des rats, le dosage de la concentration plasmatique de corticostérone (principale 

hormone glucocorticoïde du stress chez le rat) et l’expression génique et protéique cérébrale 

des récepteurs aux glucocorticoïdes (GR et MR) par lesquels la corticostérone exerce son 
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action. La réponse comportementale des rats est ensuite évaluée autour de 3 axes 

particuliers, connus pour être modulés à la fois par les apports en AGPI n-3 et par le stress 

chronique : l’activité locomotrice, la réponse émotionnelle et les capacités d’apprentissage.  

Dans un deuxième temps, une approche électrophysiologique nous permet d’étudier 

plus spécifiquement la régulation de la synapse glutamatergique au niveau de la zone CA1 de 

l’hippocampe. Les paramètres synaptiques de base (efficacité synaptique et libération de 

neurotransmetteur) et la plasticité synaptique (LTP et LTD) sont caractérisés sur des tranches 

d’hippocampe. Ces résultats sont complétés par l’analyse de l’expression génique et 

protéique d’un certain nombre de marqueurs de la synapse tripartite glutamatergique, mais 

également du métabolisme lipidique. 

Cette approche in vivo est originale par le fait qu’elle constitue une étude 

transversale, allant des paramètres comportementaux à l’expression génique de marqueurs, 

de l’interaction entre 2 paramètres environnementaux : les apports alimentaires en AGPI n-3 

et le stress chronique de contention.  

 

L’approche in vitro a pour objectif de compléter l’approche in vivo en étudiant 

l’implication des différents partenaires de la synapse tripartite : les neurones et les 

astrocytes.  

Tout d’abord, afin de compléter les données obtenues in vivo sur les paramètres 

électrophysiologiques, les mécanismes de libération de neurotransmetteur sont 

appréhendés sur un modèle cellulaire de lignées de neuroblastomes humains SH_SY5Y. Ces 

cellules présentent les caractéristiques de cellules neuronales et disposent des machineries 

protéiques et chimiques nécessaires à la synthèse, la capture et la libération de 

noradrénaline. Elles constituent donc un modèle valide pour l’étude des paramètres de la 

neurotransmission. Trois types de libération sont caractérisées : la libération basale qui 

mime la libération spontanée de neurotransmetteurs, la libération stimulée au KCl 105mM 

qui nécessite l’activation des canaux voltage-dépendants et la libération stimulée au 

Carbachol 1mM qui permet l’activation des récepteurs muscariniques. Dans un premier 

temps, l’impact des AGPI membranaires sur les paramètres de captage et de libération de 
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noradrénaline est testé sur des cellules supplémentées en AGPI (DHA ou AA) à des 

concentrations croissantes. Dans un deuxième temps, l’effet d’une incubation des cellules 

pendant 1h ou 24h avec de l’hydrocortisone est évalué en fonction du statut en AGPI des 

membranes cellulaires (supplémentation du milieu de culture en DHA ou d’AA). 

L’hydrocortisone est utilisée pour évaluer l’impact des glucocorticoïdes associés au stress,  

en situation aigüe (1h) ou chronique (24h).  

Les astrocytes sont des partenaires cellulaires indissociables des neurones au sein de 

la synapse tripartite glutamatergique et jouent un rôle important dans la régulation de la 

neurotransmission. L’impact du stress chronique sur le fonctionnement cérébral pourrait, 

ainsi, en partie être lié à une modulation des fonctions astrocytaires. Afin de vérifier cette 

hypothèse, deux propriétés clés des astrocytes, la plasticité morphologique (caractérisée 

notamment par la capacité d’émission et de rétraction de fins filopodes qui vont se placer au 

contact des synapses) et la capacité de capture du glutamate, essentielle au maintien de 

l’homéostasie de la synapse glutamatergique, sont évaluées sur des cultures primaires 

d’astrocytes issus du cortex de rats nouveaux nés. Les astrocytes sont supplémentés en AGPI 

(Ø, DHA ou AA) puis exposés ou non à la corticostérone. La localisation et l’expression 

protéique des récepteurs aux glucocorticoïdes, GR et MR sont également analysées afin de 

mieux comprendre les mécanismes impliqués dans la réponse des astrocytes à la 

corticostérone.  
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Nutriments (g/kg de 

régime) 

Régime 

Equilibré 

Régime 

Carencé 

Régime 

Supplémenté 
Caséine 220 220 220 

DL-méthionine 1,6 1,6 1,6 

Cellulose 20 20 20 

Mélange minéral 40 40 40 

Mélange vitaminique 10 10 10 

Amidon de maïs 428,3 426,9 426,9 

Sucrose 214,1 213,5 213,5 

Mélange huileux dont : 66 68 68 

 Huile Oléisol-

Tournesol 

26,8 68 45,8 

 Huile de colza 39,2 - - 

 Huile de thon - - 22,2 

TOTAL 1000 1000 1000 

Composition du mélange minéral (g/100g) : CaHPO4-2H2O : 38 ; K2HPO4 : 24 ; 

CaCO3 : 18 ; NaCl : 6,9 ; MgO : 2 ; MgSO4-7H2O : 9 ; FeSO4-7H2O : 0,86 ; ZnSO4-H2O 

: 0,5 ; MnSO4-H2O : 0,5 ; CuSO4-5H2O : 0,1 ; NaF : 0,08 ; CrK(SO4)2-12H2O : 0,05 ; 

(NH4)6Mo2O24-4H2O : 0,002 ; KI : 0,004 ; CoCO3 : 0,002 ; Na2SeO3 : 0,002. Origine 

des huiles : Mélange oléisol-tournesol et huile de colza, Lesieur ; Huile de Thon, 

Polaris (Quimper). 

 

Tableau 2 : Composition des régimes en macronutriments  

Acides gras (% AG totaux) Régime 

Equilibré 

Régime 

Carencé 

Régime 

Supplémenté 
16 : 0 4,7 4,5 9,2 

18 : 0 1,8 2,5 3 

AG saturés totaux 7,3 7,8 14,9 

18 : 1 n-9 61,3 67,2 52,3 

18 : 1 n-7 3,3 2,2 2,7 

AG monoinsaturés totaux 65,6 69,8 58,3 

18 : 2 n-6 22 22,4 15,6 

20 : 4 n-6 - - 0,6 

n-6 totaux 22 22,4 16,3 

18 : 3 n-3 5,2 0,1 0,2 

20 : 5 n-3 - - 2,3 

22 : 6 n-3 - - 7,4 

n-3 totaux 5,2 0,1 10,6 

Acides gras (mg/100 g de 

régime) 

Régime 

Equilibré 

Régime 

Carencé 

Régime 

Supplémenté 
18 : 2 n-6 1307 1370 955 

20 : 4 n-6 - - 37 

18 : 3 n-3 309 6 12 

20 : 5 n-3 - - 141 

22 : 6 n-3 - - 453 

Tableau 3 : Composition des régimes en acides gras (AG)
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Partie 1 : Caractérisation de la réponse au stress de rats Wistar recevant différents apports 

alimentaires en AGPI n-3 

I. Modèle animal 

I.1. Conditions d’élevage 

Les rats mâles Wistar utilisés dans cette étude sont élevés dans l’animalerie de l’unité 

NuReLiCe de Jouy-en-Josas. Les conditions d’élevage et de sacrifice des animaux sont 

conformes aux directives de la CEE (86/609//CEE). Les animaux ont libre accès à la nourriture 

et à l’eau et sont élevés dans des pièces contrôlées en température (22 +/- 1°C), hygrométrie 

(50 +/- 10 %) et lumière (alternance lumière/obscurité de 12 heures). 

Les rats utilisés sont dits de 1e génération. Quinze jours avant l’accouplement, des 

femelles âgées de 8 semaines sont placées individuellement dans des cages et réparties en 3 

groupes en fonction du régime alimentaire qu’elles reçoivent : le régime déficient en AGPI n-

3, le régime équilibré en AGPI n-6 et n-3 ou le régime enrichi en AGPI n-3 à longues chaînes. 

Ces régimes sont administrés aux femelles jusqu’au sevrage de leurs ratons, qui recevront à 

leur tour le même régime alimentaire que leurs mères. Après la parturition, les portées sont 

équilibrées à 10 petits par mère et seuls les mâles sont conservés pour l’étude.  

I.2. Protocoles alimentaires 

Le tableau 2 reporte la composition en macronutriments des 3 régimes alimentaires. 

Ces régimes sont isocaloriques (4050 Kcal/kg) et isolipidiques (7% de lipides), mais ils 

diffèrent par leur teneur en AGPI n-3 (Tableau 3).  

Le régime déficient en AGPI n-3 est préparé à partir d’huile d’oléisol-tournesol 

naturellement dépourvue d’acide α-linolénique (LNA 18:3 n-3) et d’AGPI-LC n-3. Le régime 

équilibré en AGPI n-6 et n-3 est constitué d’un mélange d’huile d’oléisol-tournesol et d’huile 

de colza permettant l’apport d’acide α-linolénique (LNA 18:3 n-3) ; ce régime apporte des 

quantités suffisantes en acides linoléique (LA 18:2 n-6) et α-linolénique (LNA 18:3 n-3) pour 

couvrir les besoins an AGPI des rats et notamment des nouveaux nés lors de leur 

développement (Guesnet et al, 1997), soit respectivement environ 1300 mg et 300 mg pour 

100 g de régime. Enfin, le régime enrichi en AGPI-LC n-3 est obtenu à partir d’un mélange 

d’huile d’oléisol-tournesol et d’huile de thon permettant d’apporter le précurseur des AGPI  
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Figure 23 : Schéma récapitulatif des protocoles alimentaires et du protocole de stress 

 

 

 

Régime déficient en 
AGPI n-3 

 

Régime Equilibré en AGPI 
n-6 et n-3 

 

Régime enrichi en  
LC-AGPI n-3 

Choix du régime 
alimentaire 

Accouplement Naissance Stress de contention 
6h/j pendant 21 

jours 

- 21 jours 0 6 mois 

Rats Equilibrés Non Stressés (Eq NS) 

Rats Equilibrés Stressés (Eq S) 

Etude des animaux 
à 6 mois 

- 5 semaines 

Rats Déficients en AGPI n-3 Stressés (Déf S) 

Rats Déficients en AGPI n-3 Non Stressés  (Déf NS) 

Rats Enrichis en AGPI-LC n-3 Non Stressés (Enr NS) 

Rats Enrichis en AGPI-LC n-3 Stressés (Enr S) 
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n-3, LNA 18 : 3 n-3, mais aussi des AGPI n-3 à longues chaînes tels que l’acide 

eicosapentaénoïque (EPA, 20 : 5 n-3) et l’acide docosahexaénoïque (DHA, 22 : 6 n-3). Ce 

régime permet ainsi l’apport d’environ 150 mg d’EPA et 450 mg de DHA pour 100 g de 

régime. Cet apport alimentaire est élevé, constituant 3 fois la quantité nécessaire pour 

satisfaire les besoins en DHA durant la période périnatale (Alessandri et al, 2003).  

I.3. Protocole de stress de contention 

A l’âge de 6 mois, la moitié des animaux est soumise à un stress de contention. Ces 

animaux sont, dès le début du stress, élevés dans une pièce séparée des animaux non 

stressés afin d’éviter toute communication du stress. Les animaux stressés sont placés en 

contention 6h/jour pendant 21 jours (Sunanda et al, 2000 ; Veena et al, 2009) hors week-

end. Ils sont alors enroulés dans un tube grillagé maintenu par des colliers de serrage. Les 

rats sont étudiés à l’issue de cette session de stress. En parallèle, les animaux non stressés 

sont manipulés hebdomadairement. 

Les protocoles alimentaires et de stress de contention sont résumés dans la Figure 23. 

Six groupes expérimentaux sont ainsi définis : (1) Déficients en AGPI n-3 non stressés, Déf 

NS ; (2) Déficients en AGPI n-3 stressés, Déf S ; (3) Equilibrés non stressés, Eq NS ; (4) 

Equilibrés stressés, Eq S ; (5) Enrichi en AGPI-LC n-3 non stressés, Enr NS ; (6) Enrichi en AGPI-

LC n-3 stressés, Enr S.  

I.4. Sacrifices des animaux et prélèvements des structures cérébrales 

Les rats sont sacrifiés par décapitation. Les cerveaux sont rapidement isolés de la 

boîte crânienne et la dissection des différentes structures cérébrales s’effectuent sur un lit 

de glace (4°C environ), afin de limiter la dégradation des tissus. Après élimination des bulbes 

olfactifs, les deux hémisphères sont scindés puis coupés au premier tiers antérieur, 

permettant ainsi le prélèvement du cortex frontal. Les hippocampes sont ensuite extraits 

puis déroulés afin de faire apparaître les différentes couches de l’hippocampe.  Le premier 

tiers supérieur de l’hippocampe, correspondant à la zone CA1, est prélevé (Figure 24). Les 

structures sont conservées à -80°C jusqu’à utilisation. 
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Figure 24 : Zones cérébrales d’intérêt pour l’étude 

A. Schéma général d’un cerveau de rat. Lors de cette étude, nous nous sommes davantage 

intéressés au cortex frontal et à l’hippocampe 

B. Coupe de l’hippocampe. Au niveau de l’hippocampe, nous nous sommes concentrés sur 

l’étude d’une zone bien particulière : le CA1. Cette zone, lorsqu’on déroule l’hippocampe, 

correspond au premier tiers supérieur de la structure 

A. 

B. 
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II. Mesures de paramètres physiologiques 

II.1. Croissance pondérale et prise alimentaire 

Les rats sont pesés de manière régulière tout au long de leur vie, de la naissance à leur 

sacrifice. Les pesées sont effectuées hebdomadairement pendant la période de stress de 

contention et toutes les 2 semaines en dehors de cette dernière.  

Les rats sont nourris avec une dose fixe d’aliments chaque jour (20g/animal/jour) et la 

quantité restante est pesée en fin de semaine. La prise alimentaire est exprimée en gramme 

moyen de nourriture consommée par jour et par rat pour chaque groupe d’animaux.  

II.2. Dosage de la corticostérone plasmatique 

La corticostérone est une hormone du stress chez les rongeurs et constitue un indice 

endocrinien de la réponse des animaux. 

II.2.1 Prélèvements du plasma 

Le sang est prélevé après incision au scalpel de la queue à J0 (concentration basale), J1, 

J7, J14 et J21 du protocole de stress de contention. Pendant la période de stress, les 

prélèvements sont effectués à 2 moments de la journée : 30 minutes après la mise en 

contention et à l’issue des 6h de contention.    

Les quelques µL de sang prélevés sont récoltés dans des tubes contenant 5µL 

d’héparine, puis centrifugés pendant 10 min à 3000g à 4°C. Le plasma surnageant est 

récupéré et stocké à -80°C jusqu’à utilisation.  

II.2.2 Dosage de la concentration plasmatique de corticostérone 

La concentration plasmatique de corticostérone est déterminée par 

radioimmunomarquage à l’iode 125I (kit commercial ImmuChemTM 125I, MP Biomedical).   

Le principe du dosage repose sur une compétition pour un anticorps anti-

corticostérone entre la corticostérone marquée à l’iode125 et la corticostérone non marquée 

du plasma. On mesure alors la fraction de la corticostérone marquée liée à l’anticorps qui 

diminue exponentiellement avec la concentration de corticostérone plasmatique. A l’aide 

d’une courbe étalon préétablie, la concentration  plasmatique de corticostérone de 

l’échantillon est alors calculée et exprimée en ng/mL de plasma.  
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Figure 25 : Dispositif de l’openfield 

 

 

Figure 26 : Dispositif du test d’actimétrie 
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Le dosage de corticostérone est effectué sur 10 µL de l’échantillon en duplicata, d’après le 

protocole du fournisseur. 

III. Etude comportementale 

L’étude comportementale a été réalisée en collaboration avec Pascale Gisquet et Laure 

Balasse du CNPS UMR8195 (CNRS, Université Paris-Sud XI, Orsay, France). 

III.1.Mesure de l’activité locomotrice 

III.1.1 Openfield (Figure 25) 

L’openfield est un test permettant d’appréhender le comportement exploratoire et 

l’activité locomotrice spontanée des animaux. Le dispositif de l’openfield, disposé à même le 

sol, est constitué d’une boite carrée de 1 m2 sans couvercle, de fond blanc, présentant 4 

parois verticales de 30 cm de hauteur. Le fond du dispositif est divisé en 25 carrés de taille 

égale (20 x 20 cm). Les capacités locomotrices et exploratoires des animaux sont appréciées 

par leurs déplacements et redressements au cours du test. 

L’animal est placé dans un coin déterminé du dispositif et peut explorer librement 

pendant 5 minutes. Le test est enregistré grâce au système de Video-Tracking ANY-mazeTM 

(Stoelting Co, Wood Dale, USA) et l’expérimentateur se trouve à l’extérieur de la pièce de 

test afin de ne pas influencer le comportement du rat. L’openfield est nettoyé à l’eau entre 

chaque rat afin d’éliminer les odeurs des congénères.  

Durant le test, quatre paramètres sont mesurés à l’aide du logiciel ANY-mazeTM : (1) 

l’activité locomotrice mesurée par le nombre de cases traversées (2) l’activité exploratoire, 

représentée par le nombre de redressements avec ou sans appui sur les parois, (3) l’activité 

globale correspondant à la somme de l’activité locomotrice et de l’activité exploratoire et (4) 

le temps de toilettage.  

III.1.2 Test d’actimétrie (Figure 26) 

Le test d’actimétrie permet de mesurer la réactivité des animaux à la nouveauté ainsi 

que leur activité locomotrice. Il consiste en un corridor circulaire (12 cm de largeur, 170 cm 

de circonférence), délimité par des parois en PVC gris (50 cm de hauteur) et dont le sol est  
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Figure 27 : Dispositif du labyrinthe en croix surélevé 
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grillagé (Imétronic, Pessac, France) (Figure 26). Quatre cellules photosensibles, disposées à 

3,5 cm du sol du dispositif et espacées de manière régulière, permettent de mesurer 

l’activité horizontale des animaux. Chaque interruption du faisceau émis par ces cellules lors 

du passage de l’animal est détectée et enregistrée via une interface électronique connectée 

à un ordinateur possédant le logiciel fourni avec le dispositif (Imétronic, Pessac, France). 

L’activité locomotrice est exprimée en nombre de quarts de tour effectués par l’animal. Le 

dispositif permet de passer 8 animaux simultanément.   

L’animal est placé dans le corridor et testé pendant une période de 1h, durant laquelle 

il peut explorer librement le dispositif. L’activité est mesurée par tranche de 10 minutes. 

Entre chaque passage, le dispositif est rincé à l’éthanol afin d’éliminer les odeurs des 

congénères.  

III.2. Réponse émotionnelle 

III.2.1 Labyrinthe en croix surélevé (Elevated Plus Maze) 

Le labyrinthe en croix surélevé est un test de comportement communément utilisé afin 

de quantifier le niveau d’anxiété des animaux (Walf et Frye, 2007). Disposé à 60cm du sol, ce 

dispositif en PVC noir comprend 2 bras ouverts et 2 bras fermés de taille égale (longueur : 50 

cm ; largeur : 10 cm), réunis au niveau d’une plateforme centrale carrée (10 x 10 cm). Les 

bras fermés disposent de murs noirs de 40 cm de haut. Sur ce dispositif, différentes zones 

sont définies comme le montre la Figure 27. Le temps passé dans les bras ouverts permet de 

définir le niveau d’anxiété de l’animal, car ce temps est augmenté lors de la prise 

d’anxiolytique (Walf et Frye, 2007).  

L’animal est placé au centre du dispositif face à un bras fermé et peut librement 

explorer le labyrinthe pendant 5 minutes. Le test est enregistré grâce au système de Video-

Tracking ANY-mazeTM (Stoelting Co, Wood Dale, USA) et l’expérimentateur se trouve à 

l’extérieur de la pièce de test afin de ne pas influencer le comportement du rat. Entre 

chaque passage, le dispositif est nettoyé à l’éthanol (70%), afin d’éliminer l’odeur des 

congénères. Trois paramètres sont relevés à l’aide du logiciel ANY-mazeTM : (1) le nombre 

d’entrées dans les bras fermés, (2) l’intérêt des rats pour les bras ouverts mesurés par le  

 



 122 

 

 

Figure 28 : Protocole conditionnement et d’extinction d’une peur conditionnée 

SN : stimulus neutre (son de 80dB, 2kHz, 20sec) ;  

SA : stimulus aversif (choc électrique de 0,6 mA, 0,5 sec) 
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nombre d’entrées dans les bras ouverts par les 2 pattes antérieures, (3) le pourcentage 

d’entrées dans les bras ouverts 

III.2.2 Test de préférence au sucrose 

Le test de préférence au sucrose permet d’évaluer le statut hédonique des animaux. Le 

protocole utilisé est une adaptation de celui utilisé par Willner et al, (1987). Il consiste à 

mesurer la consommation d’une solution de sucrose 1%, provoquant un renforcement 

positif chez le rat (Hajnal et al, 2004), suite à un stress de privation d’eau (Vazquez et al, 

2005). 

Placés en cage individuelle, les rats sont habitués à boire dans deux bouteilles d’eau 

pendant deux jours. Ils sont ensuite privés d’eau pendant 20 heures. A l’issue de ce stress, 

les animaux ont accès pendant 24 heures à une bouteille d’eau et à une bouteille de sucrose 

(1%) ; les quantités de fluide consommées sont mesurées en différentiant les 12 premières 

heures (période jour) et les 12 dernières (période nuit, d’activité des animaux). La 

préférence au sucrose est exprimée en pourcentage de sucrose consommé par rapport à la 

totalité de liquide consommée.  

III.2.3 Peur conditionnée à un son 

Ce test permet de tester la capacité d’acquérir et d’éteindre une réponse de peur 

conditionnée. Il s’effectue dans une chambre (20x24x23 cm) à parois noires, équipée d’un 

haut-parleur. Le sol est constitué de barreaux pouvant être électrifié grâce à un courant 

électrique. La chambre est placée dans une enceinte insonorisée et éclairée par une lampe 

de 40 Watts. Le test est réalisé en 2 étapes : une phase de conditionnement et une phase 

d’extinction (Figure 28). Le dispositif est nettoyé à l’alcool entre chaque passage, afin 

d’éliminer l’odeur des congénères.  

Lors du conditionnement, l’animal reçoit 5 associations entre un stimulus neutre 

constitué d’un son, suivi immédiatement d’un stimulus aversif, le choc électrique. Le son 

dure 20 s à une intensité de 80dB (2 kHz) et le choc électrique est généré à une intensité de 

0,8 mA. Les 5 associations sont réalisées à intervalles variables (entre 80 et 160 secondes). 

Le rat, ne pouvant s’échapper de la situation de stress (choc électrique), va adopter un 

comportement typique de « freezing » mesuré à l’aide du logiciel de Video-Tracking ANY- 
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Figure 29 : Dispositif du labyrinthe de Barnes 
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MazeTM (Stoelting Co, Wood Dale, USA) pendant les 20 secondes de chaque son. Le 

« freezing » est une réaction de peur caractérisée par l’immobilité totale de l’animal en 

dehors des mouvements respiratoires (Blanchard et Blanchard, 1969 ; Bolles et Collier, 

1976).  

Une semaine après le conditionnement, les animaux sont soumis à la phase 

d’extinction, pendant 2 jours consécutifs. Le rat est placé dans une nouvelle chambre noire 

dont le sol est constitué de barreaux. Il est soumis à une série de sons (15 sons le 1er jour de 

l’extinction et 10 sons le 2nd jour) sans choc électrique associé. Les sons, de même intensité 

et de même durée que lors du conditionnement, sont émis à intervalle variable (entre 80 et 

160 secondes). Le temps de « freezing » est à nouveau mesuré à l’aide du logiciel de Video-

Tracking ANY-MazeTM (Stoelting Co, Wood Dale, USA) pendant les 20 secondes de chaque 

son. 

III.2.4 Réaction au sursaut 

La chambre de réaction au sursaut consiste en une boîte opaque insonorisée et 

ventilée, dans laquelle est placée une boîte rectangulaire en Plexiglas transparent (16 cm de 

large, 29 cm de long et 18 cm de haut) permettant à l’animal de bouger. Cette boîte est elle-

même fixée à une armature sous laquelle est placée une unité piezoélectrique capable 

d’enregistrer les sursauts de l’animal et de convertir ce signal mécanique en signal 

électrique. La chambre de test est également équipée d’un haut-parleur permettant de 

délivrer des sons calibrés à l’aide d’un sonomètre. Lors du test, l’animal, préalablement 

pesé, est placé dans le cylindre de Plexiglas. Le sursaut à 120dB, correspondant à la moyenne 

des sursauts observés lors de la série de 10 sons forts d’une intensité de 120dB, est mesuré.  

III.3. Apprentissage : Labyrinthe de Barnes 

III.3.1 Principe général 

Ce test permet d’apprécier les capacités d’apprentissage et de mémorisation 

d’informations spatiales des animaux. Le dispositif est constitué d’une plateforme circulaire 

en bois (diamètre de 1,2m), fortement éclairée et surélevée de 1m, à la périphérie de 

laquelle se situent 18 trous de diamètre égal (8 cm), séparés d’une distance constante. Un 

de ces trous est relié à une caisse dans laquelle l’animal peut se réfugier (Figure 29). Le 
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principe est le suivant : la plateforme fortement éclairée (lumière d’intensité supérieure à 

1000 Lux) constitue une situation aversive. Pour y échapper, le rat doit apprendre, en 

utilisant des indices spatiaux, la localisation du trou donnant accès à la caisse. Entre chaque 

passage, le labyrinthe est nettoyé à l’alcool (70%) et pivoté de 120° afin d’éliminer les 

repères olfactifs donnés par les autres congénères.  

Avant toute expérimentation, les animaux sont soumis à une séance d’habituation 

pendant laquelle les animaux sont libres d’explorer le labyrinthe pendant 5 minutes afin de 

se familiariser avec ce nouvel environnement. 

III.3.2 Acquisition 

Lors de la phase d’acquisition, l’emplacement de l’issue est déterminé et reste 

identique au cours des différents essais. Les rats effectuent 2 essais d’apprentissage par jour 

(séparés de 5 heures) pendant 8 jours consécutifs, en répartissant de manière aléatoire les 

passages des animaux des différents groupes. Le rat est placé au centre de la plateforme et 

explore librement le labyrinthe. Lorsque le rat entre dans le trou donnant accès à la caisse, il 

reste dans cette caisse pendant 1 minute avant d’être remis dans sa cage d’hébergement. Si 

le rat n’a pas rejoint le trou donnant accès à la caisse au terme de 5 minutes, le test est 

arrêté et l’animal est guidé vers le trou. Le test est enregistré grâce au système de Video-

Tracking ANY-mazeTM (Stoelting Co, Wood Dale, USA). 

Deux paramètres sont analysés : (1) la latence nécessaire à l’animal pour rejoindre le 

trou donnant accès à la caisse, (2) le nombre d’erreurs effectuées, c'est-à-dire le nombre de 

visites aux trous non reliés à la caisse (un trou est considéré comme visité lorsque le rat y 

passe la tête).  

III.3.3 Rétention 

Une semaine après la fin de la phase d’acquisition, la rétention à long terme des 

animaux est évaluée lors de 2 tests successifs, enregistrés grâce au système de Video-

Tracking ANY-mazeTM (Stoelting Co, Wood Dale, USA). 

Lors du premier essai utilisant les mêmes conditions que la phase d’acquisition, deux 

paramètres sont analysés : (1) le temps nécessaire à l’animal pour rejoindre le trou donnant 
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accès à la caisse, (2) le nombre d’erreurs effectuées, c'est-à-dire le nombre de visites aux 

trous non reliés à la caisse (un trou est considéré comme visité lorsque le rat y passe la tête).  

Lors du second essai, la rétention mnésique est évaluée en observant le comportement 

d’un rat sur la plateforme dont on a retiré la caisse d’issue. L’animal explore librement le 

labyrinthe pendant 1 minute. Trois paramètres sont analysés : (1) le temps nécessaire à 

l’animal pour rejoindre l’emplacement de l’ancienne issue, (2) le nombre de visites totales 

effectuées à l’emplacement de l’ancienne issue (3) le temps passé dans le quart du 

labyrinthe contenant l’ancienne issue. Ce protocole est équivalent à celui pratiqué pour 

quantifier la rétention dans le test de la piscine de Morris. 

III.3.4 Flexibilité 

Lors de la phase de flexibilité, l’emplacement du trou donnant accès à la caisse est 

indiqué par un indice (le trou menant à l’issue est cerclé d’un anneau en PVC gris) et change 

d’emplacement à chaque essai. Les rats effectuent 2 essais par jour pendant 7 jours 

consécutifs, en répartissant de manière aléatoire les passages des animaux des différents 

groupes. 

Comme pour la phase d’acquisition, le rat est placé au centre du dispositif et peut 

explorer le labyrinthe librement. Le test, enregistré grâce au système de Video-Tracking 

ANY-mazeTM (Stoelting Co, Wood Dale, USA), prend fin lorsque l’animal est entré 

entièrement dans l’issue ou à la fin des 5 minutes maximum. 

Deux paramètres sont analysés : (1) le temps nécessaire à l’animal pour rejoindre l’issue, (2) le 

nombre d’erreurs effectuées, c'est-à-dire le nombre de visites aux trous non reliés à l’issue. 
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Figure 30 : Mise en place des électrodes au niveau de la zone CA1 de l’hippocampe pour les 

mesures électrophysiologiques 

DG = Gyrus Denté ; CA = Corne d’Ammon ; H = hile ; EC = Cortex Entorhinal ; S = subiculuim ; sm = stratum 

moleculare ; mf = fibres moussues ; sg = stratum granulosum ; sr = stratum radiatum ; so = stratum oriens ; pp = 

voie perforante ; sp = stratum pyramidale ; sc = collatérales de Schaeffer 
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IV. Mesures électrophysiologiques 

Les mesures électrophysiologiques ont été réalisées en collaboration avec Brigitte 

Potier et Jean-Marie Billard (Centre de Psychiatrie et de Neurosciences, INSERM U894 

Hôpital Sainte-Anne, Paris) 

IV.1. Préparation des tranches d’hippocampe 

IV.1.1 Dissection 

Le rat est anesthésié à l’halothane (agent anesthésique volatile), puis sacrifié par 

décapitation. Le cerveau est rapidement isolé et placé dans du tampon Krebs (NaCl 124 

mM ; KCl 3,5 mM ; MgSO4 1,5 mM ; CaCl2 2,5 mM ; NaHCO3 26,2 mM ; NaH2PO4 1,2 mM ; 

Glucose 11 mM) glacé et oxygéné (95% O2 et 5% CO2). Ce tampon constitue un milieu 

cérébrospinal artificiel. L’hippocampe est disséqué dans le tampon glacé puis placé sur un 

« Chopper » afin d’être coupé en tranches de 400 µm d’épaisseur dans le plan frontal. Les 

tranches d’hippocampe sont placées dans du tampon Krebs à 30°C et constamment 

oxygénées pendant au moins 1h avant utilisation, afin de récupérer leurs fonctions 

biologiques interrompues par le froid (en particulier la réactivation des pompes embranaires 

telles que la pompe Na+/K+). 

IV.1.2 Mise en place des électrodes 

La tranche analysée est placée dans une chambre d’enregistrement, constamment 

perfusée avec un tampon Krebs oxygéné. Elle est maintenue entre 2 filets de nylon, en 

prenant soin de placer la zone de stimulation et celle d’enregistrement au niveau de la 

même maille. Les enregistrements sont effectués à température ambiante (26°C).  

L’électrode de stimulation (électrode bipolaire) est placée dans le stratum radiatum, 

où se trouvent les collatérales de Schaeffer et les fibres commissurales, qui constituent les 

fibres afférentes de l’aire CA1. L’enregistrement est réalisé de manière extracellulaire et 

s’effectue à l’aide d’une micropipette remplie de NaCl (2 M), placée au niveau des dendrites 

apicales des neurones du champ CA1 (Figure 30). 
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Figure 31 : Réponse enregistrée suite à une stimulation électrique unique 

PPSE : Potentiel Post-synaptique Excitateur ; VA : Volée Afférente 
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Les stimulations électriques générées par l’électrode de stimulation induisent une 

libération de glutamate de la part des fibres afférentes. Ce glutamate, en agissant au niveau 

des récepteurs post-synaptiques, va induire une dépolarisation membranaire, se traduisant 

par la production d’un potentiel post-synaptique excitateur (PPSE). Ce potentiel est 

également appelé « potentiel de champ » car il résulte de l’activation synaptique d’un grand 

nombre de cellules par la stimulation. En amont de ce potentiel de champ, apparaît une 

petite déflexion négative appelée « volée afférente » (Figure 31), proportionnelle à la 

quantité de fibres stimulées. 

IV.2. Transmission synaptique basale 

IV.2.1 Courbe intensité-réponse (Input-Output) 

Le but de cette expérience est de caractériser l’efficacité de la transmission 

synaptique. Pour cela, on mesure la pente des PPSEs obtenus en réponse à des stimuli 

d’intensité croissante. L’électrode de stimulation envoie un choc toutes les 10 secondes dont 

on fait varier l’intensité entre 100 et 1000 µA maximum. Les résultats sont exprimés par la 

moyenne de 3 réponses à 3 chocs consécutifs de même intensité. Ils sont représentés sous la 

forme d’une courbe donnant, pour une intensité donnée (en µA), le rapport entre la pente 

du PPSE (exprimée en V/s) et la pente de la volée afférente VA (exprimée en V/s) (Figure 31). 

IV.2.2 Paired-Pulse Facilitation (PPF) 

Le but de ce protocole est de mettre en évidence des modulations de la libération 

présynaptique de glutamate. Pour cela, on applique 2 chocs de stimulation d’intensité égale 

séparés de 40ms, générant chacun un PPSE. Dans l’hippocampe, ce protocole engendre une 

facilitation du 2nd PPSE, qui est plus grand que le 1er. En effet, lors de la stimulation, il y a une 

dépolarisation de la zone présynaptique et une entrée de Ca2+, qui va participer à la 

libération de glutamate. Si un 2nd choc est appliqué dans un intervalle de temps inférieur à 

100 ms après le 1er, la concentration intracellulaire en Ca2+ n’a pas eu le temps de revenir à 

son état basal et la nouvelle entrée de Ca2+ vient alors s’ajouter au Ca2+ résiduel, générant 

une plus forte libération de glutamate et donc une amplification du 2nd PPSE (facilitation de 

la réponse). Les résultats sont exprimés par le ratio de la pente de la réponse au 2nd PPSE sur 

la pente du 1er PPSE.  
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IV.3. Plasticité synaptique 

Pour les mesures de plasticité, une ligne de base de la transmission synaptique est 

enregistrée pendant 15 minutes environ, à une intensité fixe générant un PPSE d’environ 

30% de la réponse maximale (cette intensité est déterminée en se basant sur la courbe 

intensité-réponse) et à une fréquence de 0,033Hz (soit un choc toutes les 10s). 

IV.3.1 Potentialisation à Long Terme (LTP) 

Après établissement de la ligne de base, la LTP est obtenue en appliquant une 

stimulation à haute fréquence ou tétanus (2 chocs de 100 Hz pendant 1 seconde, espacés de 

20s). Immédiatement après le tétanus, les stimulations à la fréquence de 0,033 Hz sont 

reprises et on observe alors une potentialisation post-tétanique (PPT) des PPSE, dont on va 

suivre l’évolution pendant une heure. La LTP est exprimée en pourcentage d’augmentation 

des réponses, comparées à la ligne de base. 

IV.3.2 Dépression à long terme (LTD) 

Après établissement de la ligne de base, la LTD est obtenue en appliquant une 

stimulation à basse fréquence (1 Hz durant 15 minutes, soit 900 chocs au total). 

Immédiatement après cette stimulation, les stimulations à la fréquence de 0,033 Hz sont 

reprises et on observe alors une dépression des PPSEs, dont on va suivre l’évolution pendant 

une heure. La LTD est exprimée en pourcentage de diminution des PPSEs, comparée à la 

ligne de base. 

V. Taqman Low Density Array (TLDA) 

V.1. Récupération des échantillons et extraction des ARN totaux 

Les CA1 prélevés sont placés dans du RNA later. Les échantillons sont conservés à -80°C 

jusqu’à utilisation. Les ARN totaux sont extraits des tissus en utilisant le kit d’isolation 

mirVana miRNA (Ambion). Les CA1 sont décongelés puis repris dans un tube conique de 

1,5mL avec 300µL de Lysis/Binding Buffer. Le tissu est ensuite broyé à l’aide d’un potter 

manuel « Kontes » avec un piston en téflon-inox (2x10 s sur glace). 1/10e de volume (soit 

30µL) de miRNA homogenate additive est ajouté à l’homogénat. Après agitation au vortex, le 

mélange est laissé au repos 10 minutes sur glace. Un volume (~330µL) d’acide-

phenol:chloroforme est ajouté. Les échantillons sont ensuite agités au vortex puis 
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centrifugés 5 min à 10000g à température ambiante. A l’issue de la centrifugation, la phase 

supérieure est prélevée et on y ajoute 1,25 volume d’éthanol absolu. Le mélange est placé 

sur une colonne d’extraction puis centrifugé pendant 15s à 10000g à température ambiante. 

La colonne est lavée 3 fois avec différents tampons de rinçages suivis de centrifugation de 10 

s à 10000g. Les ARN totaux retenus sur la colonne sont ensuite élués avec 100µL d’eau 

exemptée de RNases, puis conservés à -80°C.  

La quantité d’ARN totaux présents dans les différents échantillons est estimée à l’aide 

d’un spectrophotomètre (Biophotomètre, Eppendorf SARL, France) permettant de mesurer 

la densité optique (DO). Le rapport DO260/DO280 permet d’évaluer la contamination 

protéique ; il doit être compris entre 1,8 et 2,2 pour une préparation de bonne qualité. Le 

ratio DO260/DO230 permet quant à lui d’évaluer la contamination par les molécules 

organiques ; les échantillons sont considérés de bonne qualité si ce ratio est compris entre 2 

et 2,2. 

L’intégrité des ARN est vérifiée par électrophorèse miniaturisée sur puce grâce à un 

bioanalyseur Agilent 2100. Cette mesure est réalisée à la plateforme de biologie moléculaire 

PICT du centre de recherche INRA de Jouy-en-Josas. Après avoir déposé de façon homogène 

un gel filtré contenant un intercalant de l’ARN fluoresent (dye) dans chacun des puits d’une 

puce Agilent RNA 6000 Nano, les échantillons et le marqueur de poids moléculaire dénaturés 

(70°C pendant 2 minutes) sont déposés sur la puce. Après agitation pendant 1 min, la puce 

est placée dans le Bioanalyseur Agilent 2100 (Agilent technologies, France) qui va mesurer 

en temps réel l’intensité de fluorescence émise en fonction du temps de rétention des ARN. 

Par comparaison des données qualitatives (temps de rétention) et quantitatives (intensité de 

fluorescence) des échantillons avec le marqueur de poids moléculaire connu du logiciel, le 

RIN de l’échantillon (RNA Integrity Number) est alors calculé. Il permet d’évaluer l’intégrité 

des ARN ; sa valeur est comprise entre 1 (ARN très dégradé) et 10 (ARN de très bonne 

qualité). Pour la suite de l’expérimentation, seuls les échantillons ayant un RIN supérieur à 8 

sont conservés.  
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Gènes N° Genbank Fonction 

Slc1a3 (GLAST) NM_019225 
Transporteurs astrocytaires du glutamate 

Slc1a2 (GLT-1) 
NM_017215 

NM_001035233 

Grin2a (NMDA-NR2A) NM_012573 

Récepteurs ionotropiques du glutamate 
Grin2b (NMDA-NR2B NM_012574 

Gria1 (AMPA GluR1) NM_031608 

Gria2 (AMPA GluR2) 
NM_017261 

NM_001083811 

Slc17a7 (V-Glut1) NM_053859 
Transporteurs vésiculaires du glutamate 

Slc17a6 (V-Glut 2) NM_053427 

Grm1 (mGluR1) 
NM_017011 

Récepteurs métabotropiques du glutamate 

NM_001114330 

Grm2 (mGluR2) NM_001105711 

Grm3 (mGluR3) NM_001105712 

Grm4 (mGluR4) NM_022666 

Grm5 (mGluR5) NM-017012 

Grm6 (mGluR6) NM_022920 

Grm7 (mGluR7) NM_031040 

Grm8 (mGluR8) NM_0222002 

Syp NM_012664 

Marqueurs de l'exocytose 

Syt1  NM_001033680 

Vamp2 NM_012663 

Stx1a (Syntaxine 1a) NM_053788 

Snap25 NM_030991 

Syn1 
NM_019133 

NM_001110782 

GAPDH NM_017008 
Gènes de ménage 

18S   

Nr3c1 (GR) NM_012576 
Récepteurs aux glucocorticoïdes 

Nr3c2 (MR) NM_013131 

BDNF NM_012513 

Facteurs de croissance 
EGF NM_012842 

FGF2 NM_019305 

GDNF NM_019139 

NGF XM_227525 

PPARα NM_013196 

Facteurs de transcription PPARγ 

NM_013124 

NM_001145366 

NM_001145367 

PPARδ NM_013141 

Pla2g6 (iPLA2) NM_001005560 
Phospholipases A2 Pla2g4a (cPLA2) NM_133551 

Pla2g2a (sPLA2) NM_031598 

Ptgs2 NM_017232 

Enzymes du métabolisme lipidique 
Alox5 (LOX-5) NM_012822 

Alox 12 (LOX-12) NM_001105798 

Alox15 (LOX-15) NM_031010 

GFAP NM_017009 

Marqueurs astrocytaires 
Glul (GS) NM_017073 

S100 β NM_013191 

SR (Sérine racémase) NM-198757 

Vimentine NM_031140 

MAP2 NM_013066 
Autres 

Th NM_012740.3 

Tableau 4 : Numéro d’ascession et principales fonctions des 48 gènes étudiés 
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V.2. Rétrotranscription 

La rétrotranscription des ARNm correspond à la synthèse d’AND complémentaire 

simple brin (ADNc) grâce à la reverse transcriptase. Elle est réalisée avec un kit de 

rétrotranscrption (High Capacity cDNA reverse transcription, Applied Biosystems, 

Courtaboeuf, France). Un mélange réactionnel de 50µL (contenant du tampon de 

rétrotranscription, un mélange de dinucléotides (dNTP), des amorces et l’enzyme reverse 

transcriptase (50U/µL)) est préparé. Pour chaque échantillon, un volume correspondant à 

2µg d’ARN totaux est pipeté et complété avec de l’eau exempté de RNases pour obtenir un 

volume final de 50µL. Les 50µL de mélange réactionnel sont ajoutés aux 50µL d’échantillon 

dilué. La réaction se déroule dans un thermocycleur à 25°C pendant 10 minutes, puis à 37°C 

pendant 2h. Les ADNc obtenus sont stockés à -20°C.  

V.3. TLDA 

La quantification de nos ARN cibles a été réalisée à l’aide d’une carte microfluidique 

(Taqman Low-Density Array (TLDA), Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) sur laquelle 

chaque puits contient un couple d’amorces et une sonde Taqman spécifiques d’un gène 

d’intérêt. Cette technologie permet ainsi la quantification simultanée de l’expression d’un 

nombre important de gènes sur plusieurs échantillons. Cette technique est très 

reproductible car d’une grande sensibilité et spécificité.  

Pour notre étude, nous avons choisi une configuration de cartes permettant de 

quantifier simultanément 48 gènes impliqués dans la synapse tripartite glutamatergique et 

dans sa régulation par les AGPI et les corticoïdes, dont 2 gènes de référence (18S et GAPDH) 

(Tableau 4). Les couples d’amorces et de sondes pour chaque gène d’intérêts ont été 

sélectionnés à partir d’essais préétablis (Taqman Gene Expression Assay, Applied Biosystems) et 

préchargés dans chacun des puits (Figure 32). 

La chimie Taqman repose sur l’utilisation d’une sonde oligonucléotidique spécifique de 

la séquence à amplifier, marquée en terminaison 5’ par un fluorochrome appelé Reporter (R) 

et en terminaison 3’ par un autre fluorochrome appelé Quencher (Q). La sonde s’hybride 

entre les 2 amorces après excitation. Le spectre d’émission du reporter chevauchant celui du 

quencher, l’émission du reporter est absorbée par l’effet quenching de Q. Puis l’élongation 

des amorces par la Taq-polymerase qui présente une action exonucléasique, va permettre le  
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Figure 32 : Taqman Low Density Array (TLDA) ou cartes microfluidiques (Applied 

Biosystem) 

A- Configuration des TLDA afin de quantifier simultanément l’expression de 48 gènes sur 8 

échantillons.  

B- Courbes d’amplification des ADNc des gènes d’intérêt par PCR quantitative en temps réel. 
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clivage de l’extrémité 5’ de la sonde et donc la libération de R. Ce dernier va alors émettre 

un signal fluorescent proportionnel au nombre de produits de PCR formés et permettre ainsi 

le suivi en temps réel de l’augmentation du nombre de copies polymérisées à chaque cycle.  

Pour chaque échantillon, un volume correspondant à 600ng d’ADNc est prélevé 

etmélangé à de l’eau exemptée de RNases pour obtenir un volume final de 55µL. 

L’échantillon dilué est ensuite mélangé avec 55µL de Taqman Universal PCR Master Mix et 

100µL de ce mélange sont déposés sur les cartes microfluidiques. La carte est centrifugée 2 

fois pendant 1 min à 12000 rpm afin de distribuer les échantillons de manière homogène 

dans tous les puits, puis scellée. Elle est ensuite déposée dans l’appareil à haut débit ABI 

Prism 7900 (Applied Biosystems, France). La quantification des ARN par TLDA a été réalisée à 

la plateforme PICT du centre de recherche INRA de Jouy-en-Josas. La réaction de qPCR suit le 

thermocyclage suivant : 2 min à 50°C, puis 10 min à 95°C pour activer la Taq-polymerase, 

puis 40 cycles composés de 30s à 97°C et de 1 min à 59,7°C.  

V.4. Normalisation et analyse des résultats 

Les données sont collectées à partir du logiciel Applied Biosystems SDS Version2.1 et 

analysées par le logiciel RQ Manager Version 1.2 (Applied Biosystems). L’expression relative 

des ARN est déterminée en utilisant la méthode comparative du 2-∆∆Ct (ou quantification 

relative normalisée à un calibrateur) (Livak et al, 2001). 

Basée sur la partie linéaire de l’exponentielle (première partie de la courbe 

d’amplification), la quantification fait appel au principe du Ct (Cycle Threshold ou cycle seuil) 

qui correspond au nombre de cycles requis pour que l’émission de fluorescence devienne 

significativement supérieure au bruit de fond. L’abondance des ADNc des gènes d’intérêt est 

normalisée par rapport à celle du gène de référence selon la formule suivante : 

Abondance gène intérêt / Abondance 18S = 2-∆Ct avec ∆Ct = Ct gène intérêt – Ct 18S 

 Cette abondance est ensuite normalisée par rapport à un calibrateur, qui correspond 

pour la caractérisation des effets du régime aux rats équilibrés non stressés, et pour la 

caractérisation des effets du stress aux rats non stressés du régime équivalent. L’abondance 

normalisée par rapport au gène de référence du calibrateur est ramenée à 1. L’expression 

relative (ou abondance relative) des gènes d’intérêt est calculée avec la formule des Ct :  

Abondance relative gène intérêt = 2-Ct = 2-(Ct) 
échantillon / 2-(Ct) 

calibrateur 
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Figure 33 : Culture de lignées de neuroblastomes humains SH_SY5Y 

A. Cellules non confluentes, 1 jour après repiquage 

B. Cellules confluentes, 7 jours après repiquage 
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Partie 2 : Etude mécanistique sur des modèles in vitro 

I. Culture de la lignée de neuroblastomes humains SH-SY5Y 

I.1.Présentation du modèle 

La lignée de neuroblastomes SH-SY5Y est établie à partir de la mise en culture de la 

lignée SK-N-SH qui a été obtenue à partir d’une biopsie pratiquée chez un enfant atteint 

d’une tumeur du système nerveux sympathique métastasée dans la moelle osseuse (Biedler 

et al, 1973). Ces cellules présentent des caractéristiques de neurones adrénergiques. Elles 

expriment notamment l’enzyme indispensable à la synthèse des catécholamines, la tyrosine 

hydroxylase (Pahlman et al, 1990), ainsi que des protéines impliquées dans l’exocytose de 

neurotransmetteurs telles notamment les protéines du complexe SNARE (Goodall et al, 

1997). De plus, exprimant différents canaux voltage- et ligand-dépendants (Vaughan et al, 

1995), ces cellules présentent les caractéristiques de cellules excitables. Ainsi, les cellules 

SH_SY5Y sont capables de libérer de la NA en condition basale et en condition stimulée suite 

à une dépolarisation membranaire (KCl) ou une activation des récepteurs muscariniques 

(Carbachol) (Ou et al, 1999 ; Vaughan et al, 1993). De par ces caractéristiques, les cellules 

SH_SY5Y constituent donc un modèle d’étude de la libération de neurotransmetteur.  

I.2.Conditions de culture 

La lignée cellulaire de neuroblastomes humains de type SH-SY5Y est fournie par la 

Collection Européenne de Culture Cellulaire Animale (Porton Down, Salisbury, United 

Kingdom). Le milieu de culture, dit complet, est composé à 50% de Minimum Essential 

Medium Eagle (MEME, Sigma, Annexe 1) et à 50% de Ham’s Nutrient Mixture F-12 (HAM-

F12, Sigma, Annexe 1), supplémenté de 10 % de sérum de veau fœtal (SVF, Gilbo, Annexe 2) 

préalablement décomplémenté à 52 °C pendant 1 heure, de pénicilline 50 IU / mL, de 

streptomycine 50 µg / mL et de L-Glutamine 2 mM (Gilco BRL, Cergy Pontoise, France). Les 

cellules, adhérentes au support, sont cultivées dans 10 mL de milieu complet dans des 

flasques de 75 cm2 à bouchon aéré dans un incubateur maintenu à 37 °C et à 5 % de CO2 en 

atmosphère humide. Après comptage sur cellules de Malassez, elles sont ensemencées à 

une densité de 1,4 × 104 cellules/cm2 et le milieu est renouvelé après 24 h et 96 h de culture. 

Lorsque les cellules sont à confluence, soit après 7 jours de culture, elles sont repiquées et 

réensemencées à la concentration initiale afin d’assurer l’entretien de la lignée (Figure 33). 
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 Tampon A Tampon KCl 

NaCl 135 Mm 35 mM 

KCl 5 mM 105 mM 

MgSO47H2O 0,6 mM 0,6 mM 

CaCl22H2O 2,5 mM 2,5 mM 

HEPES (acide 4-(2-

hydroxyethyl)-1-

piperazineethanesulfonique) 

10 mM 10 mM 

D-glucose 6 mM 6 mM 

Acide ascorbique 0,2 mM 0,2 mM 

Pargyline 0,2 mM 0,2 mM 

DMI - 1 µM 

 

Tableau 5 : Composition des tampons utilisés au cours des mesures de captage et 

libération de [3H]-NA par les cellules SH_SY5Y 

Tampon C = Tampon A + [3H]-NA 40 nM 

Tampon D = Tampon A + DMI 1 µM 

Tampon E = Tampon A + DMI 1 µM + TPA 100 nM 

Tampon Carbachol = Tampon D + Carbachol 1 mM 
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I.2.1 Etude des effets d’une supplémentation en AGPI 

Les cellules sont ensemencées dans un milieu complet à une concentration de 7 × 104 

cellules/cm2 dans des plaques 6 puits (8,96 cm2 par puit, TPP). 24h après l’ensemencement, 

ce milieu est supplémenté en acide docosahéxaénoïque (DHA) ou acide arachidonique (AA) 

pendant 72 h. Les AGPI sont apportés dans le milieu sous forme de sels de sodium à une 

concentration de 5, 10, 20, 30, 50 ou 70 µM à partir d’une solution mère à 4 mg/mL (Sigma). 

I.2.2 Etude des effets des glucocorticoïdes 

Afin de mimer une condition de stress, les cellules SH_SY5Y sont soumises à un 

traitement à l’hydrocortisone (OH-C), principale hormone du stress humaine. 

L’hydrocortisone (Sigma) est dissoute dans de l’éthanol (1mg/mL) puis incorporée dans le 

milieu de culture à la concentration finale de 100 nM.  

Les cellules sont exposées pendant 1h ou 24h avant le début de l’expérimentation. 

L’effet de l’hydrocortisone a été testé en présence ou non des différents AGPI apportés 

selon le protocole décrit précédemment. Dans cette série d’expérimentation, seules les 

supplémentations pendant 72h en DHA et AA, à des doses de 30 µM et  70µM, ont été 

testées. 

I.3.Estimation du captage de noradrénaline tritiée ([3H]-NA) par les cellules SH_SY5Y 

Le captage de [3H]-NA est estimé sur des cellules non différenciées supplémentées ou 

non en AGPI pendant 72h. Les cellules sont ensemencées à 7x 104 cellules/cm2 dans des 

plaques 6 puits 96h avant le début de la mesure de captage. Tous les tampons utilisés lors de 

la mesure de captage sont additionnés de pargyline 0,2 mM (Sigma), qui inhibe la 

dégradation de la noradrénaline par les monoamines oxydases. La composition des 

différents tampons utilisés pour la mesure du captage et de la libération de noradrénaline 

tritiée ([3H]-NA) par les cellules SH_SY5Y est décrite dans le Tableau 5.  

Après avoir éliminé le milieu de culture et rincé 2 fois les cellules avec 2 mL/puits de 

tampon A, les cellules sont incubées dans 1 mL de ce tampon A additionné du traceur [3H]-

NA (levo-[7-3H]-Norepinephrine, 16,2Ci/mmol, PerkinElmer, USA) à la concentration finale 

de 40 nM pendant 1h (temps nécessaire au captage du traceur par les cellules) dans un  
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Figure 34 : Protocole général de la mesure de la libération de [3H]-NA par les cellules 

SH_SY5Y 

NAT 

J1 : Ensemencement cellulaire 

J5 : Mesure de la libération de [3H]-NA  

Etape 1 : Charge de la [3H]-NA pendant 1h à 37°C 

Transporteur de la NA 
Vésicules Synaptiques 

Cytosquelette 

Etape 2 : Addition de TPA (100nM) pendant 8 minutes : 

mobilisation des vésicules à la membrane 

Etape 3 : Mesure de la libération de 

[3H]-NA pendant 3 minutes  

Condition basale 

(KCl 5 mM) 

Conditions stimulées 

(KCl 105 mM OU Carbachol 1mM) 
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incubateur à 37°C et à 5% de CO2. Un échantillon de la solution de traceur [3H]-NA (levo-[7-

3H]-Norepinephrine, 16,2Ci/mmol, PerkinElmer, USA) est prélevé et compté en scintillation 

liquide beta (Tri-Carb 2100TR Liquid Scintillation Analyser, Packard) dans 10 mL de liquide 

scintillant (Optiphase Hisafe2, PerkinElmer), permettant ainsi de connaître la quantité totale 

de radioactivité mise au contact des cellules. La quantité de radioactivité captée par les 

cellules est estimée comme étant la somme de la radioactivité contenue dans le surnageant 

et dans les cellules à l’issue de la mesure de libération de NA. Le captage est alors calculé de 

la manière suivante : (Somme de la radioactivité contenue dans le surnageant et les cellules 

à l’issue de la mesure de libération / la radioactivité totale mise au contact des cellules) x 

100.  

Le captage a été estimé sur des cellules ayant reçue les différentes supplémentations 

à long terme (72h) en AGPI (DHA ou AA) et/ou les traitements à l’hydrocortisone décrits 

précédemment.  

I.4. Mesure de la libération de noradrénaline tritiée ([3H]-NA) par les cellules SH_SY5Y 

Les cellules sont ensemencées à 7 × 104 cellules / cm2 dans des plaques 6 puits. La 

mesure de la libération est effectuée au 5e jour de culture sur des cellules non différenciées 

et non confluentes. La composition des différents tampons utilisés est décrite dans le 

Tableau 5.  

Le principe de cette mesure est de mimer la libération de neurotransmetteurs 

contenus dans les vésicules synaptiques, soit en condition basale, correspond à une 

libération faible et continue, soit après stimulation, entrainant alors une libération massive 

(Figure 34).  

Après avoir éliminé le milieu de culture et rincé 2 fois les cellules avec 2 mL/puits de 

tampon A, les cellules sont incubées dans 1 mL de ce tampon A additionné du traceur [3H]-

NA (levo-[7-3H]-Norepinephrine, 16,2Ci/mmol, PerkinElmer, USA) à la concentration finale 

de 40 nM pendant 1h dans un incubateur à 37°C et à 5% de CO2. Après avoir éliminé le 

surnageant, les cellules sont rincées 2 fois avec 3 mL de tampon D contenant de la 

désipramine (DMI, Sigma) 1 µM, inhibant la recapture de NA par blocage des transporteurs, 

puis traitées 8 minutes avec le tampon E contenant du 12-O-tétradécanoylephorbol-13-

acétate (TPA) 100 nM, activateur de la protéine kinase C (PKC). L’activation de la PKC permet 



 144 

la dissociation du réseau de protéines du cytosquelette et ainsi la mobilisation des vésicules 

contenant la NA vers la membrane plasmique. Les cellules sont ensuite mises en contact 

avec le tampon D (contrôle) permettant la libération basale de NA ou avec un tampon 

stimulant la libération de NA tel que le tampon KCl 105 mM (qui provoque une 

dépolarisation de la membrane) ou le tampon Carbachol 1 mM (ou carbamylcholine, 

agoniste des récepteurs muscariniques) (Vaughan et al, 1993). Le tampon riche en KCl va 

stimuler la libération de noradrénaline en provoquant une dépolarisation de la membrane, 

tandis que le carbachol va activer les voies de signalisation associée aux récepteurs 

muscariniques couplés à des protéines G. Le surnageant contenant la NA tritiée libérée est 

récupéré après 3 minutes et la radioactivité est comptée en scintillation liquide beta (Tri-

Carb 2100TR Liquid Scintillation Analyser, Packard). Enfin, la radioactivité restante dans les 

cellules est comptée en scintillation liquide, après lyse des cellules dans 1 mL de NaOH 

pendant 1h à 37°C. La libération de NA contenue dans le surnageant est exprimée en 

pourcentage de la radioactivité totale (somme de radioactivité contenue dans les cellules et 

dans le surnageant).  

 

II. Culture primaire d’astrocytes issus de rats nouveaux nés 

II.1.Culture primaire d’astrocytes 

II.1.1 Mise en culture primaire des astrocytes de rats 

Les astrocytes sont mis en culture à partir de cortex de rats nouveaux nés (moins de 1 

jour). Les ratons mâles sont décapités et les cerveaux, rapidement isolés, sont placés dans du 

milieu complet composé de milieu essentiel minimum (MEM, Annexe 1) additionné de 

glucose (7 mM), d’un mélange d’acide aminés (50X), de L-glutamine (100X), de vitamines 

(100X), d’une solution de pénicilline (100UI/mL)/Streptomycine (100 µg/mL final)/Fingizone 

(250 pg/mL), de bicarbonate et supplémenté de 10% de sérum de veau fœtal (SVF). La 

dissection s’effectue sur glace, sous loupe binoculaire, en conditions stériles, dans une boîte 

de Pétri contenant quelques gouttes de milieu complet. Les méninges sont éliminés, puis les 

cortex sont récupérés séparément dans du milieu complet froid.  

Les structures cérébrales sont dissociées mécaniquement par aspirations successives 

à la seringue à aiguille de 18G, puis de 20G. Les suspensions cellulaires sont alors passées sur 
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un filtre de nylon de porosité 40 µm, puis centrifugées à 1800trs/min pendant 8 minutes à 

4°C. Les culots sont alors récupérés dans le volume adéquat à l’ensemencement des 

cellules : volume final de 20 mL par flasque de 75 cm2 pour les cortex (1 flacon pour 3 cortex) 

et de 7 mL par flasque de 25 cm2 pour les hippocampes (1 flacon pour 3 hippocampes). Les 

flasques à bouchons aérés sont alors placées dans un incubateur maintenu à 37 °C et à 5 % 

de CO2 en atmosphère humide. 

Le milieu est changé 3 jours après la mise en culture, puis tous les 2-3 jours. Pour 

éliminer les cellules non astrocytaires (microglie, oligodendrocytes, fibroblastes), les cellules 

sont soumises à une opération de décollement sélectif dès le stade de pré-confluence 

(environ 6 jours après l’ensemencement) et ce à chaque changement de milieu. Cette 

opération repose sur le fait qu’en absence d’ions divalents dans le milieu, la plupart des 

cellules se décollent alors que les astrocytes restent adhérents au support. Ainsi, les tapis 

cellulaires sont rincés 3 fois avec une solution saline de Hanks sans calcium ni magnésium 

(Gibco), puis incubés dans 10 mL de cette solution et agités frénétiquement 10 s/min 

pendant 4 minutes. Suite à 2 nouveaux rinçages pour éliminer les cellules décollées, le tapis 

astrocytaire est à nouveau incubé dans du milieu de culture complet MEM + 10% SVF.  

II.1.2 Culture secondaire 

Le repiquage s’effectue lorsque les astrocytes sont à confluence (soit environ 15 jours 

après la mise en culture). Les cellules sont rincées 2 fois par du milieu sans sérum, puis 

décollées par une incubation de 10 minutes dans l’incubateur (37°C, 5% CO2) dans un 

mélange de trypsine 0,25% et d’EDTA 1mM (Gibco). La suspension cellulaire est alors 

récupérée dans 1 mL de SVF pur afin de stopper l’action de la trypsine grâce à son activité 

anti-protéasique et les boîtes sont rincées 3 fois avec du milieu complet MEM + 10% SVF 

pour récupérer toutes les cellules. La suspension obtenue est centrifugée 2 fois successives à  
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Figure 35 : Culture primaire d’astrocytes issus de rats nouveaux-nés 

A. Cellules non confluentes, 72h après l’ensemencement 
B. Cellules à sous-confluence 
C. Cellules à confluence 

A.

B.

C.

A.

B.

C.
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1800 trs/min pendant 8 minutes à 4°C, puis le culot est repris dans du milieu complet MEM + 

10% SVF.  

Après comptage sur cellules de Malassez, les cellules sont ensemencées à une 

densité de 14000 cellules/cm2 - dans un type de boîte adaptée à l’expérimentation 

effectuée.  

L’évolution de la culture cellulaire d’astrocytes est illustrée dans la Figure 35.  

II.1.3 Supplémentation en AGPI et/ou Vitamine E 

Les astrocytes sont supplémentés en AGPI (DHA ou AA) et/ou Vitamine E dès 72h après 

la mise en culture secondaire, puis à chaque renouvellement de milieu (tous les 2 ou 3 

jours). Trois groupes de culture sont ainsi mis en place : avec Vitamine E seule, avec DHA et 

Vitamine E, avec AA et Vitamine E. 

L’ensemble des cellules est supplémenté en Vitamine E (α-tocopherol, Acros-Organics), 

un antioxydant qui permet de limiter les processus cytototxiques liés à la peroxydation 

lipidique. La vitamine E est dissoute dans de l’éthanol (250mg/mL) et diluée dans du sérum 

de veau fœtal (2mg/mL). Puis elle est incorporée dans les milieux de culture à une 

concentration finale de 30µM.  

La supplémentation en AGPI, DHA ou AA, est réalisée sous forme de sel de sodium 

(Sigma). Les AGPI sont dissous dans du SVF, puis dilués dans du MEM pour obtenir une 

concentration de 3,3 mg/mL dans du MEM à 10% SVF. Ils sont ensuite incorporés dans du 

milieu de culture à une concentration finale de 30µM.  

II.1.4 Traitement aux glucocorticoïdes 

Afin de mimer une condition de stress, les astrocytes sont soumis à un traitement à la 

corticostérone, principale hormone du stress chez le rat. La corticostérone (Sigma) est 

dissoute dans de l’éthanol (1mg/mL) puis dilué dans du milieu de culture (3,5 µg/mL). Elle 

est ensuite incorporée dans le milieu de culture à la concentration de 100 nM.  

Lorsque les astrocytes arrivent à confluence, la teneur en sérum du milieu (initialement 

10%) est diminuée à 5%, puis 2% et enfin 1%. Le traitement à la corticostérone est réalisé 

lors du passage à 1% SVF et prolongé pendant 2 ou 6 jours. Pour les mesures de capture de 
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glutamate, des temps intermédiaires ont été réalisés à 1h (après 2h de déplétion totale en 

SVF) et 24h. 

II.2.Mesure de la capture astrocytaire du glutamate 

II.2.1 Protocole expérimental de mesure de la capture du glutamate 

Le principe de cette technique repose sur la mesure de la capture du D-[3H]-

aspartate, un analogue du glutamate qui présente l’avantage de ne pas être métabolisé par 

l’astrocyte.  

Les astrocytes sont cultivés en boîte 24 puits (surface des puits : 1,86 cm2) et sont 

utilisés à confluence à l’issue des différents traitements aux AGPI (DHA ou AA 30µM en 

présence de vitamine E 30 µM) et/ou glucocorticoïdes (corticostérone 100 nM).  

Pour les traitements courts (inférieur à 24h), les cellules sont préalablement rincées 

et mises en incubation pendant 2 heures dans du milieu complet sans sérum. Pour les 

traitements longs (supérieur ou égal à 24h), la mesure de la capture de glutamate se fait 

directement.  

Les cellules sont rincées 2 fois, puis incubées pendant 10 minutes à 37°C dans du 

tampon Krebs-NaCl préalablement chauffé (HEPES 25 mM ; KCl 4,7 mM ; KH2PO4 1,2 mM ; 

CaCl2 2H2O 1,8 mM, MgSO4 7H2O 0,8 mM ; Glucose 7 mM ; NaCl 120 mM ; pH 7,2). La 

capture est initiée par l’ajout d’une solution contenant du D-[3H]-aspartate (GE HealthCare ; 

activité spécifique 35Ci/mmol) et du D-aspartate non marqué pour une concentration finale 

de 105 µM. Après 10 minutes d’incubation, la capture est stoppée par 3 rinçages successifs 

au tampon Krebs-NaCl froid (4°C) et le tapis cellulaire est solubilisé par incubation avec 

250µL de NaOH 0,5M pendant 1h à 37°C. 

II.2.2 Comptage de la radioactivité et analyse des résultats 

Pour chaque puits, 200 µL de lysat cellulaire sont prélevés puis placés dans une fiole 

à scintillation contenant 5 mL de scintillant (Optiphase Hisafe2, PerkinElmer). La radioactivité 

est ensuite comptée sur un compteur à scintillation liquide beta (Tri-Carb 2100TR Liquid 

Scintillation Analyser, Packard) et les résultats obtenus sont exprimés en nombre de 

désintégrations par minute (dpm). Afin de caractériser la capture du glutamate, ces résultats 
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sont rapportés à la quantité totale de protéines des échantillons, dosée par la méthode de 

Bradford sur le lysat cellulaire restant. 

II.2.3 Dosage de Bradford 

La méthode de Bradford est un dosage colorimétrique permettant de caractériser la 

quantité totale de protéines des échantillons. Elle est basée sur le changement d’absorbance 

se manifestant suite au changement de couleur du bleu de Coomassie G-250 après fixation 

spécifique sur les résidus arginine, tryptophane, tyrosine, histidine et phénylalanine des 

protéines. La forme anionique (liée) du colorant est bleue et possède un spectre 

d’absorption maximal de 595nm, tandis que les formes cationiques (libres) sont rouges et 

absorbent autour de 465-470nm.  

Sur une plaque 96 puits, 10µL d’échantillon sont déposés par puits auxquels sont 

ajoutés 200µL de réactif de Bradford. L’absorbance des protéines est mesurée par 

spectrophotométrie à 595nm (lecteur de plaque Spectra Fluor Plus Tecan). Une gamme 

étalon de Sérum Albumine Bovine (BSA) (0 à 250 µg/mL) diluée dans une solution de NaOH 

0,5M est réalisée en parallèle.  

II.3. Etude de la morphologie astrocytaire par immunomarquage 

II.3.1 Préparation de la culture d’astrocytes 

Les astrocytes sont cultivés en boîtes 12 puits (surface puits : 3,59cm2). Chaque puits 

contient une lamelle de verre pré-incubée pendant 1h dans de la poly-D-lysine (25µg/mL) 

puis séchée, créant ainsi un film sur la lamelle permettant l’adhésion des cellules. La 

morphologie astrocytaire est étudiée à confluence à l’issue des différents traitements aux 

AGPI et/ou glucocorticoïdes. 

II.3.2 Protocole d’immunomarquage 

Entre chaque étape, les cellules sont rincées 3 fois successivement dans du 

Phosphate Buffer Saline (PBS). 

 Fixation : les cellules sont fixées dans du paraformaldéhyde froid à 4% dans du PBS 

pendant 10 minutes.  
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Anticorps Primaire Anticorps Secondaire Flurochrome 

Anticorps Dilution Fournisseur Anticorps Dilution Fournisseur Type Dilution Fournisseur 

Anti-MCR 1/500 
Santa Cruz 

SC-11412 

Anti-Lapin-

Dylight 649 
1/3000 

Rockland 

Tebu-Bio 611-

143-002 

      

Anti-GR 1/500 
Santa Cruz 

SC-8992 

Anti-Lapin-

Dylight 649 
1/3000 

Rockland 

Tebu-Bio 611-

143-002 

      

Anti-Ezrine Clone 

3C12 
1/2000 Sigma E8897 

Anti-Souris-

biotynilé 
1/200 

Vector-

Biovalley BA-

2001 

Streptavidine FITC 1/200 

Vector-

Biovalley SA-

5001 

Anti-

PhosphoTyrosine 

Clone PT-66 

1/1000 Sigma P3300 
Anti-Souris-

biotynilé 
1/200 

Vector-

Biovalley BA-

2001 

Streptavidine FITC 1/200 

Vector-

Biovalley SA-

5001 

Anti-GFAP Clone G-

A-5 Couplé à Cy3 
1/2000 Sigma C9205             

Anti-Phalloïdine-

TRITC (Actine) 
1/2000 Sigma P1951             

 

Tableau 6 : Anticorps utilisés pour l’immunomarquage des astrocytes en culture primaire 
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 Perméabilisation des membranes : les cellules sont traitées pendant 5 minutes avec un 

détergent on ionique PBS + Triton 0,25% afin de rendre les membranes perméables 

aux anticorps.  

 Blocage des sites non spécifiques : les sites non spécifiques susceptibles de fixer 

l’anticorps sont bloqués par incubation de 2h à température ambiante avec une 

solution de PBS + BSA 2% (Bovine Serum Albumine) 

 Blocage des sites biotin-like : avant l’incubation avec l’anticorps primaire, les cellules 

sont incubées successivement dans de l’avidine puis de la biotine (Blocking-kit Vector). 

Cette étape permet de limiter le bruit de fond lorsqu’on utilise un anticorps secondaire 

biotynilé et un marquage streptavidine-FITC. En effet, les protéines extracellulaires 

possèdent des sites « biotin-like » liant l’avidine. Après blocage des sites à l’avidine, les 

sites restant libres sont bloqués avec de la biotine.  

 Incubation avec l’anticorps primaire : les cellules sont incubées à 4°C sur la nuit en 

présence de l’anticorps primaire dilué dans du PBS + BSA 0,2 %, qui va venir se fixer sur 

les protéines d’intérêt.  

 Incubation avec l’anticorps secondaire : les cellules sont incubées pendant 2h à 

température ambiante en présence de l’anticorps secondaire dilué dans du PBS + BSA 

0,2 %, qui va venir se fixer sur l’anticorps primaire.  

 Incubation avec le complexe streptavidine-FITC : lorsque le marquage le nécessite 

(c'est-à-dire lorsque les anticorps utilisés ne sont pas directement couplés à un 

fluorochrome), les cellules sont incubées pendant 1h à température ambiante à 

l’obscurité avec le complexe streptavidine-FITC dilué au 1/200 dans du PBS. Ce 

complexe se lie sur l’anticorps secondaire au niveau de plusieurs sites, ce qui permet 

d’amplifier la réponse.  

N.B : Les étapes d’incubation avec les anticorps primaire et secondaire ainsi 

qu’éventuellement avec le complexe streptavidine-FITC sont répétées successivement pour 

chaque protéine étudiée. Tous les anticorps utilisés sont décrits dans le Tableau 6. 

 Marquage des noyaux : les noyaux des cellules sont marqués par une incubation de 10 

minutes dans une solution de DAPI (4′,6-diamidino-2-phenylindol) à 0,5 µg/mL dans du 

PBS. Le DAPI est en effet une molécule fluorescente capable de se fixer sur l’ADN des  
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1- Extraction lipidique  
(selon le principe de la méthode de Folch) 

Homogénats de tissus comportant les standards 
internes (PC C19:0; PE C17:0; PS C 19:0) ou 

homogénats de cellules 

2- Séparation des classes de phospholipides sur colonnes 
(Élution avec des solvants de polarité croissante sur cartouche 

de silice aminopropylée) 

3- Transméthylation 

4- Chromatographie en phase gazeuse 
(Détermination de la composition en AG des échantillons) 

Echantillons de cortex frontal ou suspensions cellulaires 

PE PC PS 

Esters méthyliques 

Chromatogramme 
 

 

Figure 36 : Principe général de l’analyse de la composition lipidique 
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cellules. Les astrocytes sont ensuite rincés au PBS puis à l’eau distillée avant le 

montage sur lame, afin d’éliminer les sels de PBS. 

 Montage : les lamelles sont déposées sur une goutte de milieu de montage pour 

fluorescence (DAKO) sur une lame de verre. Le montage est laissé à sécher toute la nuit 

à température ambiante et à l’obscurité, puis les lames sont stockées à 4°C. 

II.3.3 Analyse des images 

Les coupes sont observées sur un microscope équipé d’un système Apotome (Zeiss) et 

saisies numériquement avec un logiciel d’analyse Axio Vision 4.8. Nous étudions d’une part 

la morphologie astrocytaire grâce aux marqueurs GFAP, Ezrine, Actine et Phospho-Tyrosine 

(P-Tyr) et d’autre part l’expression et la répartition des récepteurs aux glucocorticoïdes (GR 

et MR). 

 

Partie 3 : Techniques communes aux études in vivo et in vitro 

I. Analyse de la composition lipidique membranaire 

Le principe général de l’analyse de la composition lipidique membranaire des différents 

échantillons est résumé dans la Figure 36.  

I.1 Extraction des lipides totaux 

L’extraction des lipides totaux est effectuée selon le principe de la méthode Folch 

(Folch et al, 1957).  

Protocole in vivo : Les cortex frontaux, préalablement pesés et conservés à -80°C, sont 

homogénéisés dans 4 mL de Folch (chloroforme/méthanol : 2/1, v/v) additionnés de 0,02% 

de BHT (Butylhydroxytoluène, Sigma B1378) à l’aide d’un Polytron (PT1200, Kinematica, 

Bioblock Scientific). Pour nous permettre de quantifier la quantité d’acides gras (en µmol/g 

de tissu), 70µL d’un mélange de standards internes de PC C19 (54,32µg) (PC C19:0, Avanti 

Polar Lipids), de PE C17 (52,36µg) (PE  C17:0, Sigma) et 40µl d’un standard interne de PS 

C17:0 (20 µg) (PS C17:0, Avanti Polar Lipids) sont ajoutés à la préparation avant broyage.  

Protocole in vitro sur culture primaire d’astrocytes : Les astrocytes sont cultivés dans 

des boîtes de 10 cm de diamètre et sont utilisés à confluence à l’issue des différents 
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Solvants Composition 
Volume d’élution         

(en mL) 
Séparation des lipides 

Solvant I 
Isopropanol/Chloroforme 

(1/2, v/v) 
3 Lipides Neutres 

Solvant II 
Diéthyléther/Acide 

Acétique (98/2, v/v) 
3 Acides Gras Libres 

Solvant III Acétonitrile 1 - 

Solvant IV 
Acétonitrile/n-propanol 

(3/1, v/v) 
8 Phosphatidylcholine 

Solvant V 
Acétonitrile.n-propanol 

(1/1, v/v) 
2 Sphingomyéline 

Solvant VI Méthanol 3 Phosphatidyléthanolamine 

Solvant VII 
Isopropanol/Méthanol 

HCl 3N (4/1, v/v) 
4,5 Phosphatidylsérine 

 

Tableau 7 : Protocole d’élution des différentes classes de phospholipides 
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traitements aux AGPI (DHA ou AA 30µM en présence de vitamine E 30 µM) et/ou 

glucocorticoïdes (corticostérone 100 nM pendant 6 jours). Les cellules sont rincées 3 fois par 

un mélange de PBS/Albumine délipidée50 µM froid afin d’éliminer toute trace de lipides 

pouvant être apportés par le milieu. Les cellules sont ensuite récupérées par grattage dans 

du PBS/Albumine délipidée. Après centrifugation à 1800 trs/min pendant 8 minutes à 4°C, le 

culot cellulaire est récupéré dans 4 mL de Folch + 0,005% de BHT (Butyl-Hydroxy-Toluène).  

Protocole in vitro sur lignées cellulaires SH_SY5Y : Les cellules SH_SY5Y sont 

ensemencées à 7 × 104 cellules / cm2 dans des flasque de 75 cm2. Les cellules sont 

récupérées au 5e jour de culture, à l’issue des traitements aux AGPI (DHA ou AA 70µM 

pendant 48h) suivis ou précédés d’un traitement à l’hydrocortisone (100 nM pendant 24h). 

Après rinçage des cellules dans du milieu simple ne contenant pas de SVF, les cellules sont 

incubées pendant  5 minutes dans 3mL de trypsine/EDTA. L’action de la trypsine est stoppée 

par l’ajout de milieu complet puis les cellules récupérées sont centrifugées à 1000 rpm 

pendant 15 minutes à 4°C. Le culot est rincé deux fois par centrifugation avec 1 mL de PBS, 

puis homogénéisé dans 4 mL de Folch + 0,005% de BHT (Butyl-Hydroxy-Toluène).   

Commun : On ajoute aux homogénats 1mL de solution de NaCl 0,73% pour permettre 

la décantation. Après agitation au vortex, les échantillons sont centrifugés pendant 30 

minutes à 3000g à 4°C (Beckman, Rotor JA20). On obtient alors 2 phases : la phase 

supérieure, composée du mélange chloroforme/méthanol/eau dans les proportions 3/48/47 

(v/v/v) qui contient les molécules hydrosolubles (protéines et glucides), est éliminée ; la 

phase inférieure, composée du même mélange dans les proportions 86/14/1 (v/v/v) contient 

les lipides totaux. Cette dernière est rincée avec 2 mL de phase supérieure théorique de 

Folch mimant la composition de la phase supérieure (chloroforme/méthanol/eau 3/48/47, 

v/v/v), afin d’éliminer les molécules hydrosolubles résiduelles. Le mélange est agité au 

vortex puis centrifugé 30 minutes à 3000g à 4°C. La phase inférieure recueillie est ensuite 

évaporée à sec sous flux d’azote puis stockée à -20°C.   

I.2 Séparation des principales classes de  phospholipides : phosphatidylcholine (PC), 

phosphatidylethanolamine (PE) et phosphatidylserine (PS) (Tableau 7) 

 La séparation des différentes classes de phospholipides membranaires s’effectue sur 

cartouche de silice aminopropylée de 3 mL (Bakebond Spe amino NH2, JT Baker) (Alessandri 
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& Goustard-Langelier, 2001). Le principe de cette technique repose sur l’affinité des 

différentes classes de phospholipides pour la phase solide de la cartouche (groupement 

aminopropylés polaires greffés sur le support de silice).  

 La cartouche est préalablement rincée à l’hexane (3 mL) puis activée par 3 mL de 

Solvant I. Les lipides totaux sont déposés sur la cartouche et les différentes classes de 

phospholipides sont éluées par le passage successif de 7 solvants à polarité croissante (voir 

Tableau 7). 

 Trois classes de phospholipides sont analysées. La phosphatidylcholine (PC) est la 

classe majoritaire de phospholipides membranaires dans le système nerveux central. La 

phosphadityléthanolamine (PE) a été décrite comme la plus riche en AGPI n-3 et en 

particulier en DHA. La phosphatidylsérine (PS) est une classe de phospholipides minoritaires 

dans le cerveau, mais sa composition est fortement influencée par des perturbations telles 

que le vieillissement (Giusto et al, 2002). Ces trois fractions isolées sont ensuite évaporées à 

sec sous flux d’azote, puis conservées à -20°C. 

I.3 Préparation des esters méthyliques d’acides gras  

 L’estérification par méthylation des phospholipides permet de libérer les acides gras 

et de les transformer en composés plus volatils, les esters méthyliques d’acides gras, pour 

l’analyse en chromatographie en phase gazeuse (CPG).  

 La méthode utilisée est celle décrite par Morisson et Smith, (1964), utilisant une 

solution de triflorure de bore (BF3) complexé au méthanol prête à l’emploi (Boron 

trifluoride, Fluka Chemica, réf. 15716) comme catalyseur de la réaction. Les différentes 

classes de phospholipides sont reprises dans 500 µL de BF3 à 10 % de méthanol et incubées 

au bain Marie à 90°C pendant 20 minutes sous agitation continue. La réaction est arrêtée par 

l’ajout de 500µL d’eau froide. L’extraction des esters méthyliques est réalisée par ajout de 

500µL d’hexane. Après agitation, les échantillons sont laissés à décanter, puis la phase 

inférieure aqueuse est éliminée. La phase supérieure hexanique, contenant les esters 

méthyliques, est rincée 2 fois avec 500 µL d’eau. Afin d’éliminer toute trace d’eau, les 

échantillons sont congelés et la phase hexanique est récupérée. Les esters méthyliques ainsi 

isolés sont conservés à -20°C. 
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I.4 Chromatographie en phase gazeuse  

La détermination de la composition en acides gras des différentes classes de 

phospholipides se fait par chromatographie en phase gazeuse (CPG). Cette technique 

permet la séparation de composés à l’état gazeux en fonction de leur affinité pour une 

phase dite stationnaire. Les acides gras sont séparés en fonction de la longueur de leur 

chaîne carbonée (niveau de volatilité), leur nombre d’insaturations et la position de ces 

insaturations.  

Le mélange d’esters méthyliques conservés dans la phase hexanique est évaporé à 

sec sous flux d’azote, puis repris dans du chloroforme.  

 Le chromatographe (Carlo Erba, HRGC 5300, Thermo Separation Products, Les Ulis, 

France) est équipé d’un injecteur  « on-column » et d’un détecteur à ionisation de flamme. 

La colonne est une colonne capillaire (50 m de longueur × 0,32 mm de diamètre intérieur, CB 

Wax 52 CB, Chrompack), greffée d’une phase stationnaire (polyéthylèneglycol). Le gaz 

vecteur, qui constitue la phase mobile, est de l’hydrogène sous pression (1,2 bar). L’injecteur 

« on-column » permet d’injecter les esters méthyliques (0,5 µL) dans une pré-colonne à une 

température inférieure d’environ 10°C au point d’ébullition du solvant, permettant ainsi 

d’augmenter la résolution de séparation des acides gras (les composés peu volatils 

contaminants restent dans la pré-colonne) et d’éviter la perte des acides gras à chaîne 

courte.  

 Les esters méthyliques sont élués dans la colonne insérée dans un four dont la 

température augmente de 54 à 212 °C à raison de 3 °C/min avec un palier de 40 min à 212 

°C. En sortie de colonne, les esters méthyliques sont ensuite brûlés au niveau du détecteur à 

ionisation de flamme à 250°C. La formation d’ions entre les électrodes génère une différence 

de potentiel (ddp), proportionnelle à la masse et donc au nombre de carbone des composés 

élués. Ce courant, converti en tension par un électromètre transformateur d’impédance, est 

enregistré et traité par l’intégrateur (Nelson, SRA, Gagny, France) couplé à un ordinateur 

(Aïd et al, 2003).  
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Figure 37 : Allure général d’un chromatogramme obtenu suite au passage d’échantillon d’éthers méthyliques en CPG 
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Un chromatogramme représentant le profil d’élution des esters méthyliques est 

obtenu, ainsi que leur temps de rétention respectif (Figure 37). L’identification des acides 

gras de l’échantillon est possible par le calcul des longueurs équivalentes de chaîne (LEC), 

relation entre le logarithme décimal des temps de rétention et le nombre de carbone des 

esters méthyliques (formule de Kovats ci-dessous). 

Log (Tx-Ts) – Log (Tn-Ts) 

LEC = 2 x    ______________________    + N   

Log (Tn+2-Ts) – Log (Tn-Ts) 

 

Avec Tx = Temps de rétention de l’acide gras inconnu, encadré par deux acides gras 

saturés de référence dont la longueur de chaîne diffère de 2 atomes de carbone ; Ts = Temps 

de rétention du solvant ; Tn = Temps de rétention du premier acide gras saturés de 

référence ; Tn+2 = Temps de rétention du deuxième acide gras saturé de référence ; N = 

nombre de carbones du premier acide gras saturé de référence. 

 Les LEC calculées sont comparées aux LEC de référence établies à partir de la 

chromatographie de standards purs et d’un mélange composé d’esters méthyliques connus 

d’huile de foie de morue (HFM) et additionnés d’esters méthyliques de 8:0, 10 :0, 12 :0, 22 :0 

et 24 :0 de PE de cortex cérébral pour l’identification des diméthyl acétals (DMA) issus de la 

transestérification des plasmalogènes. La surface des pics est proportionnelle à la quantité 

de chaque acide gras élué. Les résultats sont exprimés en pourcentage des acides gras 

totaux (%AGT).  

II. Analyse semi-quantitative de marqueurs protéiques du stress et de la synapse 

glutamatergique par Western Blotting 

II.1 Préparation des échantillons 

Protocole in vivo : Les CA1 prélevés sont pesés puis placés dans du tampon 

d’extraction de protéines RIPA additionnée d’antiprotéases (10µL de RIPA+AP/mg de tissu). 

Les tissus sont ensuite broyés au potter sur glace jusqu’à homogénéisation de la suspension. 

Après 30 minutes d’incubation dans le tampon sur glace, les échantillons sont conservés à -

80°C. 
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Figure 38 : Principe général de l’analyse protéique par Western Blot 
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2- Dépôts des échantillons sur gels de 
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4- Transfert en milieu liquide des protéines sur 
une membrane en PVDF
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1- Préparation des échantillons

Lyse des cellules dans RIPA+AP, dosage de 
protéines par la méthode DC Assay, 
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Protocole in vitro sur culture primaire d’astrocytes : Les astrocytes sont cultivés en 

boîte 6 puits (surface des puits : 8,96 cm2) et sont utilisés à confluence à l’issue des 

différents traitements aux AGPI (DHA ou AA 30 µM en présence de vitamine E 30 µM) et/ou 

glucocorticoïdes (corticostérone 100 nM pendant 2 ou 6 jours). Les cellules sont rincées 3 

fois au PBS froid puis incubées à 4°C pendant 30 minutes minimum dans 100µL de tampon 

RIPA d’extraction de protéines additionné d’antiprotéase. Les cellules sont ainsi récupérées 

par grattage et conservées à -80°C. 

Les différentes étapes de l’analyse protéique par Western Blot sont résumées dans la 

Figure 38. 

II.2 Dosage des protéines par la méthode DC Assay 

Il s’agit d’un test colorimétrique basé sur la méthode de Lowry, qui a été adaptée 

pour être compatible avec les agents réducteurs et les détergents tels que le SDS présent 

dans le tampon RIPA. Le kit Biorad DC-Protein Assay est basé sur la réaction entre les 

tyrosines et tryptophanes des protéines de l’échantillon, les ions cuivre en solution et le 

réactif de Folin fourni, qui donne une coloration bleue mesurée par absorbance à 660 nm ; il 

permet de mesurer la concentration de protéines totales des échantillons.  

Sur une plaque de 96 puits, 5µL d’échantillon préalablement homogénéisés sont 

déposés en duplicat. Chaque puits est complété par 25 µL de solution A’ (solution A + 

solution S fournies par le kit), puis par 200 µL de solution B également fournie. Après une 

incubation de 15 minutes, l’absorbance est mesurée par spectrophotométrie à 660 nm. Une 

gamme étalon de Bovin Serum Albumine (BSA) allant de 0 à 2 mg/mL est dosée en parallèle. 

II.3 Migration et transfert 

Après dosage de protéines et avant d’être déposés sur gel, les échantillons sont 

dilués au ½ dans une solution tampon dénaturante SB2X (2,5 mL de Tris HCl 0,5 M/SDS 0,4 % 

pH6,8 ; 2 mL de SDS 20% ; 2 mL de glycérol ; 50 µL de bleu de bromophénol 1% ; 3 mL d’eau 

ultra pure) additionnée de DTT 4M (50 µl pour 950 µL de SB2X). Ce tampon contient du SDS, 

détergent anionique qui dénature les protéines et les charge négativement, ainsi que du 

DTT, agent réducteur qui rompt les ponts disulfure des protéines.  
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PROTEINE 
PM                 

(en kDa) 

Anticorps Primaire Anticorps Secondaire 

Dilution Fournisseur Type Dilution Fournisseur 

MCR 102 1/500 
Santa Cruz 

SC-11412 
Lapin 1/30000 

Jackson 711-

035-152 

GR 90-95 1/500 
Santa Cruz 

SC-8992 
Lapin 1/30000 

Jackson 711-

035-152 

VGLUT1 60 1/500 

Chemicon-

Millipore 

MAB5502 

Souris 1/60000 
Jackson 715-

035-150 

VGLUT2 56 1/500 

Chemicon-

Millipore 

MAB5504 

Souris 1/60000 
Jackson 715-

035-150 

ACTINE 42 1/10000 Sigma A5316 Souris 1/60000 
Jackson 715-

035-150 

GAPDH 37 1/500 
Santa Cruz 

SC-32233 
Souris 1/60000 

Jackson 715-

035-150 

 

Tableau 8 : Anticorps utilisés en Western Blot et leurs dilutions 
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Les échantillons ainsi que le marqueur de poids moléculaire (Precision Plus ProteinTM 

Standards, All Blue, Biorad) sont déposés sur un gel Tris-HCl à gradient de polyacrilamide 4-

15% (Biorad). L’électrophorèse est réalisée dans une cuve contenant du tampon de 

migration (25 mM Tris, 192 mM Glycine et 0,1% (w/v) SDS ; pH = 8,3) à ampérage constant 

de 30 mA pendant 1h à température ambiante. Cette technique permet de séparer les 

protéines en fonction de leur poids moléculaire. 

Les protéines ainsi séparées le long du gel sont transférées sur une membrane de 

PVDF (Polyvinyldene Fluoride Membrane, Immobilon-P, Millipore), préalablement 

perméabilisée par incubations successives dans de l’éthanol 100%, de l’eau ultra-pure et du 

tampon de transfert (25 mM Tris, 192 mM Glycine et 20% (v/v) éthanol ; pH = 8,3). Le gel et 

la membrane sont placés entre des papiers Whatman et Scotch-Brit dans une cassette de 

transfert immergée dans une cuve contenant du tampon de transfert. Le transfert est réalisé 

à voltage constant de 30V à 4°C pendant 2 heures.  

II.4 Hybridation et Immunodétection 

A la fin du transfert, la membrane est rincée dans du TBST (Tris 20 mM ;NaCl 0,8% ; 

pH 7,6 ; Tween 20 0,1%) puis incubée 2 heures à température ambiante sous agitation dans 

du TBST additionné de 5% de lait écrémé en poudre. Cette étape a pour but de bloquer les 

sites non spécifiques de la membrane susceptibles de fixer les anticorps. 

Les membranes sont ensuite incubées 2h à température ambiante avec l’anticorps 

primaire spécifique de la protéine d’intérêt et dilué dans du TBST-lait 5%. Après plusieurs 

rinçages successifs au TBST, les membranes sont ensuite incubées pendant 2h à température 

ambiante avec l’anticorps secondaire dilué dans du TBST-lait 5%. Les différents anticorps 

utilisés sont présentés dans le Tableau 8. Enfin, les membranes sont rincées à nouveau dans 

plusieurs bains successifs de TBST et conservées une nuit dans du TBST à 4°C avant d’être 

révélées. 

Les membranes sont révélées par chemiluminescence selon la technique ECL + 

(Enhancer Chimio-Luminescence, GE Healthcare, Amersham) : l’anticorps secondaire réagit 

avec son substrat pour donner un produit luminescent.  
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Les solutions A et B du réactif sont mélangées à température ambiante en proportion 

40:1 à l’obscurité, 5 minutes avant utilisation. Le mélange est mis au contact des membranes 

pendant 5 minutes, à température ambiante, dans l’obscurité. Les membranes sont ensuite 

observées directement grâce à la caméra Fujifilm LAS1000 en chemiluminescence (qui 

permet d’effectuer une analyse semi-quantitative directe) puis en fluorescence (qui permet 

de visualiser le marqueur de poids moléculaire).  

Les bandes d’intérêt sont quantifiées grâce au logiciel d’analyse Aida Image Analyser. 

V. Analyse statistique   

Les analyses statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel SigmaStat version 3.1. 

Tous les résultats sont représentés par leur moyenne et leur erreur standard à la moyenne 

(SEM).  

Les données ont été analysées selon une ANOVA à 2 facteurs (effet régime x stress de 

contention pour le modèle in vivo ; effet supplémentation en AGPI x traitement aux 

glucocorticoïdes pour les modèles in vitro) suivie de tests post-hoc de Bonferroni. 

La comparaison d’évènements répétés dans le modèle in vivo (croissance pondérale, 

dosage de la corticostérone plasmatique) est effectuée à l’aide d’un ANOVA à 2 facteurs sur 

mesures répétées suivi de tests post-hoc de Bonferroni. 

Pour chacun des tests, le seuil de significativité est fixé à p<0,05. 
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Partie 1 : Effet des apports en AGPI et du stress sur la composition lipidique des 

membranes cellulaires 

I. Analyse de la composition lipidique au niveau du cortex frontal de rat (étude in vivo) 

Les compositions en acides gras de la phosphatidyléthanolamine (PE), de la 

phosphatidylcholine (PC) et de la phosphatidylsérine (PS) du cortex frontal des 6 groupes 

expérimentaux ont été analysées qualitativement en termes de pourcentage d’acides gras 

totaux (%AGT) dans les Tableaux 9, 10 et 11 et quantitativement en termes de 

concentrations (µmoles/g de tissu) (Résultats en Annexe 3). Les AGPI précurseurs (moins de 

20 atomes de carbone) ne sont pas présentés dans les tableaux, leurs taux étant très faibles 

(<0.1% des AGT).   

Pour chaque acide gras dans les différentes classes de phospholipides, les résultats 

ont été analysés par ANOVA 2 (régime x stress), suivie de tests post-hoc de Bonferroni. Dans 

la suite de l’exposé, seuls les résultats sur les %AGT seront décrits d’un point de vue 

statistique. D’une manière générale, les données quantitatives (exprimées en µmoles/g de 

tissus) varient de façon similaire aux résultats qualitatifs exprimés en %AGT. Cependant, 

dans certains cas où la modulation qualitative, bien que significative, n’est pas suffisante 

pour induire une modulation quantitative significative, les résultats quantitatifs seront 

précisés. 

I.1. Caractérisation générale des différentes classes de phospholipides 

Dans le cortex frontal, chez les rats équilibrés non stressés, la concentration en PC est 

de 22,7 ± 3,2 µmoles/g de tissu. Cette classe de phospholipides est majoritaire dans les 

membranes cérébrales, puisqu’elle représente à elle seule près de 44 % des phospholipides 

étudiés. Les concentrations en PE et PS sont respectivement de 13,6 ± 0,9 µmoles/g de tissu 

et de 15,4 ± 1,2 µmoles/g de tissu, ce qui représente 27 % et 30 % des phospholipides 

étudiés.  

D’un point de vue qualitatif, la PC constitue la classe de phospholipides la plus riche 

en acides gras saturés (AGS) et monoinsaturés (AGMI), qui représentent respectivement 59% 

et 28% des AGT. Elle est relativement pauvre en acides gras polyinsaturés (AGPI) qui ne 

représentent, toutes séries confondues, que 13% des AGT. A l’inverse, la PE, qui ne contient 



 168 

que 23% et 13 % d’AGS et d’AGMI, constitue la classe la plus riche en AGPI (45% des AGT). 

Ainsi les AGPI n-6, principalement représentés par l’AA, et les AGPI n-3, principalement 

représentés par le DHA, représentent respectivement près de 18 % et 26 % des AGT. La PS, 

quant à elle, possède une composition intermédiaire entre celle de la PC et de la PE, avec 

près de 43% d’AGS, 20% d’AGMI, 10% d’AGPI n-6 et 26% d’AGPI n-3.  

I.2. Impact du régime alimentaire 

Le régime alimentaire a un effet globalement significatif sur la proportion en AGPI n-

6 (en particulier AA et DPA n-6) et sur la proportion en AGPI n-3 (en particulier DHA) dans 

toutes les classes de phospholipides, ce qui a des répercussions sur le ratio AGPI n-6/AGPI n-

3. 

a- Impact d’une déficience en AGPI n-3 : La déficience en AGPI n-3 est caractérisée 

par une diminution significative d’environ 50% de la proportion en AGPI n-3 dans toutes les 

classes de phospholipides (p<0,001). Cette variation de la composition en AGPI n-3 totaux 

est due à une diminution significative (p<0,001) de 49% dans la PE, 51% dans la PC et 63 % 

dans la PS de la proportion en DHA des membranes, sans modification de la composition en 

EPA. La diminution des AGPI n-3 totaux est associée à une augmentation de la proportion 

d’AGPI n-6, de 62% dans la PE, 29% dans la PC et 89% dans la PS (p<0,001). En effet, si la 

composition en AA des membranes est inchangée, on observe l’apparition d’une importante 

proportion de DPA n-6 (p<0,001) dans toutes les classes de phospholipides, compensant la 

diminution en DHA. Ces variations conduisent à une augmentation du ratio AGPI n-6/AGPI n-

3 (p<0,001) de 221% dans la PE, 159 % dans la PC et 389% dans la PS. 

La déficience en AGPI n-3 ne modifie pas la composition en AGS, en AGMI et en DMA 

de la PE et de la PC. Au niveau de la PS, elle induit une augmentation globale de 13% de la 

proportion en AGS (p=0,008) et de 14% de la proportion d’AGMI (p=0,027), sans 

modification de la proportion en DMA. La déficience en AGPI n-3 induit également une 

augmentation de la proportion en AGPI n-9 de 25% au niveau de la PS (p=0,035) et de 57% 

au niveau de la PE (p=0,002).  

Ces variations qualitatives de la composition lipidique cérébrale par la déficience 

alimentaire en AGPI n-3 sont retrouvées également quantitativement. 
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Déf Eq Enr Effet global 

NS S NS S NS S du stress 

Σ AGS 22,3 ± 0,2 22,1 ± 0,4 22,4 ± 0,4 24,0 ± 1,3 21,8 ± 0,2 21,2 ± 0,2 ns 

Σ AGMI 13,3 ± 0,3 13,4 ± 0,3 12,7 ± 0,6 14,0 ± 0,9 14,0 ± 0,2 15,6 ± 0,3* 
F(1,35)=6,19  

p=0,08 

20:4 n-6 13,6 ± 0,2
a
 13,9 ± 0,3 12,6 ± 0,2

a
 12,0 ± 0,5 10,7 ± 0,2

b
 10,2 ± 0,2 ns 

22:5 n-6 10,1 ± 0,2
a
 9,9 ± 0,2 0,5 ± 0,03

b
 0,4 ± 0,03 0,2 ± 0,01

b
 0,2 ± 0,01 ns 

Σ AGPI n-6 29,6 ± 0,3
a
 29,9 ± 0,5 18,3 ± 0,2

b
 17,5 ± 0,7 14,9 ± 0,2

c
 14,6 ± 0,3 ns 

20:5 n-3 0,06 ± 0,01 0,1 ± 0,06 0,1 ± 0,05 0,2 ± 0,1 0,15 ± 0,03 0,1 ± 0,02 ns 

22:6 n-3 12,9 ± 0,4
a
 12,7 ± 0,3 25,1 ± 0,7

b
 24,1 ± 0,4* 27,3 ± 0,2

b
 25,6 ± 0,5* 

F(1,35)=5,07  
p=0,031 

Σ AGPI n-3 13,2 ± 0,4
a
 13,1 ± 0,3 26,4 ± 1

b
 23,0 ± 1,7* 28,1 ± 0,2

b
 26,3 ± 0,5* 

F(1,35)=5,28  
p=0,028 

Σ AGPI n-9 0,1 ± 0,01
a
 0,1 ± 0,01 0,07 ± 0,01

b
 0,08 ± 0,01 0,07 ± 0,01

b
 0,07 ± 0,01 ns 

Σ DMA 21,4 ± 0,2 21,3 ± 0,3 20,1 ± 0,6 21,5 ± 0,4 21,1 ± 0,2 22,2 ± 0,3 ns 

AGPI n-6/ 
AGPI n-3 

2,2 ± 0,07
a
 2,3 ± 0,07 0,7 ± 0,03

b
 0,8 ± 0,04 0,5 ± 0,01

c
 0,6 ± 0,01 ns 

 

Tableau 9 : Teneurs en acides gras principaux de la phosphatidyléthanolamine (PE) du 

cortex frontal de rat 

Σ AGS : somme des acides gras saturés ; Σ AGMI : somme des acides gras monoinsaturés ; Σ AGPI : 
somme des acides gras polyinsaturés ; Σ DMA : somme des diméthylacétals ; Déf : Déficients en AGPI 
n-3 ; Eq : Equilibrés ; Enr : Enrichis en AGPI-LC n-3 ; NS : Non Stressés ; S : Stressés 

La composition lipidique corticale a été analysée sur des échantillons de cortex frontal, prélevés sur 
des rats recevant différents apports alimentaires en AGPI n-3 (déficient en AGPI n-3, équilibré, 
enrichi en AGPI-LC n-3) et soumis ou non à un stress chronique de contention. Les valeurs (Moyenne 
± SEM ; n=7 par groupe) sont exprimées en pourcentage d’acides gras totaux (%AGT).  

Les résultats ont été analysés pour chaque AGPI par une ANOVA 2 facteurs (régime*stress), suivie de 
tests post-hoc de Bonferroni. a, b, c : pour chaque type d’AG, effet significatif du régime alimentaire 
chez les rats NS (p<0,05) ; * : pour chaque type d’AG, effet significatif du stress par rapport à groupe 
NS du même lot alimentaire (p<0,05) 
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Déf Eq Enr Effet global 

NS S NS S NS S du stress 

Σ AGS 
58,9 ± 0,3 58,9 ± 0,3 58,6 ± 0,4 59,0 ± 0,4 58,6 ± 0,2 58,4 ± 0,2 

ns 

Σ AGMI 
27,7 ± 0,4 28,7 ± 0,2* 27,6 ± 0,4 28,3 ± 0,4 28,2 ± 0,2 29,0 ± 0,3 F(1,36)=9,52  

p=0,004 

20:4 n-6 
6,4 ± 0,1

a 
6,5 ± 0,08

 
6,4 ± 0,07

a 
6,03 ± 0,1

 
5,4 ± 0,2

b 
5,1 ± 0,05

 

ns 

22:5 n-6 
2,3 ± 0,06

a 
2,2 ± 0,07

 
0,1 ± 0,01

b 
0,1 ± 0,01

 
0,05 ± 0,01

b 
0,08 ± 0,02

 

ns 

Σ AGPI n-6 
10,3 ± 0,2

a 
10,3 ± 0,1

 
8,0 ± 0,1

b 
7,7 ± 0,2

 
6,9 ± 0,2

c 
6,7 ± 0,04

 

ns 

20:5 n-3 
0,02 ± 0,01

a 
0 ± 0 0,01 ± 0,01

a 
0,01 ± 0,01 0,05 ± 0,01

b 
0,05 ± 0,01 

ns 

22:6 n-3 
2,4 ± 0,09

a 
2,3 ± 0,05

 
5,0 ± 0,2

b 
4,4 ± 0,2*

 
5,6 ± 0,2

c 
5,2 ± 0,09

 F(1,36)=9,53  
p=0,004 

Σ AGPI n-3 
2,6 ± 0,1

a 
2,4 ± 0,05

 
5,2 ± 0,2

b 
4,6 ± 0,2*

 
5,9 ± 0,2

c 
5,5 ± 0,1

 F(1,36)=12,2  
p=0,001 

Σ AGPI n-9 
0,05 ± 0,01 0,04 ± 0,01 0,06 ± 0,01 0,05 ± 0,01 0,06 ± 0,01 0,04 ± 0,01 

ns 

Σ DMA 
0,5 ± 0,03 0,5 ± 0,03 0,5 ± 0,05 0,4 ± 0,01 0,4 ± 0,04 0,5 ± 0,02 

ns 

AGPI n-6/ 
AGPI n-3 

4,0 ± 0,1
a 

4,3 ± 0,1*
 

1,5 ± 0,04
b 

1,7 ± 0,07
 

1,2 ± 0,03
c 

1,2 ± 0,02
 

ns 

 

Tableau 10 : Teneurs en acides gras principaux de la phosphatidylcholine (PC) du cortex 

frontal de rat 

Σ AGS : somme des acides gras saturés ; Σ AGMI : somme des acides gras monoinsaturés ; Σ AGPI : 
somme des acides gras polyinsaturés ; Σ DMA : somme des diméthylacétals ; Déf : Déficients en AGPI 
n-3 ; Eq : Equilibrés ; Enr : Enrichis en AGPI-LC n-3 ; NS : Non Stressés ; S : Stressés 

La composition lipidique corticale a été analysée sur des échantillons de cortex frontal, prélevés sur 
des rats recevant différents apports alimentaires en AGPI n-3 (déficient en AGPI n-3, équilibré, 
enrichi en AGPI-LC n-3) et soumis ou non à un stress chronique de contention. Les valeurs (Moyenne 
± SEM ; n=7 par groupe) sont exprimées en pourcentage d’acides gras totaux (%AGT).  

Les résultats ont été analysés pour chaque AGPI par une ANOVA 2 facteurs (régime*stress), suivie de 
tests post-hoc de Bonferroni. a, b, c : pour chaque type d’AG, effet significatif du régime alimentaire 
chez les rats NS (p<0,05) ; * : pour chaque type d’AG, effet significatif du stress par rapport à groupe 
NS du même lot alimentaire (p<0,05) 
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Déf Eq Enr Effet global 

NS S NS S NS S du stress 

Σ AGS 
47,7 ± 1,7 49,2 ± 2 42,9 ± 2,1 42,5 ± 1,2 46,5 ± 1,6 45,0 ± 1,1 

ns 

Σ AGMI 
22,9 ± 0,6

a 
24,0 ± 0,5

 
20,0 ± 1,1

b 
20,8 ± 0,8

 
22,6 ± 0,4

a 
24,6 ± 0,9

 F(1,34)=5,71

p=0,023 

20:4 n-6 
4,6 ± 0,3

ab 
4,3 ± 0,35

 
5,2 ± 0,3

a 
5,2 ± 0,2

 
4,1 ± 0,2

b 
4,3 ± 0,1

 

ns 

22:5 n-6 
10,2 ± 0,6

a 
8,8 ± 0,5

 
0,8 ± 0,06

b 
0,8 ± 0,06

 
0,3 ± 0,05

b 
0,4 ± 0,04

 

ns 

Σ AGPI n-6 
18,0 ± 0,9

a 
16,1 ± 1

 
9,5 ± 0,6

b 
9,6 ± 0,4

 
7,1 ± 0,3

b 
7,5 ± 0,2

 

ns 

20:5 n-3 
0,2 ± 0,03 0,2 ± 0,03 0,2 ± 0,06 0,3 ± 0,07 0,3 ± 0,06 0,3 ± 0,1 

ns 

22:6 n-3 
9,4 ± 0,8

a 
8,4 ± 0,8

 
25,4 ± 2,3

b 
25,0 ± 1,4

 
21,6 ± 1,2

b 
20,8 ± 1,5

 F(1,34)=9,53  
p=0,004 

Σ AGPI n-3 
9,9 ± 0,8

a 
8,9 ± 0,8

 
25,9 ± 2,2

b 
25,6 ± 1,4

 
22,2 ± 1,2

b 
21,4 ± 1,5

 F(1,34)=12,2  
p=0,001 

Σ AGPI n-9 
0,1 ± 0,01 0,12 ± 0,02 0,08 ± 0,01 0,08 ± 0,01 0,08 ± 0,01 0,07 ± 0,01 

ns 

Σ DMA 
1,4 ± 0,04 1,7 ± 0,1 1,6 ± 0,2 1,3 ± 0,06 1,4 ± 0,05 1,5 ± 0,09 

ns 

AGPI n-6/ 
AGPI n-3 

1,9 ± 0,07
a 

1,8 ± 0,07
 

0,4 ± 0,02
b 

0,4 ± 0,01
 

0,3 ± 0,01
b 

0,4 ± 0,02
 

ns 

 

Tableau 11 : Teneurs en acides gras principaux de la phosphatidylsérine (PS) du cortex 

frontal de rat 

Σ AGS : somme des acides gras saturés ; Σ AGMI : somme des acides gras monoinsaturés ; Σ AGPI : 
somme des acides gras polyinsaturés ; Σ DMA : somme des diméthylacétals ; Déf : Déficients en AGPI 
n-3 ; Eq : Equilibrés ; Enr : Enrichis en AGPI-LC n-3 ; NS : Non Stressés ; S : Stressés 

La composition lipidique corticale a été analysée sur des échantillons de cortex frontal, prélevés sur 
des rats recevant différents apports alimentaires en AGPI n-3 (déficient en AGPI n-3, équilibré, 
enrichi en AGPI-LC n-3) et soumis ou non à un stress chronique de contention. Les valeurs (Moyenne 
± SEM ; n=7 par groupe) sont exprimées en pourcentage d’acides gras totaux (%AGT).  

Les résultats ont été analysés pour chaque AGPI par une ANOVA 2 facteurs (régime*stress), suivie de 
tests post-hoc de Bonferroni. a, b, c : pour chaque type d’AG, effet significatif du régime alimentaire 
chez les rats NS (p<0,05) ; * : pour chaque type d’AG, effet significatif du stress par rapport à groupe 
NS du même lot alimentaire (p<0,05) 
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b- Impact d’un enrichissement en AGPI-LC n-3 : A l’inverse de la déficience en AGPI n-

3, l’enrichissement en AGPI-LC n-3 est caractérisé par une augmentation globale de la 

proportion en AGPI n-3 totaux, de 12% dans la PE (p=0,005) et de 16 % dans la PC (p<0,001). 

Cette variation est due à une augmentation globale de la proportion en DHA de 8% dans la 

PE (p=0,011) et de 15% dans la PC (p<0,001), à laquelle s’ajoute une multiplication par 5 de 

la proportion en EPA uniquement dans la PC (p=0,013). Il est cependant important de noter 

que l’EPA est très minoritaire dans les phospholipides membranaires. Bien que riche en AGPI 

n-3, la PS est, quant à elle, inchangée au niveau de sa proportion en AGPI n-3.  

L’enrichissement en AGPI-LC n-3 induit également une diminution de la proportion 

en AGPI n-6 totaux de 19% dans la PE (p<0,001), de 13% dans la PC (p<0,001) et de 25% dans 

la PS (p=0,051). Cette variation est due principalement à une diminution de la proportion en 

AA de 15% dans la PE et dans la PC (p<0,001) et de 20% dans la PS (p=0,033). 

Ces modifications du contenu membranaire en AGPI n-3 et en AGPI n-6 induisent une 

diminution de 24% dans la PE (p=0,024) et de 23% dans la PC (p=0,007) du ratio AGPI n-

6/AGPI n-3. La composition lipidique en AGPI n-6 et AGPI n-3 de la PS étant moins affectée 

que celle de la PE et de la PC par l’enrichissement en AGPI-LC n-3, son ratio AGPI n-6/AGPI n-

3 est inchangé.  

L’enrichissement en AGPI-LC n-3 ne modifie pas la composition en AGS, AGMI, en 

AGPI n-9 et en DMA de la PE et de la PC. Au niveau de la PS, on observe une augmentation 

de 13% de la proportion en AGMI (p=0,044). 

Contrairement à l’impact de la déficience, les effets de l’enrichissement du régime 

alimentaire en AGPI-LC n-3 sur la composition lipidique sont uniquement qualitatifs et ne 

sont pas suffisants pour être retrouvés quantitativement. 

I.3. Impact du stress de contention 

Au niveau de la PE et de la PC, le protocole de stress de contention a un effet global 

sur la proportion en AGPI n-3 et plus particulièrement sur la proportion en DHA. Chez les rats 

équilibrés et enrichis en AGPI-LC n-3, le stress de contention induit ainsi une diminution de 

6% de la proportion en AGPI n-3 totaux dans la PE (p<0,05) et de respectivement 12% 

(p=0,003) et 7% (p=0,059) dans la PC, principalement due à une diminution du taux de DHA, 

sans modification significative du ratio AGPI n-6/AGPI n-3. 
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Impact du régime chez les non 

stressés 
Impact du protocole de stress 

Impact de la 

déficience en 

AGPI n-3  

Impact de 

l'enrichissement 

en AGPI-LC n-3 

Chez les 

équilibrés 

Chez les 

déficients 

en AGPI n-

3 

Chez les 

enrichis en 

AGPI-LC n-3 

Σ AGS _ _ _ _ _ 

Σ AGMI _ _ _ _ _ 

20:4 n-6 _ ↓ 15% _ _ _ 

22:5 n-6 ↑ 2020% _ _ _ _ 

Σ AGPI n-6 ↑ 62% ↓ 19% _ _ _ 

20:5 n-3 _ _ _ _ _ 

22:6 n-3 ↓ 49% ↑ 8% ↓ 4% _ _ 

Σ AGPI n-3 ↓ 50% ↑ 12% ↓ 13% _ _ 

Σ AGPI n-9 ↑ 57% _ _ _ _ 

Σ DMA _ _ _ _ _ 

AGPI n-6/ 

AGPI n-3 
↑ 221% ↓ 24% _ _ _ 

 

Tableau 12 : Tableau récapitulatif des effets du régime alimentaire et du stress sur la 

composition lipidique des membranes cérébrales : exemple de la PE 

Σ AGS : somme des acides gras saturés ; Σ AGMI : somme des acides gras monoinsaturés ; Σ AGPI : 

somme des acides gras polyinsaturés ; Σ DMA : somme des diméthylacétals. 
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Chez les animaux déficients en AGPI n-3, la baisse du DHA membranaire induite par la 

déficience n’est pas accentuée par le protocole de stress. Cependant, on observe une 

augmentation de 8% du ratio AGPI n-6/AGPI n-3 (p=0,005) dans la PC uniquement.  

La composition en AGS, en AGPI n-6 et en AGPI n-9 et en DMA des membranes 

cérébrales du cortex frontal n’est pas modifiée par le protocole de stress de contention. Par 

contre, on observe une augmentation globalement significative de la proportion en AGMI 

dans les phospholipides membranaires, notamment dans la PE des animaux enrichis en 

AGPI-LC n-3 (+11% ; p=0,03) et dans la PC des animaux déficients en AGPI n-3 (+14% ; 

p=0,041). Cependant, ces variations sont relativement réduites et ne se retrouvent pas d’un 

point de vue quantitatif. 

En résumé, comparativement au régime équilibré, la déficience en AGPI n-3 est 

caractérisée par une diminution du DHA dans les phospholipides membranaires, compensée 

par une augmentation en DPA n-6. Ces modulations sont accompagnées d’une diminution 

significative de l’activité de la cPLA2. A l’inverse, l’enrichissement en AGPI-LC n-3 est 

caractérisé par une diminution de l’AA associée à une légère augmentation du DHA. Chez les 

animaux équilibrés uniquement, le protocole de stress réduit de manière significative la 

proportion en AGPI n-3 et plus particulièrement en DHA (Tableau 12). 

II. Etude de la composition lipidique des membranes cellulaires sur des modèles de culture 

in vitro 

II.1. Culture primaire d’astrocytes de rats 

La composition en acides gras, exprimée en % AGT des différentes classes de 

phospholipides (PE, PC et PS) des membranes astrocytaires est résumée dans les Tableaux 

13, 14 et 15.  

Toutes les cellules ont été cultivées en présence de Vitamine E (30µM), utilisée 

comme antioxydant. Cet ajout de Vitamine E dans le milieu de culture n’influence pas la 

composition lipidique des membranes astrocytaires, comme il a pu être montré au 

laboratoire lors d’études précédentes par comparaison avec des cellules sans aucun 

enrichissement. 
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Vit E Vit E + DHA Vit E + AA Effet global  

NS S NS S NS S 
de la C100nM 

Σ AGS 
22,3 ± 2 20,6 ± 2,5 20,6 ± 1,4 19,6 ± 0,4 21,1 ± 0,8 21,5 ± 0,6 

ns 

Σ AGMI 
14,7 ± 0,06

a 
13,6 ± 0,5

 
9,5 ± 0,9

b 
8,1 ± 0,7

 
9,1 ± 0,1

b 
8,1 ± 0,6

 

ns 

20:4 n-6 
23,3 ± 1,2

a 
25,4 ± 1,4

 
8,8 ± 0,5

b 
9,5 ± 0,2

 
30,8 ± 0,5

c 
30,1 ± 0,7

 

ns 

22:5 n-6 
0,8 ± 0,05

a 
0,9 ± 0,06

 
0,03 ± 0,01

b 
0,01 ± 0,0

 
2,4 ± 0,04

c 
2,6 ± 0,07

 F(1,18)=3,9  

p=0,064 

Σ AGPI n-6 
27,0 ± 1,3

a 
29,0 ± 1,5

 
9,6 ± 0,6

b 
10,2 ± 0,3

 
40,5 ± 0,5

c 
39,7 ± 0,7

 

ns 

20:5 n-3 
0,2 ± 0,07

a 
0 ± 0

 
5,9 ± 0,3

b 
5,0 ± 0,4*

 
0,01 ± 0,01

a 
0 ± 0

 F(1,18)=4,99  

p=0,038 

22:6 n-3 
14,1 ± 0,8

a 
14,7 ± 0,7

 
32,9 ± 1,9

b 
36,3 ± 1,5

 
11,3 ± 0,2

a 
11,1 ± 0,3

 

ns 

Σ AGPI n-3 
16,1 ± 0,8

a 
16,0 ± 0,8

 
42,0 ± 1,6

b 
43,7 ± 1

 
12,1 ± 0,2

c 
11,7 ± 0,3

 

ns 

Σ AGPI n-9 
1,6 ± 0,1

a 
1,6 ± 0,2

 
0,1 ± 0,01

b 
0,1 ± 0,01

 
0,1 ± 0,01

b 
0,1 ± 0,01

 

ns 

Σ DMA 
18,3 ± 0,05

 
19,1 ± 0,8

 
18,1 ± 0,3

 
18,2 ± 0,1

 
17,1 ± 0,3

 
17,9 ± 0,6

 

ns 

AGPI n-6/ 
AGPI n-3 

1,7 ± 0,07
a 

1,8 ± 0,1
 

0,2 ± 0,02
b 

0,2 ± 0,01
 

3,3 ± 0,04
c 

3,4 ± 0,06
 

ns 

 

Tableau 13 : Teneurs en acides gras principaux de la phosphatidyléthanolamine (PE) des 

membranes cérébrales d’astrocytes en culture 

Σ AGS : somme des acides gras saturés ; Σ AGMI : somme des acides gras monoinsaturés ; Σ AGPI : 
somme des acides gras polyinsaturés ; Σ DMA : somme des diméthylacétals ; Vit E : Vitamine E 30 
µM ; DHA : Vitamine E 30 µM + DHA 30µM ; AA : Vitamine E 30 µM + AA 30µM ; NS : Sans traitement 
à la corticostérone ; S : Corticostérone 100nM pendant 6 jours 

Les astrocytes ont été supplémentés en Vitamine E 30µM seule ou avec du DHA 30µM ou avec de 
l’AA 30 µM pendant toute la durée de la culture. Pendant les 6 derniers jours, les astrocytes ont été 
incubés avec de la corticostérone à 100 nM en milieu partiellement déplété en sérum (1% SVF). Les 
valeurs (Moyenne ± SEM ; n=7 par groupe) sont exprimées en pourcentage d’acides gras totaux 
(%AGT).  

Les résultats ont été analysés pour chaque AGPI par une ANOVA 2 facteurs (AGPI*traitement à la 
corticostérone), suivie de tests post-hoc de Bonferroni. a, b, c : pour chaque type d’AG, effet 
significatif des AGPI sur les astrocytes en absence de corticostérone (p<0,05) ; * : pour chaque type 
d’AG, effet significatif de la corticostérone par rapport au témoin sans corticostérone revevant la 
même supplémentation en AGPI (p<0,05) 
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Vit E Vit E + DHA Vit E + AA Effet global  

NS S NS de la 
C100nM 

NS S 
de la C100nM 

Σ AGS 
58,0 ± 1,1 57,7 ± 1,1 62,2 ± 1,9 63,4 ± 2,5 59,0 ± 1,5 58,6 ± 1,5 

ns 

Σ AGMI 
27,0 ± 0,6

a 
25,3 ± 0,6

 
19,0 ± 2,2

b 
17,0 ± 2,6

 
16,5 ± 0,8

b 
15,4 ± 0,6

 

ns 

20:4 n-6 
7,9 ± 0,7

a 
9,1 ± 0,2

 
3,5 ± 0,1

b 
3,4 ± 0,03

 
16,4 ± 1,1

c 
17,7 ± 0,9

 

ns 

22:5 n-6 
0,2 ± 0,04

a 
0,3 ± 0,02

 
0 ± 0

b 
0,03 ± 0,02

 
0,7 ± 0,1

c 
0,9 ± 0,1*

 F(1,18)=6,26  

p=0,022 

Σ AGPI n-6 
9,8 ± 0,9

a 
10,8 ± 0,2

 
4,7 ± 0,1

b 
4,8 ± 0,1

 
20,4 ± 0,9

c 
21,6 ± 0,5

 

ns 

20:5 n-3 
0,2 ± 0,05

a 
0,2 ± 0,04

 
2,2 ± 0,2

b 
3,0 ± 0,4

 
0,06 ± 0,04

a 
0,02 ± 0,01

 

ns 

22:6 n-3 
2,4 ± 0,2

a 
3,0 ± 0,1

 
8,6 ± 0,8

b 
9,3 ± 0,8

 
2,3 ± 0,2

a 
2,5 ± 0,3

 

ns 

Σ AGPI n-3 
3,2 ± 0,3

a 
4,0 ± 0,2

 
12,8 ± 1

b 
13,6 ± 1

 
2,9 ± 0,3

a 
2,9 ± 0,3

 

ns 

Σ AGPI n-9 
0,7 ± 0,1

a 
0,8 ± 0,01

 
0,04 ± 0,0

b 
0,06 ± 0,01

 
0,04 ± 0,0

b 
0,08 ± 0,02

 

ns 

Σ DMA 
1,3 ± 0,1 1,4 ± 0,1 1,2 ± 0,05 1,2 ± 0,1 1,2 ± 0,05 1,4 ± 0,08 

ns 

AGPI n-6/ 
AGPI n-3 

3,0 ± 0,2
a 

2,7 ± 0,1
 

0,4 ± 0,02
b 

0,4 ± 0,03
 

7,4 ± 1
c 

7,5 ± 0,7
 

ns 

 

Tableau 14 : Teneurs en acides gras principaux de la phosphatidylcholine (PC) des 

membranes cérébrales d’astrocytes en culture 

Σ AGS : somme des acides gras saturés ; Σ AGMI : somme des acides gras monoinsaturés ; Σ AGPI : 
somme des acides gras polyinsaturés ; Σ DMA : somme des diméthylacétals ; Vit E : Vitamine E 30 
µM ; DHA : Vitamine E 30 µM + DHA 30µM ; AA : Vitamine E 30 µM + AA 30µM ; NS : Sans traitement 
à la corticostérone ; S : Corticostérone 100nM pendant 6 jours 

Les astrocytes ont été supplémentés en Vitamine E 30µM seule ou avec du DHA 30µM ou avec de 
l’AA 30 µM pendant toute la durée de la culture. Pendant les 6 derniers jours, les astrocytes ont été 
incubés avec de la corticostérone à 100 nM en milieu partiellement déplété en sérum (1% SVF). Les 
valeurs (Moyenne ± SEM ; n=7 par groupe) sont exprimées en pourcentage d’acides gras totaux 
(%AGT).  

Les résultats ont été analysés pour chaque AGPI par une ANOVA 2 facteurs (AGPI*traitement à la 
corticostérone), suivie de tests post-hoc de Bonferroni. a, b, c : pour chaque type d’AG, effet 
significatif des AGPI sur les astrocytes en absence de corticostérone (p<0,05) ; * : pour chaque type 
d’AG, effet significatif de la corticostérone par rapport au témoin sans corticostérone revevant la 
même supplémentation en AGPI (p<0,05) 
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Vit E Vit E + DHA Vit E + AA Effet global 

NS S NS S NS S 
de la C100nM 

Σ AGS 
41,4 ± 1,5 40,5 ± 0,7 46,0 ± 3,6 46,9 ± 3,5 43,0 ± 3,1 40,3 ± 1,2 

ns 

Σ AGMI 
28,5 ± 1,1

a
 28,7 ± 0,7

 
20,1 ± 1,5

b 
21,2 ± 2,5

 
22,3 ± 0,3

b 
22,9 ± 1,1

 

ns 

20:4 n-6 
6,0 ± 0,3

a 
5,4 ± 0,1

 
2,1 ± 0,2

b 
2,2 ± 0,3

 
9,3 ± 0,8

c 
9,7 ± 0,6

 

ns 

22:5 n-6 
1,7 ± 0,2

a 
2,0 ± 0,1

 
0,2 ± 0,04

b 
0,2 ± 0,02

 
6,0 ± 0,8

c 
7,8 ± 0,2*

 F(1,16)=7,92  

p=0,012 

Σ AGPI n-6 
10,8 ± 0,4

a 
10,6 ± 0,2

 
4,1 ± 0,4

b 
4,5 ± 0,9

 
22,8 ± 2,2

c 
24,2 ± 1,7

 

ns 

20:5 n-3 
0,7 ± 0,2

a 
1,0 ± 0,07

 
1,2 ± 0,2

b 
0,9 ± 0,1

 
0,3 ± 0,2

a 
0,4 ± 0,02

 

ns 

22:6 n-3 
13,9 ± 1,2

a 
14,9 ± 0,9

 
23,3 ± 3,3

b 
22,6 ± 2,6

 
7,9 ± 0,9

a 
9,4 ± 0,5

 

ns 

Σ AGPI n-3 
15,9 ± 1,4

a 
16,7 ± 0,9

 
26,8 ± 3,4

b 
25,1 ± 3

 
9,1 ± 1

a 
10,6 ± 0,4

 

ns 

Σ AGPI n-9 
0,7 ± 0,1

a 
0,8 ± 0,05

 
0,2 ± 0,1

b 
0,04 ± 0,01

 
0,1 ± 0,0

b 
0,1 ± 0,06

 

ns 

Σ DMA 
2,7 ± 0,2

 
2,5 ± 0,3

 
2,9 ± 0,3

 
2,3 ± 0,2

 
2,7 ± 0,4

 
2,3 ± 0,1

 

ns 

AGPI n-6/ 
AGPI n-3 

0,7 ± 0,06
a 

0,6 ± 0,03
 

0,2 ± 0,02
b 

0,2 ± 0,05
 

2,5 ± 0,07
c 

2,3 ± 0,08
 

ns 

 

Tableau 15 : Teneurs en acides gras principaux de la phosphatidylsérine (PS) des 

membranes cérébrales d’astrocytes en culture 

Σ AGS : somme des acides gras saturés ; Σ AGMI : somme des acides gras monoinsaturés ; Σ AGPI : 
somme des acides gras polyinsaturés ; Σ DMA : somme des diméthylacétals ; Vit E : Vitamine E 30 
µM ; DHA : Vitamine E 30 µM + DHA 30µM ; AA : Vitamine E 30 µM + AA 30µM ; NS : Sans traitement 
à la corticostérone ; S : Corticostérone 100nM pendant 6 jours 

Les astrocytes ont été supplémentés en Vitamine E 30µM seule ou avec du DHA 30µM ou avec de 
l’AA 30 µM pendant toute la durée de la culture. Pendant les 6 derniers jours, les astrocytes ont été 
incubés avec de la corticostérone à 100 nM en milieu partiellement déplété en sérum (1% SVF). Les 
valeurs (Moyenne ± SEM ; n=7 par groupe) sont exprimées en pourcentage d’acides gras totaux 
(%AGT).  

Les résultats ont été analysés pour chaque AGPI par une ANOVA 2 facteurs (AGPI*traitement à la 
corticostérone), suivie de tests post-hoc de Bonferroni. a, b, c : pour chaque type d’AG, effet 
significatif des AGPI sur les astrocytes en absence de corticostérone (p<0,05) ; * : pour chaque type 
d’AG, effet significatif de la corticostérone par rapport au témoin sans corticostérone revevant la 
même supplémentation en AGPI (p<0,05) 
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II.1.1 Caractérisation des cellules témoins (Vitamine E) 

Comparativement à des cellules cérébrales prélevées in vivo chez le rat, les cellules 

témoins de notre modèle de culture astrocytaire sont caractérisées par une proportion 

importante d’AGPI n-9 et d’AGMI, qui représentent respectivement 15% et 1,6% des AGT de 

la PE, 27% et 0,7% des AGT de la PC et de la PS. Ce phénomène est caractéristique d’un 

déficit en AGPI, et plus particulièrement en AGPI n-3 avec un taux de  DHA qui ne représente 

que 14% des AGT dans la PE et la PS et seulement 2,3 % dans la PC. 

II.1.2 Impact des apports en AGPI sur la composition lipidique des membranes 

astrocytaires 

Les compositions des membranes astrocytaires en AGS et en DMA ne sont pas 

modifiées lors de l’enrichissement du milieu de culture avec de l’AA ou du DHA. Dans toutes 

les classes de phospholipides, la supplémentation du milieu de culture en AGPI (AA ou DHA) 

module globalement la composition des membranes astrocytaires en AGPI n-6 (en 

particulier AA et DPA n-6) et en AGPI n-3 (en particulier EPA et DHA), ce qui a des 

répercussions sur le ratio AGPI n-6/AGPI n-3. On observe également une diminution globale 

de la proportion an AGMI et en AGPI n-9. 

a- Impact d’un enrichissement du milieu en AA : L’enrichissement du milieu de 

culture avec de l’AA 30µM induit une augmentation de la proportion d’AGPI n-6 dans toutes 

les classes de phospholipides (p<0,001). Celle-ci est augmentée de 50% dans la PE et doublée 

dans la PC et la PS. Cette augmentation de la proportion en AGPI n-6 est due à une 

augmentation des proportions d’AA et de DPA n-6 qui sont doublées voire triplées selon  les 

classes de phospholipides (p<0,001).  

En parallèle, on observe une diminution en AGPI n-3 totaux de 25% dans la PE 

(p<0,001), sans modification de la proportion en EPA ou en DHA. Cette variation n’est pas 

retrouvée au niveau de la PC ou de la PS.  

Ces modifications de la composition en AGPI n-3 et AGPI n-6 induisent un 

doublement du ratio des proportions en AGPI n-6/AGPI n-3 dans toutes les classes de 

phospholipides (p<0,001). 

L’enrichissement du milieu de culture avec de l’AA 30µM induit une diminution du 

taux d’AGMI de 38% dans la PE et la PC (p<0,001) et de 22% dans la PS (p=0,033), par 
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rapport aux cellules témoins. Cette diminution des AGMI est accompagnée d’une chute de 

95% de la proportion en AGPI n-9 dans les trois classes de phospholipides (p<0,001). Ces 

modulations de la composition en AGMI et en AGPI n-9 découlent de l’enrichissement des 

membranes astrocytaires en  AGPI n-6 par rapport aux cellules témoins.  

b- Impact d’un enrichissement du milieu en DHA : L’enrichissement du milieu en 

DHA induit une augmentation importante de la proportion en AGPI n-3. Celle-ci est ainsi 

doublée dans la PS (p=0,008), triplée dans la PE (p<0,001) et quadruplée dans la PC 

(p<0,001). Cette augmentation des AGPI n-3 est due à une augmentation de la proportion en 

EPA et en DHA (p<0,001). L’EPA, qui est faiblement représenté dans les membranes 

astrocytaires des cellules témoins, atteint jusqu’à 6% des AGT dans la PE des cellules 

enrichies en DHA. Le taux de DHA est quant à lui doublé dans la PS (p=0,011), triplé dans la 

PE (p<0,001) et quadruplé dans la PC (p<0,001).  

L’augmentation en AGPI n-3 est accompagnée d’une diminution de la proportion en 

AGPI n-6 de 64% dans le PE, de 51% dans la PC, et de 62% dans la PS (p<0,001), 

principalement liée aux variations de  proportions en AA et en DPA n-6. Le taux d’AA chute 

ainsi de 62% dans la PE, 55% dans la PC et de 65% dans la PS (p<0,001). Le DPA n-6, quant à 

lui, est presque inexistant dans les membranes des cellules enrichies en DHA. 

Ces modifications de la composition en AGPI n-3 et AGPI n-6 induisent une 

diminution du ratio AGPI n-6/AGPI n-3 de 87% dans la PE (p<0,001) et la PC (p=0,003) et de 

77% dans la PS (p<0,001). La somme des AGPI totaux est augmentée de 20% dans la PE 

(p=0,001), de 35% dans la PC (p=0,01) et de 15% dans la PS (ns). 

L’enrichissement du milieu de culture en DHA 30µM induit une diminution du taux 

d’AGMI de 35% dans la PE (p<0,001), de 30% dans la PC (p=0,004) et dans la PS (p=0,002), 

par rapport aux cellules témoins. Cette diminution des AGMI est accompagnée d’une chute 

de 95% de la proportion en AGPI n-9 dans les trois classes de phospholipides (p<0,001), 

reflétant l’enrichissement des membranes astrocytaires en AGPI. 
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Impact du traitement en 

AGPI par rapport aux cellules 

témoins (Vit E)  

Impact du traitement à la corticostérone 100 nM 

pendant 6 jours 

AA 30µM DHA 30 µM 
Sur cellules 

témoins (Vit E) 

Sur cellules 

enrichies en AA 

(Vit E + AA) 

Sur cellules 

enrichies en 

DHA (Vit E + 

DHA) 

Σ AGS _ _ _ _ _ 

Σ AGMI ↓ 38% ↓ 35% _ _ _ 

20:4 n-6 ↑ 32% ↓ 62% _ _ _ 

22:5 n-6 ↑ 200% ↓ 96% _ ↑ 9% _ 

Σ AGPI n-6 ↑ 50% ↓ 64% _ _ _ 

20:5 n-3 _ ↑ 2850% _ _ ↓ 15% 

22:6 n-3 _ ↑ 133% _ _ _ 

Σ AGPI n-3 ↓ 25% ↑ 161% _ _ _ 

Σ AGPI n-9 ↓ 95% ↓ 95% _ _ _ 

Σ DMA _ _ _ _ _ 

AGPI n-6/ 

AGPI n-3 
↑ 94% ↓ 87% _ _ _ 

Tableau 16 : Tableau récapitulatif des effets des AGPI et de la C100nM pendant 6 jours sur 

la composition lipidique des membranes astrocytaires : exemple de la PE 

Σ AGS : somme des acides gras saturés ; Σ AGMI : somme des acides gras monoinsaturés ; Σ AGPI : 

somme des acides gras polyinsaturés ; Σ DMA : somme des diméthylacétals. 
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II.1.3 Impact de la corticostérone sur la composition lipidique des membranes 

astrocytaires 

La composition des membranes astrocytaires en AGS, en AA, en AGPI n-6 totaux, en 

DHA, en AGPI n-3 et en AGPI n-9 n’est pas modifiée lors de l’enrichissement du milieu en 

corticostérone (100nM, 6 jours).  

La corticostérone a un effet globalement stimulant sur la proportion en DPA n-6 des 

membranes astrocytaires. Cet effet est significatif sur les cellules enrichies en AA, qui sont 

naturellement les plus riches en DPA n-6 et pour lesquelles on observe une augmentation du 

DPA n-6 de 9% dans la PE (p=0,006) et de 30 % dans la PC (p=0,005) et la PS (p=0,001).  

Au niveau de la PE uniquement, le traitement à la corticostérone induit une 

diminution globale de la proportion en EPA. Cet effet est significatif sur les cellules enrichies 

en DHA, qui sont naturellement plus riches en EPA et pour lesquelles on observe une 

diminution de 15% de la proportion d’EPA. Cet effet n’est pas retrouvé au niveau de la PC et 

de la PS, dans lesquelles l’EPA est aussi moins représenté. 

 

En résumé, l’enrichissement du milieu de culture en AA 30µM favorise 

l’incorporation des AGPI n-6 (AA et DPA n-6) dans les membranes astrocytaires au détriment 

des AGPI n-3 (en particulier DHA). A l’inverse, l’enrichissement du milieu de culture en DHA 

30µM augmente la proportion en AGPI n-3 (DHA et EPA) dans les membranes astrocytaires 

et réduit celle en AGPI n-6 (AA et DPA n-6). L’ajout de corticostérone 100nM pendant 6 jours 

dans le milieu de culture favorise l’incorporation de DPA n-6 dans les cellules enrichies en AA 

et réduit celle de l’EPA dans la PE des cellules enrichies en DHA (Tableau 16).  

II.2. Lignées cellulaires de neuroblastomes humains SH_SY5Y 

L’étude réalisée sur la composition lipidique des membranes des cellules SH_SY5Y est 

préliminaire car elle ne comporte qu’un effectif de n=1. Aucune analyse statistique n’a donc 

été réalisée et il ne s’agit ici que d’une interprétation qualitative des résultats obtenus. 

Seuls les résultats obtenus sur la PE seront discutés dans cette partie ; cependant, 

l’analyse de la PC et de la PS révèlent des effets globalement similaires. La composition 

lipidique détaillée de la PE, de la PC et de la PS est donnée en Annexe 4. 
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Impact du traitement en AGPI 
par rapport aux cellules sans 

AGPI 
Impact du traitement à l'OH-C 100 nM pendant 24h 

AA 70µM DHA 70 µM 
Sur cellules 

témoins 
Sur cellules 

enrichies en AA 

Sur cellules 
enrichies en 

DHA 

Σ AGS ↑ 30% ↑ 30% _ _ _ 

Σ AGMI ↓ 30% ↓ 30% _ _ _ 

20:4 n-6 ↑ 30% ↓ 50% _ ↑ 20% ↑ 10% 

22:5 n-6 ↑ 240% ↓ 70% _ _ _ 

Σ AGPI n-6 ↑ 90% ↓ 50% _ ↑ 9% ↑ 3% 

20:5 n-3 _ ↑ 200% ↑ 60% ↑ 300% ↑ 13% 

22:6 n-3 ↓ 30% ↑ 130% ↑ 4% ↑ 9% ↑ 13% 

Σ AGPI n-3 ↓ 30% ↑ 100% ↑ 4% ↑ 11% ↑ 13% 

Σ AGPI n-9 ↓ 80% ↓ 80% _ _ _ 

Σ DMA ↓ 25% ↓ 25% _ _ _ 

AGPI n-6/ 
AGPI n-3 

↑ 300% ↓ 80% _ _ _ 

 

Tableau 17 : Modulation de la composition lipidique des cellules SH_SY5Y par la 

supplémentation du milieu en AGPI et par une pré-incubation de 24h à l’OH-C 

Σ AGS : somme des acides gras saturés ; Σ AGMI : somme des acides gras monoinsaturés ; Σ AGPI : 
somme des acides gras polyinsaturés ; Σ DMA : somme des diméthylacétals ; OH-C : hydro-cortisone 

Afin de caractériser l’effet de l’OH-C 100nM sur l’incorporation des AGPI membranaires, les 
cellules SH_SY5Y ont été pré-incubées pendant 24h avec de l’OH-C avant d’être 
supplémentées pendant 45h avec des AGPI 70µM (DHA ou AA). Il s’agit ici des résultats 
d’une étude préliminaire (n=1). 
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II.2.1 Caractérisation des cellules témoins 

Les cellules témoins ne reçoivent ni traitement aux AGPI, ni traitement à la 

corticostérone. Elles sont caractérisées par une proportion relativement faible d’AGPI n-6 et 

d’AGPI n-3 qui ne représentent au total que 39% des AGT dans la PE. Les AGPI n-6 sont 

majoritaires comparativement aux AGPI n-3, comme l’indique le ratio AGPI n-6/AGPI n-3 de 

1,3.  

Comme pour les astrocytes, l’apport en AGPI n-6 et n-3, reposant uniquement sur 

l’addition de 10% de sérum de veau fœtal dans le milieu de culture, est insuffisant et ce 

déficit est caractérisé par une proportion plus importante en AGMI et en AGPI n-9, dans les 

membranes, qui représentent respectivement 19% et 2% des AGT dans la PE.  

II.2.2 Impact des apports en AGPI sur la composition lipidique des membranes 

neuronales (Tableau 17) 

 

a- Impact d’un enrichissement du milieu en AGPI : Comparativement aux cellules 

témoins, les cellules supplémentées en AGPI 70 µM (DHA, AA ou EPA) pendant 72h, 

présentent une proportion inférieure en AGMI (-30% en moyenne) et en AGPI n-9 (-80% en 

moyenne). Au niveau de la PE, l’enrichissement en AGPI induit une augmentation de la 

proportion en AGS (+30% en moyenne). On observe également une diminution globale de la 

teneur en DMA, qui est particulièrement visible au niveau de la PE (-25%), classe de 

phospholipides la plus riche en DMA. 

b- Impact d’un enrichissement du milieu en AA : Suite à l’enrichissement en AA 70 

µM pendant 72h, la proportion en AGPI n-6 est doublée au niveau des phospholipides 

membranaires. Cette augmentation des AGPI n-6 est caractérisée par une augmentation de 

l’AA, mais également par l’apparition dans les membranes du DPA n-6. Le DPA n-6 compense 

la baisse de 30% du contenu membranaire en AGPI n-3 et plus particulièrement en DHA. Ces 

modulations de composition membranaire induisent un triplement du ratio AGPI n-6/AGPI 

n-3 dans les membranes des cellules SH_SY5Y. 
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c- Impact d’un enrichissement du milieu en DHA : Suite à l’enrichissement en DHA 70 

µM pendant 72h, la composition membranaire en AGPI n-3 est doublée dans la PE. Ceci est 

dû principalement à une augmentation de la proportion en DHA dans les membranes, mais 

également dans une moindre mesure à une augmentation de la teneur en EPA, par 

rétroconversion du DHA. A l’inverse, la proportion en AGPI n-6 est diminuée de 50% au 

niveau de la PE. Cette diminution des AGPI n-6 est due à une réduction des taux d’AA (-50% 

en moyenne) et de DPA n-6 (-70% en moyenne). Ces modulations de composition 

membranaire induisent une diminution du ratio AGPI n-6/AGPI n-3 dans les membranes des 

cellules SH_SY5Y, qui est divisé par 4 dans la PE. 

II.2.3 Impact de l’OH-C 100nM sur la composition lipidique des membranes neuronales 

Deux approches ont été utilisées afin d’étudier l’impact de l’OH-C 100nM sur la 

composition lipidique des membranes des cellules SH_SY5Y. La première approche consiste 

à caractériser l’effet de l’OH-C 100nM sur l’incorporation des lipides membranaires ; pour 

cela, les cellules ont été préalablement incubées pendant 24h avec de l’OH-C 100nM avant 

les traitements en AGPI. La deuxième approche, à l’inverse, vise à regarder l’effet de l’OH-C 

100nM sur la dégradation des lipides membranaires ; dans cet objectif, après une incubation 

de 48h avec les AGPI, permettant leur incorporation dans les membranes, les cellules ont été 

soumises ou non à un traitement de 24h à l’OH-C 100nM.  

a- Impact de l’OH-C 100nM sur l’incorporation des lipides membranaires (Tableau 

17): Le traitement à l’OH-C 100nM semble favoriser l’incorporation des AGPI, en augmentant 

la somme totale des AGPI n-3 et n-6. Les résultats montrent notamment une augmentation 

de la proportion d’EPA suite à l’incubation à l’OH-C 100nM, quel que soit le traitement 

préalable des cellules en AGPI. Cette augmentation de l’EPA s’accompagne d’une hausse du 

contenu membranaire en AA chez les cellules supplémentées en AA et en DHA chez les 

cellules supplémentées en DHA. Ainsi, l’OH-C 100 nM semble accentuer l’incorporation des 

AGPI disponibles dans le milieu.   

b- Impact de la corticostérone sur le turnover des lipides membranaires (Annexe 4): 

une incubation à l’OH-C 100 nM réalisée sur des cellules préalablement enrichies en AGPI ne 

modifie pas le contenu en acides gras des membranes. Ainsi l’OH-C 100nM ne semble pas 

avoir d’impact sur la dégradation des acides gras membranaires.  
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En résumé, comme pour les astrocytes, l’enrichissement du milieu de culture en AA  

favorise l’incorporation des AGPI n-6 (AA et DPA n-6) dans les membranes au détriment des 

AGPI n-3 (en particulier DHA), tandis que l’enrichissement du milieu de culture en DHA 

augmente la proportion en AGPI n-3 (DHA et EPA) dans les membranes et réduit celle en 

AGPI n-6 (AA et DPA n-6). L’ajout d’OH-C 100nM semble favoriser l’incorporation des AGPI, 

en particulier de l’EPA dans les membranes. 
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Figure 39 : Croissance pondérale des rats de la naissance à l’âge de 6 mois 

Déf : Déficients en AGPI n-3 ; Eq : Equilibrés ; Enr : Enrichis en AGPI-LC n-3  
Les rats mâles de 1

e
 génération recevant un régime déficient en AGPI n-3, équilibré ou enrichi en AGPI-LC n-3 

sont pesés de la naissance à l’âge de 6 mois. Les résultats (Moyenne ± SEM ; n=52 par groupe) ont été analysés 
par une ANOVA 2 facteurs (régime*âge) sur mesures répétées. Un effet global de l’âge (F(4,2722)=7254,91 ; 
p<0,001) reflète la croissance des rats. Les effets des régimes ont été caractérisés par des tests post-hoc de 
Bonferroni. * : effet significatif de l’enrichissement du régime en AGPI-LC n-3 (p<0,05) 
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Figure 40 : Variation de poids des rats au cours de la période de stress de contention 

Déf : Déficients en AGPI n-3 ; Eq : Equilibrés ; Enr : Enrichis en AGPI-LC n-3 ; NS : Non Stressés ; S : Stressés 
L’évolution de la croissance pondérale des rats recevant les différents régimes (déficients en AGPI n-3, équilibré 
ou enrichi en AGPI-LC n-3) a été étudiée au cours de la période de stress. Les résultats (Moyenne ± SEM ; n=44 
par groupe) sont exprimés en pourcentage du poids initial. L’analyse par ANOVA 2 (stress*jours passés en 
contention) sur mesures répétées montre une diminution de la prise de poids suite au stress chez les rats 
déficients en AGPI n-3 (F(1,372)=846,402 ; p<0,001), équilibrés (F(1,369)=394,863 ; p<0,001) et enrichis en 
AGPI-LC n-3 (F(1,352)=699,993 ; p<0,001). L’impact du régime chez les rats stressés a été évalué par une 
ANOVA 2 (régime* jours passés en contention) sur mesures répétées suivies de tests post-hoc de Bonferroni. a, 
b : effet significatif du régime alimentaire chez les rats stressés à un jour de contention donné (p<0,05).  
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Partie 2 : Effet du statut en AGPI n-3 sur la réponse au stress chez le rat 

I. Etudes des marqueurs du stress 

I.1. Croissance pondérale et prise alimentaire 

I.1.1 Croissance pondérale de la naissance à l’âge adulte 

A la naissance, les ratons ont un poids moyen de 6,5 g quel que soit le régime 

alimentaire de leur mère, puis ils vont prendre du poids de manière significative jusqu’à l’âge 

de 6 mois (p<0,001). Dès l’âge de 7 semaines, les ratons alimentés avec le régime enrichi en 

AGPI-LC n-3 présentent un poids significativement supérieur à celui des deux autres groupes 

alimentaires (+36g, soit une augmentation de 13% en moyenne par rapport aux ratons 

équilibrés ; +27g, soit une augmentation de 10% en moyenne par rapport aux ratons 

déficients en AGPI n-3) (p<0,001). Cette différence persiste jusqu’à l’âge de 6 mois (+32g, 

soit une augmentation de 5% en moyenne par rapport aux rats équilibrés (p=0,044) et aux 

rats déficients en AGPI n-3 (p=0,013) (Figure 39). 

I.1.2 Evolution du poids au cours du stress de contention 

L’évolution du poids au cours de la période de 21 jours (hors week-end) de stress de 

contention, exprimée en pourcentage de variation par rapport au poids en début de 

contention, est représentée dans la Figure 40.  

a- Impact du protocole de stress sur la croissance pondérale : Durant toute la 

période de stress de contention, les rats perdent significativement du poids, quel que soit 

leur régime alimentaire, tandis que les animaux non stressés continuent à augmenter leur 

poids corporel. A l’issue des 21 jours de contention, les animaux stressés ont perdus en 

moyenne 40,9 ± 3,6 g pour le lot déficient en AGPI n-3, 41,8 ± 5,8 g pour le lot équilibré et 

37,0 ± 3,7 g pour le lot enrichi en AGPI-LC n-3. A l’inverse, les animaux non stressés ont pris 

en moyenne 4,4 ± 0,2 g quel que soit leur régime alimentaire.  

b- Modulation de l’effet du stress par les apports alimentaires en AGPI n-3 : Les 

animaux stressés, quel que soit leur régime alimentaire, perdent significativement du poids 

jusqu’au 14e jour de contention (p<0,001), puis leur poids se stabilise. Les animaux recevant 

un régime enrichi en AGPI-LC n-3 perdent globalement moins de poids, en pourcentage du  
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Figure 41 : Evolution de la concentration de corticostérone plasmatique mesurée 30 minutes après 

la mise en contention des rats au fil des 21 jours de stress 

Déf : Déficients en AGPI n-3 ; Eq : Equilibrés ; Enr : Enrichis en AGPI-LC n-3 ; S : Stressés 
Le pic de corticostérone plasmatique à 30 minutes a été évalué par RIA à J1, J7, J14 et J21 de mise en 
contention. Les résultats (Moyenne ± SEM ; n = 9 par groupe), exprimés en ng/mL de plasma, ont été analysés 
par ANOVA 2 (régime*nombre de jours passés en contention) sur mesures répétées suivies de tests post-hoc 
de Bonferroni. a, b : effet significatif du régime alimentaire chez les rats stressés à un jour de contention donné 
(p<0,05). 
 

Figure 42 : Expression protéique des récepteurs aux glucocorticoïdes GR et MR au niveau de la 

zone CA1 de l’hippocampe chez le rat 

Déf : Déficients en AGPI n-3 ; Eq : Equilibrés ; Enr : Enrichis en AGPI-LC n-3 ; NS : Non Stressés ; S : Stressés 
L’expression protéique des récepteurs aux glucocorticoïdes, GR et MR, a été évaluée par Western Blot chez les 

rats déficients en AGPI n-3, équilibrés ou enrichis en AGPI-LC n-3, soumis ou non à un stress chronique de 

contention. Les valeurs (Moyenne ± SEM ; n=10 par groupe) correspondent aux ratios d’intensité GR/GAPDH ou 

MR/GAPDH, exprimés en pourcentage de la valeur obtenue chez les rats équilibrés NS. L’analyse des résultats 

par ANOVA 2 (régime*stress) suivie de tests post-hoc de Bonferroni ne montre aucun effet du régime ou du 

stress sur l’expression protéique des récepteurs aux glucocorticoïdes, GR et MR. 
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poids initial, que les animaux déficients en AGPI n-3 (p=0,007) et que les animaux équilibrés 

(p=0,042) ; cette différence entre les régimes alimentaires est significative au 21e jour de 

contention (p=0,04).  

I.2. Dosage de la corticostérone plasmatique 

I.2.1 Impact du régime alimentaire sur le taux basal de corticostérone plasmatique 

Le taux basal de corticostérone plasmatique est respectivement de 68,9 ± 10,3 ng/mL 

chez les rats déficients en AGPI n-3, 68,9 ± 19,4 ng/mL chez les équilibrés et 85,2 ± 19,6 

ng/mL chez les enrichis en AGPI-LC n-3, sans différence significative entre les trois lots 

(ANOVA 1). 

I.2.2 Evolution du taux de corticostérone plasmatique au cours des 21 jours de 

contention 

a- Evolution au cours d’une journée de contention : les rats présentent un pic 

important du taux de corticostérone plasmatique 30 minutes après la mise en contention. Ce 

pic oscille en moyenne entre 450ng/mL et 730ng/mL, mais son amplitude varie en fonction 

du régime alimentaire et du jour de prélèvement comme il est décrit par la suite. Le taux de 

corticostérone diminue ensuite légèrement jusqu’à l’issue des 6 heures de stress, se 

stabilisant en moyenne autour de 440 ng/mL, sans différence entre les lots alimentaires.  

b- Evolution du pic de corticostérone observé 30 minutes après la mise en 

contention (Figure 41): nos résultats montrent que, chez les rats enrichis en AGPI-LC n-3, le 

pic de corticostérone après 30 minutes de stress de contention est globalement inférieur à 

celui observé chez les rats déficients en AGPI n-3 (p<0,001) ou équilibrés (p=0,003). Cette 

différence est significative au 7e (p=0,006 vs. déficients en AGPI n-3 et p=0,033 vs. animaux 

équilibrés) et au 14e jour de contention (p<0,001 vs. déficients en AGPI n-3 et p=0,002 vs. 

équilibrés). 

I.3. Analyse des récepteurs aux corticostéroïdes 

L’expression protéique des récepteurs aux corticostéroïdes, GR et MR, a été analysée 

par Western Blot, au niveau de la zone CA1 de l’hippocampe (Figure 42). Quel que soit leur 

régime alimentaire ou leur état de stress, tous les animaux présentent des niveaux  
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Figure 43 : Activité globale et temps de toilettage mesurés lors d’un test d’openfield 

Déf : Déficients en AGPI n-3 ; Eq : Equilibrés ; Enr : Enrichis en AGPI-LC n-3 ; NS : Non Stressés ; S : 
Stressés 

Les rats sont étudiés sur un labyrinthe d’openfield, au cours duquel l’activité globale (définie comme 
la somme des traversées et des redressements) et le temps de toilettage des animaux ont été 
évalués (Moyenne ± SEM ; n= 12 par groupe). L’analyse des résultats par ANOVA 2 (régime*stress) 
montre un effet global du stress sur l’activité globale (F(1,66)=5,613 ; p=0,021) et sur le temps de 
toilettage (F(1,62)=28,298 ; p<0,001). Cette analyse a été suivie de tests post-hoc de Bonferroni. * : 
effet significatif du stress par rapport au témoin non stressé du même lot alimentaire (p<0,05) 
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d’expression des récepteurs aux glucocorticoïdes GR et MR équivalents au niveau de la zone 

CA1 de l’hippocampe. 

 

En résumé, le protocole de stress est caractérisé par une réduction de la croissance 

pondérale des rats, ainsi que par une augmentation de la concentration plasmique en 

corticostérone, sans modification de l’expression protéique des récepteurs aux 

glucocorticoïdes au niveau de l’hippocampe. Ces effets sont limités chez les rats recevant le 

régime enrichi en AGPI-LC n-3. 

 

II. Etude comportementale 

II.1.Mesure de l’activité locomotrice 

II.1.1 Openfield 

Les résultats montrent que les animaux restent en périphérie du dispositif et ne 

réalisent en moyenne que 2,3 ± 0,3 entrées dans le centre du dispositif, tous groupes 

confondus. Nous avons donc décidé d’analyser l’activité des rats sur l’ensemble du dispositif, 

sans distinction entre les zones centrales et périphériques.  

L’activité globale est définie comme la somme de l’activité locomotrice (nombre de 

traversées) et de l’activité exploratoire (nombre de redressements) au sein du labyrinthe 

(Figure 43A). Le protocole de stress réduit globalement l’activité des rats. Cependant, cet 

effet n’est significatif que chez les rats déficients en AGPI n-3 (- 34% ; p=0,003). De plus, on 

observe un effet du régime chez les rats stressés. En effet, chez les rats enrichis en AGPI-LC 

n-3, l’activité globale n’étant pas réduite suite au protocole de stress, elle est 

significativement supérieure à celle des rats équilibrés (p=0,006) et déficients en AGPI n-3 

(p=0,002). 

II.1.2 Test d’actimétrie 

L’analyse statistique par ANOVA 2 (régime x stress) ne montre aucun effet du régime 

alimentaire, du stress ou des interactions entre les 2 facteurs. Ainsi, quel que soit leur 

groupe expérimental, les rats effectuent en moyenne 26,3 ± 1,7 quarts de tour/10 minutes. 
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Figure 44 : Nombre d’entrées dans les différents compartiments sur le labyrinthe en croix 

surélevé 

Déf : Déficients en AGPI n-3 ; Eq : Equilibrés ; Enr : Enrichis en AGPI-LC n-3 ; NS : Non Stressés ; S : 
Stressés 

Le nombre d’entrées des rats dans les différents types de bras d’un labyrinthe en croix surélevé ont 
été étudiés (Moyenne ± SEM ; n= 12 par groupe). L’analyse des résultats par ANOVA 2 
(régime*stress) montre un effet global du stress sur le nombre d’entrées dans les bras fermés 
(F(1,65)=3,932 ; p=0,009) et dans les bras ouverts (F(1,65)=4,283 ; p<0,05).Cette analyse a été 
complétée par des tests post-hoc de Bonferroni. a, b : effet significatif du régime alimentaire observé 
chez les rats NS (p<0,05) ; * : effet significatif du stress par rapport au témoin non stressé du même 
lot alimentaire (p<0,05) 
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II.2. Réponse émotionnelle 

II.2.1 Mesure du temps de toilettage dans l’openfield (Figure 43B) 

Alors que les rats non stressés se toilettent globalement peu (5.6 ± 1.3 secondes en 

moyenne), le protocole de stress augmente le temps de toilettage d’un facteur 5 chez les 

rats déficients en AGPI n-3 (p<0,001), d’un facteur 3 chez les équilibrés (p=0,014) et d’un 

facteur 2 chez les enrichis en AGPI-LC n-3 (p=0,044). Ainsi, plus les apports en AGPI n-3 sont 

élevés, plus l’impact du stress sur le temps de toilettage semble réduit.   

II.2.2 Labyrinthe en croix surélevé (Elevated Plus Maze) (Figure 44) 

Lors de leur passage sur le labyrinthe en croix surélevé, les rats, quel que soit leur 

groupe expérimental, ont très peu exploré les bras ouverts. Tout groupe confondu, ils n’y 

ont ainsi passé que 6,7 ± 1,1 % du temps (soit en moyenne 20,2 ± 3,3 secondes), 

contrairement au 20-30% habituellement observé dans ce test (Carobrez et Bertoglio, 2005). 

Nous nous sommes donc intéressés plus particulièrement au nombre d’entrées dans les bras 

fermés et dans les bras ouverts.  

A- NOMBRE D’ENTREES DANS LES BRAS FERMES:  

La déficience en AGPI n-3 est associée à une diminution du nombre d’entrées dans 

les bras fermés comparativement aux animaux équilibrés (-26% ; p=0,047), tandis que 

l’enrichissement en AGPI-LC n-3 ne présente aucun effet sur ce paramètre.  

Le stress de contention, en  réduisant le nombre d’entrées dans les bras fermés de 

31% chez les équilibrés (p=0,005), semble mimer les effets de la déficience en AGPI n-3 sur 

ce paramètre. Cet effet est limité chez les rats enrichis en AGPI-LC n-3 (-13% ; ns). 

B- NOMBRE D’ENTREES DANS LES BRAS OUVERTS:  

Les rats explorant peu les bras ouverts, nous avons choisi, afin de déterminer leur 

degré d’intéressement pour ce type de bras, de considérer comme une entrée lorsque la 

moitié antérieure des rats est sur le bras. Le stress chronique de contention réduit 

globalement le nombre d’entrées dans les bras ouverts, sans effet du régime ni 

d’interaction. Cependant, si on considère le % d’entrées dans les bras ouverts/entrées 

totales, aucun effet significatif du stress ni du régime n’est observé. 
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Déf Eq Enr 

 NS S NS S NS S 

1
2

 h
 d

e
 jo

u
r 

Eau (en g) 10,1 ± 1,3 13,3 ± 1,7 9,3 ± 0,9 11,2 ± 1,7 10,4 ± 1,9 11,9 ± 1,4 

Sucrose (en g) 18,0 ± 1,9 25,9 ± 3,2 21,8 ± 2,4 24,0 ± 3,5 22,9 ± 2,5 28,9 ± 4,0 

Eau + Sucrose (en g) 29,0 ± 1,6 39,2 ± 2,3* 31,1 ± 2 35,2 ± 2,9 34,6 ± 1,6 40,8 ± 3,6 

Préférence au sucrose 64,2 ± 4,9 63,2 ± 5,7 67,0 ± 4,9 64,5 ± 6,1 69,6 ± 5,5 67,5 ± 5,4 

1
2

h
 d

e 
n

u
it

 

Eau (en g) 4,8 ± 0,7 6,4 ± 0,8 3,8 ± 0,4 6,7 ± 1,0* 4,4 ± 0,6 4,9 ± 0,6 

Sucrose (en g) 27,7 ± 4,3 35,9 ± 6,3* 22,7 ± 2,5 30,6 ± 6,9 19,0 ± 3,5 32,6 ± 4,2* 

Eau + Sucrose (en g) 32,5 ± 4,1 42,4 ± 6,0 26,5 ± 2,5  37,3 ± 6,6 23,4 ± 4 37,5 ± 4,4* 

Préférence au sucrose 82,7 ± 3,4 81,8 ± 3 84,0 ± 1,9 75,8 ± 6,5 76,9 ± 3,6 85,8 ± 1,6 

2
4

h
 

Eau (en g) 16,5 ± 1,9 22,0 ± 2,4 14,8 ± 0,9 20,1 ± 2,5 16,2 ± 2,8 19,0 ± 1,6 

Sucrose (en g) 46,8 ± 5,2 59,8 ± 8,5 43,7 ± 2,8 52,3 ± 10,0 40,9 ± 3,9 62,7 ± 6,1* 

Eau + Sucrose (en g) 63,2 ± 4,8 81,8 ± 7,2* 58,5 ± 2,4  72,5 ± 9,2 57,1 ± 4,2 81,8 ± 5,7* 

Préférence au sucrose 72,2 ± 4,4 70,2 ± 4,2 74,0 ± 2,3 66,7 ± 6,3 71,3 ± 5,1 75,1 ± 3,2 

Tableau 18 : Quantité d’eau, de sucrose, de liquide total consommée et préférence au sucrose mesurés pendant les 24h (12h de phase diurne et les 12h 

de phase nocturne) suivant la privation d’eau de 20h 

Déf : Déficients en AGPI n-3 ; Eq : Equilibrés ; Enr : Enrichis en AGPI-LC n-3 ;   NS : Non Stressés ; S : Stressés 
Les quantités d’eau et de sucrose consommées, ainsi que la préférence au sucrose ont été mesurées en période diurne et en période nocturne, suite à une privation d’eau 
pendant 20h (Moyenne ± SEM ; n = 16 par groupe). L’analyse statistique par ANOVA 2 (régime*stress) révèle un effet global du stress sur la quantité totale (eau+sucrose) de 
liquide consommé (F(1,64)=14,781 ; p<0,001) au cours des 24h. Ceci se reflète par un effet global du stress sur la quantité de sucrose (F(1,64)=7,008 ; p=0,01), ainsi que sur 
la quantité d’eau consommées (F(1,64)=7,016 ; p=0,01). Des tests post-hoc de Bonferroni ont permis de compléter l’analyse des résultats. Aucun effet du régime 
alimentaire n’a été mis en évidence. * : effet significatif du stress par rapport aux rats NS du même lot alimentaire (p < 0,05) 
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II.2.3 Test de préférence au sucrose (Tableau 18) 

Les quantités d’eau et de sucrose consommées, ainsi que la préférence au sucrose 

ont été mesurées en période diurne et en période nocturne, correspondant respectivement 

aux phases de repos et d’activité des animaux.  

A- QUANTITE DE FLUIDES CONSOMMEE 

D’une manière générale, les rats non stressés consomment en moyenne 31,6 ± 1,4 g 

de liquide total en phase diurne, 27,5 ± 2,8 g en phase nocturne et 59,6 ± 3,5 g sur 24h. 

Aucune différence n’est observée entre les différents lots alimentaires. Les résultats étant 

similaires entre les 2 phases de la journée considérées, nous avons donc, par la suite, choisi 

de considérer uniquement les quantités de fluides consommées sur une période totale de 

24h.  

Aucun effet du régime n’est observé. En revanche, le protocole de stress induit une 

augmentation de la consommation de sucrose et d’eau, de 30% chez les déficients en AGPI 

n-3 (p=0,036), de 24% chez les équilibrés (ns) et de 43% chez les enrichis en AGPI-LC n-3 

(p=0,006). 

B- PREFERENCE AU SUCROSE 

La préférence au sucrose est exprimée en pourcentage de liquide total consommé. 

D’une manière générale, les rats ont une nette préférence pour le sucrose qui représente en 

moyenne 66% de leur consommation. Aucun effet du régime alimentaire ou du stress n’est 

observé sur ce paramètre. 

II.2.4 Peur conditionnée 

L’évolution du temps de freezing des animaux au cours des phases d’acquisition et 

d’extinction de la peur conditionnée est reportée dans la Figure 45.  

A- PHASE D’ACQUISITION  

Au fur et à mesure des différentes sessions d’acquisition, le temps de freezing des 

animaux durant les 20 secondes de son augmentent de manière significative attestant de la 

mise en place de l’apprentissage. Ainsi, si lors de la première association son-choc 

électrique, les animaux s’immobilisent en moyenne pendant moins d’une seconde, le temps  
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Figure 45 : Evolution du temps de « freezing » mesuré au cours de la phase d’acquisition et des 2 

jours d’extinction d’une peur conditionnée 

Déf : Déficients en AGPI n-3 ; Eq : Equilibrés ; Enr : Enrichis en AGPI-LC n-3 ;  NS : Non Stressés ; S : Stressés 
Les rats ont été soumis aux phases d’acquisition et d’extinction d’une peur conditionnée (Moyenne ± SEM ; n = 
12 par groupe). Pour chaque phase de l’étude, les résultats ont été analysés de la manière suivante : 1) ANOVA 
2 (régime x sessions) sur mesures répétées sur les données des rats NS afin d’étudier l’effet du régime, 2) 
ANOVA 2 (stress x sessions) sur mesures répétées pour chaque régime alimentaire afin d’étudier l’effet du 
stress et 3) ANOVA 2 (régime*stress) pour chaque session. Tous les tests statistiques ont été suivis de tests 
post-hoc de Bonferroni. * : significativement différents des autres groupes (p<0,05) 

 

Figure 46 : Amplitude du sursaut au son de 120 dB observé chez les rats 

Déf : Déficients en AGPI n-3 ; Eq : Equilibrés ; Enr : Enrichis en AGPI-LC n-3 ; NS : Non Stressés ; S : Stressés 
La réaction au sursaut a été étudiée chez les rats recevant différents régimes alimentaires (déficient en AGPI n-
3, équilibré, enrichi en AGPI-LC n-3) et soumis ou non à un stress chronique de contention (Moyenne ± SEM ; n 
= 16 par groupe). Les résultats ont été analysés par ANOVA 2 (régime*stress) suivie de tests post-hoc de 
Bonferroni. a, b : effet significatif du régime alimentaire chez les rats NS (p<0,05) 
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de « freezing » lors de la 5e session de son-choc s’élève en moyenne de 15 secondes. A 

l’issue de cette phase d’acquisition, les rats sont donc conditionnés à la peur du stimulus 

conditionnel, quel que soit leur régime alimentaire ou leur état de stress. 

 

B- PHASE D’EXTINCTION  

La phase d’extinction a été réalisée sur 2 jours consécutifs. Le temps de freezing est 

moyenné par bloc de 3 sons consécutifs.  

Nos résultats montrent que tous les rats réduisent globalement leur temps de 

freezing au son de 17% au cours de J1 (p=0,035) et de 30% au cours de J2 (p=0,002). Ainsi, 

quel que soit leur régime alimentaire ou leur état de stress, les rats atténuent leur réaction 

de peur préalablement conditionnée au fur et à mesure des blocs, attestant de l’extinction 

de la peur conditionnée. Cependant, on note, chez les rats non stressés, qu’au cours du 2e 

jour d’extinction, les rats enrichis en AGPI n-3 présentent un temps de freezing globalement 

inférieur aux 2 autres lots alimentaires, de 18% vs. les rats déficients en AGPI n-3 (p=0,007) 

et de 13% vs. les rats équilibrés (p=0,083), suggérant ainsi une extinction plus rapide. 

Chez les rats stressés, le profil d’extinction est équivalent entre les rats stressés 

équilibrés et déficients en AGPI n-3, alors qu’on note une nette réduction du temps de 

freezing chez les rats stressés enrichis en AGPI-LC n-3 comparativement aux 2 autres 

groupes à J1, suggérant une extinction plus rapide ou facilitée. Cependant, cet effet n’est 

plus observé à J2. 

III.2.5 Réaction de sursaut (Figure 46) 

Nos résultats ont montré que la réaction de sursaut au son de 120dB  est 

globalement plus élevée de 60 % chez les animaux déficients en AGPI n-3 comparaivement 

aux équilibrés (p=0,0415) et aux enrichis en AGPI-LC n-3 (p=0,097). Aucun effet du stress 

n’est observé sur ce paramètre.  
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Figure 47 : Latence et nombre d’erreurs effectuées avant d’entrer dans l’issue mesurés lors de la 

phase l’apprentissage spatial sur le labyrinthe de Barnes 

Déf : Déficients en AGPI n-3 ; Eq : Equilibrés ; Enr : Enrichis en AGPI-LC n-3 ; NS : Non Stressés ; S : Stressés  
Les capacités d’apprentissage spatial des rats ont été testés sur un labyrinthe de Barnes (Moyenne ± SEM ; n = 
16 par groupe). Les résultats ont été analysés statistiquement de la manière suivante : 1) par une ANOVA 2 
(régime*sessions) sur mesures répétées sur les données des rats NS afin d’étudier l’effet du régime, 2) par une 
ANOVA 2 (stress*sessions) sur mesures répétées pour chaque régime alimentaire afin d’étudier l’effet du stress 
et 3) par une ANOVA 2 (régime*stress) pour chaque session. Tous les tests statistiques ont été suivis de tests 
post-hoc de Bonferroni. On observe un effet global des sessions, dénotant de l’apprentissage des rats. Aucune 
différence entre les différents lots expérimentaux n’est mise en évidence. 
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II.3. Apprentissage : Labyrinthe de Barnes 

II.3.1 Apprentissage spatial 

Dans ce test, les rats doivent apprendre à repérer un trou « issue » à position fixe sur 

le labyrinthe ; ils sont soumis au test 2 fois par jour pendant 8 jours. La latence, ainsi que le 

nombre d’erreurs (hors trous adjacents) effectuées avant d’entrer dans le trou « issue » sont 

comptabilisées et moyennées par jour. La Figure 47 représente les résultats obtenus au 

cours des 8 sessions successives.  

Quel que soit le groupe expérimental considéré, les rats mettent en place un 

apprentissage de la localisation du trou « issue ». Ainsi, si le premier jour, les animaux 

mettent en moyenne 85,2 ± 8,6 secondes en faisant en moyenne 5,2 ± 0,5 erreurs pour 

trouver le trou « issue », la latence n’est plus que de 14,8 ± 1,1 secondes avec 1,5 ± 0,1 

erreurs environ lors de la 8e session. Aucune différence significative liée au régime 

alimentaire ou au protocole de stress de contention n’a été mise en évidence sur les 

capacités d’apprentissage spatial des animaux dans ce test.   

III.3.2 Rétention 

La rétention de cet apprentissage est testée une semaine après la fin de 

l’apprentissage spatial. D’une manière générale, les animaux se souviennent de 

l’emplacement du trou. En effet, tout groupe confondu, ils mettent en moyenne 12,5 ± 1,4 

secondes pour aller s’y réfugier, avec en moyenne 1,3 ± 0,2 erreurs.  

Un second test nous a permis d’étudier le comportement des animaux pendant une 

minute lorsqu’ils n’ont plus accès à la boîte « issue », et plus particulièrement leur 

obstination à rester autour de l’emplacement de l’ancien trou « issue » malgré son absence.  

Tout groupe confondu, les animaux vont rapidement vers l’ancien trou « issue » (11,1 ± 1,2 

secondes) et n’effectuent qu’en moyenne 1,1 ± 0,2 erreurs avant cette première visite. Au 

cours de la minute de test, ils passeront en moyenne 27,1 ± 1,0 secondes dans le quart du 

labyrinthe comprenant l’ancien trou « issue » et y feront 3,4 ± 0,2 visites. Ces résultats 

montrent que les rats, quel que soit leur régime, stressés ou non, se souviennent de 

l’emplacement de l’ancien trou issue. 
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Figure 48 : Latence et nombre d’erreurs effectuées avant d’entrer dans l’issue mesurés lors du 

changement de consignes sur le labyrinthe de Barnes 

Déf : Déficients en AGPI n-3 ; Eq : Equilibrés ; Enr : Enrichis en AGPI-LC n-3 ; NS : Non Stressés ; S : Stressés  
Les capacités d’apprentissage spatial des rats ont été testés sur un labyrinthe de Barnes (Moyenne ± SEM ; n = 
16 par groupe). Les résultats ont été analysés statistiquement de la manière suivante : 1) par une ANOVA 2 
(régime*sessions) sur mesures répétées sur les données des rats NS afin d’étudier l’effet du régime, 2) par une 
ANOVA 2 (stress*sessions) sur mesures répétées pour chaque régime alimentaire afin d’étudier l’effet du stress 
et 3) par une ANOVA 2 (régime*stress) pour chaque session. Tous les tests statistiques ont été suivis de tests 
post-hoc de Bonferroni. On observe un effet global des sessions, dénotant de l’apprentissage des rats.  
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III.3.3 Flexibilité Comportementale : Adaptation des animaux à un changement de 

consigne (Figure 48)  

Dans cette phase du test, les animaux doivent apprendre à localiser le trou « issue » 

qui n’est plus à une position fixe, mais dont l’emplacement variable est indicé par un 

cerclage en PVC gris. La latence, ainsi que le nombre d’erreurs effectuées avant d’entrer 

dans le trou « issue » sont comptabilisées et moyennées par jour.  

Quel que soit leur régime alimentaire ou leur état de stress, les rats apprennent à 

repérer le trou « issue » en suivant la nouvelle règle et réduisent ainsi de manière 

significative leur temps de latence et leur nombre d’erreurs effectuées au fil des sessions.  

Les résultats montrent que la déficience en AGPI n-3 augmente la latence à trouver le 

trou, comparativement aux animaux équilibrés (p=0,093) et aux enrichis en AGPI-LC n-3 

(p=0,015). Cette augmentation de la latence chez les rats déficients en AGPI n-3 

s’accompagne d‘une augmentation, bien que non significative, du nombre d’erreurs. Cet 

effet du régime alimentaire sur la latence et le nombre d’erreurs est particulièrement 

marqué lors des 2 premières sessions de test, alors qu’il n’y a plus de différence entre les 

lots alimentaires à partir de la 3eme session. Ces résultats suggèrent une flexibilité réduite 

en condition de déficience en AGPI n-3. Cet effet est inhibé suite au stress chronique de 

contention. 
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mesurée dans le labyrinthe 
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_ _ 
Réduction globale de l'intérêt porté aux bras ouverts chez les rats 

stressés 

mesurée dans le test de 
préférence au sucrose 

_ _ 

Augmentation globale de la consommation de liquide suite à une 
privation en eau chez les rats stressés 

_ ↑ 30% ↑43% 

mesurée dans un test de 
peur conditionnée 

_ 
↓ du temps de 

freezing le 2e jour de 
l'extinction 

  _ 
↓ du temps de 

freezing le 1e jour de 
l'extinction 

mesurée par la réaction au 
sursaut 

↑ 60% _ _ _ _ 

Apprentissage sur le labyrinthe de 
Barnes  

↑ erreurs et latence 
lors du changement 

de consignes 
_ _ 

↓ erreurs et latence 
lors du changement 

de consignes 
_ 

Tableau 19 : Résumé de l’impact du régime alimentaire et du stress chronique de contention sur les paramètres comportementaux des rats
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En résumé, le stress de contention réduit l’activité locomotrice des rats et augmente 

leur réponse émotionnelle, notamment en stimulant le comportement de toilettage sur 

l’openfield, en réduisant le nombre d’entrées dans les bras ouverts du labyrinthe en croix 

surélevé ou en augmentant la consommation de liquide suite à un stress aigu de privation 

d’eau. Cependant, il ne modifie pas les capacités d’apprentissage des rats sur le labyrinthe 

de Barnes. Ces effets seront plus ou moins modulés par les apports alimentaires en AGPI n-3 

en fonction du test comportemental considéré. Ainsi sur l’openfield, plus les apports 

alimentaires sont pauvres en AGPI n-3, plus l’impact du stress sur l’activité globale ou le 

comportement de toilettage est important, tandis que sur le labyrinthe en croix surélevé, le 

protocole de stress semble mimer les effets de la déficience en AGPI n-3. Enfin, dans certains 

tests, le stress inhibe les effets spécifiques de l’enrichissement en AGPI-LC n-3 (PPI) ou de la 

déficience en AGPI n-3 (Barnes). Il ressort de ces résultats que l’impact du stress sur le 

comportement des rats et sa régulation par les apports alimentaires en AGPI n-3 sont 

complexes (Tableau 19).  
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Figure 49 : Courbes d’intensité-réponse mesurées sur des tranches d’hippocampe de rats 
PPSE : Potentiel Post-Synaptique Excitateur ; VA : Volée Afférente ; Déf : Déficients en AGPI n-3 ; Eq : 
Equilibrés ; Enr : Enrichis en AGPI-LC n-3 ;  NS : Non Stressés ; S : Stressés 
L’efficacité synaptique a été évaluée au niveau de l’hippocampe des rats recevant les différents régimes 
alimentaires et soumis ou non au stress chronique de contention. Pour cela, la pente des PPSEs, la pente de la 
VA et le ratio PPSEs/VA ont été relevés suite à des stimulations d’intensité croissante entre 400 et 700 mA 
(Moyenne ± SEM ; n= 10 par groupe). Les résultats ont été analysés statistiquement de la manière suivante : 1) 
par une ANOVA 2 (régime x intensité de stimulation) sur mesures répétées sur les données des rats NS afin 
d’étudier l’effet du régime, puis 2) par une ANOVA 2 (stress x intensité de stimulation) sur mesures répétées 
pour chaque régime alimentaire afin d’étudier l’effet du stress. Tous les tests statistiques ont été suivis de tests 
post-hoc de Bonferroni. Ces analyses ont montré un effet global du stress chez les rats enrichis en AGPI-LC n-3 
sur le ratio PPSE/VA (F(1,154)=6,758 ; p=0,010), sur les PPSEs (F(1,154)=9,68 ; p=0,002) et sur les VA 
(F(1,154)=19,8 ; p<0,001), qui va à l’encontre de l’effet propre de l’enrichissment du régime en AGPI-LC n-3. 
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III. Etude de la transmission synaptique et de la plasticité cérébrale 

III.1. Transmission synaptique de base 

Lors de ces enregistrements, la réponse mesurée est liée uniquement à l’activation 

des récepteurs AMPA du glutamate. Les stimulations appliquées étant insuffisantes pour 

libérer le bouchon magnésium qui bloque les récepteurs NMDA, elles ne permettent donc 

pas leur activation.  

III.1.1 Courbe d’intensité-réponse (Input-Output) (Figure 49) 

L’enrichissement en AGPI-LC n-3 induit une augmentation globale de 26% du ratio 

PPSE/VA, comparativement aux rats équilibrés (p=0,030). Les rats enrichis en AGPI-LC n-3 

ont ainsi une meilleure efficacité synaptique, car globalement, pour un même nombre de 

fibres stimulées, ils présentent une réponse plus intense suite à l’arrivée d’un stimulus. 

Cependant, cet effet est inversé suite au protocole de stress. En effet, chez les rats enrichis 

en AGPI-LC n-3, le stress induit une diminution globale de 22% du ratio PPSE/VA (p=0,010) ; 

qui atteint alors des valeurs comparables à celles des rats équilibrés non stressés. 

Si on considère l’amplitude des PPSEs et VA séparément, on observe que, d’une 

manière générale, l’intensité de ces dernirs est en moyenne doublée, lorsque l’on applique 

des stimulations d’intensités croissantes entre 400 et 700 mA, quel que soit le régime 

alimentaire ou l’état de stress des animaux. L’enrichissement en AGPI-LC n-3 induit une 

diminution globale de 30% de l’amplitude des PPSEs et de 36% des VA par rapport au lot 

équilibré (p=0,001). Cet effet est inversé suite au protocole de stress. En effet, chez les rats 

enrichis en AGPI-LC n-3, le stress induit une augmentation globale de 28% de l’amplitude des 

PPSEs (p=0,002) et de 60% de la VA (p=0,002), qui atteingnent alors des valeurs comparables 

à celles des rats équilibrés non stressés. 
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Figure 50 : Paired-Pulse Facilitation (PPF) mesurée sur des tranches d’hippocampe de rats 

Déf : Déficients en AGPI n-3 ; Eq : Equilibrés ; Enr : Enrichis en AGPI-LC n-3 ;  NS : Non Stressés ; S : Stressés 
Cette mesure représente la pente du 2

e
 champ par rapport à celle du 1

e
 champ lorsque 2 stimulations de même 

intensité sont délivrées dans un intervalle court (Moyenne ± SEM ; n = 10 par groupe). L’analyse des résultats 
par ANOVA 2 (régime*stress) a permis de dégager un effet global du stress (F(1,100)=6,182 ; p=0,015). Des 
tests post-hoc de Bonferroni précisent les effets des régimes alimentaires et du stress. a, b : effet significatif du 
régime alimentaire chez les animaux non stressés (p<0,05) ; * : effet significatif du stress par rapport au témoin 
non stressé du même lot alimentaire (p<0,05) 
 

Figure 51 : Expression protéique des récepteurs transporteurs vésiculaires du glutamate V-Glut 1 et 

2 au niveau de la zone CA1 de l’hippocampe des rats 

Déf : Déficients en AGPI n-3 ; Eq : Equilibrés ; Enr : Enrichis en AGPI-LC n-3 ; NS : Non Stressés ; S : Stressés 
Les valeurs (Moyenne ± SEM ; n=10 par groupe) correspondent aux ratios d’intensité V-Glut1/GAPDH ou V-

Glut2/GAPDH, exprimés en pourcentage de la valeur obtenue chez les rats équilibrés NS. L’analyse des 

résultats par ANOVA 2 (régime*stress) suivie de tests post-hoc de Bonferroni ne montre aucun effet du régime 

ou du stress sur l’expression protéique des transporteurs vésiculaires du glutamte, V-Glut1 et 2. 
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III.1.2 Paired-Pulse Facilitation (PPF) (Figure 50) 

La mesure de la PPF renseigne sur la libération pré-synaptique de glutamate : plus le 

ratio de PPF est petit et proche de 1, plus la libération de glutamate lors du 1e stimulus est 

importante, générant une diminution du pool de vésicules de réserve et donc une moindre 

facilitation lors du 2e stimulus. Inversement, lorsque la probabilité de libération pré-

synaptique de glutamate diminue, la quantité libérée lors du 1er stimulus est réduite et le 

pool de réserve est moins sollicité, favorisant ainsi une réserve plus importante et donc 

générant une plus grande facilitation  lors d’un 2nd stimulus. 

a- Impact du régime chez les animaux non stressés : Les animaux déficients en AGPI 

n-3 ne présentent pas de modification significative de la PPF (+ 7,7 en moyenne ; ns) par 

rapport aux rats équilibrés. Par contre, les rats recevant le régime enrichi en AGPI-LC n-3 ont 

une PPF significativement diminuée par rapport aux rats équilibrés (-11,7 % en moyenne ; p 

=0,026) et déficients en AGPI n-3 (-17,7 % en moyenne ; p<0,001), ce qui est donc associée à 

une capacité de libération pré-synaptique de glutamate plus importante dans ce lot 

alimentaire. L’évolution globale de la PPF suggère une augmentation de la capacité pré-

synaptique de libération du glutamate avec l’augmentation des apports alimentaires en AGPI 

n-3. 

b- Impact du stress dans les différents lots alimentaires : Chez les animaux équilibrés 

et enrichis en AGPI-LC n-3, le stress entraîne une augmentation significative de la PPF de 

respectivement 10% (p=0,028) et 15% (p=0 ,003) et donc une diminution de la libération pré-

synaptique de glutamate. Aucun effet du protocole de stress n’est observé chez les rats 

déficients en AGPI n-3. Cependant, les animaux non stressés déficients en AGPI n-3 

présentant une PPF légèrement supérieure à celle des autres groupes alimentaires, nos 

résultats suggèrent que, sur ce paramètre, le stress mime les effets d’une déficience 

alimentaire en AGPI n-3.  

III.1.3 Analyse de l’expression protéique des transporteurs vésiculaires du glutamate 

Afin de comprendre les mécanismes pré-synaptiques impliqués, l’expression 

protéique des transporteurs vésiculaires du glutamate V-Glut 1 et 2 a été analysée par 

Western Blot (Figure 51). Quel que soit leur régime alimentaire ou leur état de stress, tous  
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Figure 52 : Potentialisation à Long Terme (LTP) mesurée sur des tranches d’hippocampe de rats 

Déf : Déficients en AGPI n-3 ; Eq : Equilibrés ; Enr : Enrichis en AGPI-LC n-3 ; NS : Non Stressés ; S : Stressés 

La LTP a été mesurée sur les rats recevant les différents régimes (déficient en AGPI n-3, équilibré ou enrichi en 
AGPI-LC n-3), soumis ou non à un stress chronique de contention. Les valeurs (Moyenne ± SEM ; n = 14 par 
groupe) sont exprimés en pourcentage d’augmentation des PPSEs comparativement à la ligne de base initiale. 
L’analyse par ANOVA 2 (régime*stress) révèle un effet global du stress (F(1,78)=5,65 ; p=0,02). Des tests post-
hoc de Bonferroni ont permis de caractériser ces effets. * : effet significatif du stress par rapport au témoin non 
stressé du même lot alimentaire (p<0,05) 
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les animaux présentent des niveaux d’expression des transporteurs vésiculaires du 

glutamate équivalents au niveau de la zone CA1 de l’hippocampe.  

III.2. Plasticité synaptique 

Contrairement aux expériences électrophysiologiques basales impliquant des chocs 

uniques, la plasticité synaptique dans l’aire CA1 de l’hippocampe est NMDA-dépendante. En 

effet, les stimulations utilisées dans cette partie sont assez fortes pour permettre la 

libération du bouchon magnésium bloquant les récepteurs NMDA et ainsi leur activation. 

III.2.1 Potentialisation à Long Terme (LTP) 

La LTP correspond à une augmentation à long terme de la transmission synaptique 

après une stimulation brève à haute-fréquence. Cette potentialisation de la transmission 

synaptique est considérée comme une des composantes du processus de mémorisation. Les 

résultats sont représentés dans la Figure 52.  

a- Impact du régime chez les animaux non stressés : La LTP, exprimée en 

pourcentage d’augmentation des PPSEs comparativement à la ligne de base initiale, est de 

29,2 ± 5,5 %, 33,7 ± 4,9 % et 33,5 ± 5,9 % respectivement chez les rats non stressés déficients 

en AGPI n-3, équilibrés et enrichis en AGPI-LC n-3, sans différence significative entre les trois 

groupes alimentaires.  

b- Impact du stress dans les différents lots alimentaires : Le protocole de stress de 

contention induit une diminution globale de la LTP. Cet effet est notamment significatif chez 

les rats équilibrés, qui présentent une réduction de 51% de la LTP suite au stress chronique 

de contention  

Si on fixe un seuil de LTP à 20% d’augmentation des PPSEs, on remarque que la 

proportion d’animaux effectuant une LTP est inférieure dans les groupes d’animaux stressés 

(test de χ2 : χ2
obs = 7,804 >  χ2

2(0,95) = 5,991 ; p = 0,02). Ainsi, si 73%, 85% et 71% 

respectivement des rats non stressés déficients en AGPI n-3, équilibrés ou enrichis en AGPI-

LC n-3 présentent une LTP, seuls 64%, 36% et 43% respectivement de leurs équivalents 

stressés font de la LTP. La diminution de LTP observée suite au protocole de stress est ainsi 

liée à une diminution du nombre d’individus présentant une LTP.  
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Figure 53 : Dépression à Long Terme (LTD) mesurée sur des tranches d’hippocampe de rats 

Déf : Déficients en AGPI n-3 ; Eq : Equilibrés ; Enr : Enrichis en AGPI-LC n-3 ; NS : Non Stressés ; S : Stressés 

La LTD a été mesurée sur les rats recevant les différents régimes (déficient en AGPI n-3, équilibré ou enrichi en 
AGPI-LC n-3), soumis ou non à un stress chronique de contention. Les valeurs (Moyenne ± SEM ; n = 14 par 
groupe) sont exprimés en pourcentage de diminution des PPSEs comparativement à la ligne de base initiale. 
L’analyse par ANOVA 2 (régime*stress) suivie de tests post-hoc de Bonferroni ne révèle aucun effet du régime 
ou du stress. 
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III.2.2 Dépression à Long Terme (LTD) 

La LTD correspond à une diminution à long terme de la transmission synaptique 

suivant une stimulation à basse fréquence. Les résultats sont représentés sous la forme 

d’une courbe d’évolution de l’amplitude des PPSEs au cours du temps, ainsi que sous la 

forme d’un histogramme représentant le pourcentage de variation comparativement à la 

ligne de base après stabilisation (Figure 53).  

Aucun impact du régime alimentaire, ni du stress n’est mis en évidence. Ainsi, quel 

que soit le groupe expérimental considéré, la LTD, exprimée en pourcentage de diminution 

des PPSEs comparativement à la ligne de base initiale, est d’environ 11,8 ± 3,6 %. 
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Efficacité synaptique _ 

↑ 26% de l'efficacité 
synaptique                                            

↓ 36% du nombre de 
fibres nerveuses 

recrutées 

_ _ 

↓ 22% de l'efficacité 
synaptique                                            

↑60% du nombre de 
fibres nerveuses 

recrutées 

Libération pré-
synaptique de 

glutamate 
_ 

↑ de la libération 
pré-synaptique de 

glutamate (PPF 
réduite de 12%) 

Réduction globale de la libération pré-synaptique de glutamate 
chez les rats stressés sans modification de l'expression des 

transporteurs vésiculaires du glutamate V-Glut 1 et 2  

↓ car PPF 
augmentée de 10% 

  
↓ car PPF 

augmentée de 15% 
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LTP _ _ 

Réduction globale de l'amplitude de la LTP chez les rats stressés 

↓ 51% _ _ 

LTD _ _ _ _ _ 

Tableau 20 : Résumé de l’impact des apports alimentaires en AGPI n-3 et du stress chronique de contention sur les paramètres 

électrophysiologiques des rats
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En résumé, le stress de contention a un effet délère sur l’efficacité synaptique et sur 

la capacité de libération pré-synaptique de glutamate et va ainsi à l’encontre des effets 

bénéfiques du régime enrichi en AGPI-LC n-3 sur ces paramètres. Ces phénomènes sont 

indépendants de l’expression protéique des transporteurs vésiculaires du glutamate. De 

plus, le protocole de stress inhibe les phénomènes de LTP, en particulier chez les rats 

équilibrés, sans modification des paramètres de LTD (Tableau 20). 

 

IV. Analyse de l’expression génique de marqueurs du stress et du fonctionnement 

synaptique 

Les analyses statistiques ont été réalisées sur les données exprimées en valeur 

absolue (2-∆CT) avec normalisation par rapport à la GAPDH. Puis, les résultats, représentés 

dans les Figures 54 et 55, ont été exprimés en expression relative (2-∆∆CT) ; avec 

normalisation par rapport au groupe équilibré non stressé (effet du régime), et par rapport 

au groupe non stressé dans chaque lot alimentaire (effet du stress).  

Seules les variations supérieures à 30% par rapport aux rats équilibrés NS pour l’effet 

du régime et par rapport aux rats NS du même lot alimentaire pour l’effet du stress ont été 

considérées. De plus, tous les gènes ayant nécessité un nombre de Ct supérieur à 30 sont 

considérés comme trop peu exprimés pour exploiter les données.  

IV.1. Facteurs de croissance (BDNF, EGF, FGF2, GDNF, NGF-) 

L’expression des ARNs EGF et GDNF est trop faible au niveau du CA1 de l’hippocampe 

pour être analysée. Globalement, FGF2  présente une expression absolue 12 fois plus 

importante que celle du BDNF ou du NGF-. 

Seule l’expression du BDNF est modulée dans les différents groupes expérimentaux. 

Chez les animaux non stressés, on observe une augmentation de 75% de l’expression du 

BDNF chez les déficients en AGPI n-3 (p=0,014) et chez les enrichis en AGPI-LC n-3 (p=0,02), 

comparativement aux équilibrés.  

Le protocole de stress de contention induit de plus une augmentation significative de 

65% de l’expression du BDNF chez le lot équilibré (p=0,022), mimant ainsi l’effet de la 

déficience en AGPI n-3 ou de l’enrichissement en AGPI-LC n-3 sur ce paramètre.  
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Figure 54 : Effet du régime alimentaire sur l’expression génique de différents marqueurs au niveau de la zone CA1 de l’hippocampe  

Les résultats (Moyenne ± SEM ; n = 5 par groupe) sont exprimés en 2-∆∆Ct, où l’abondance du gène d’intérêt est normalisée par rapport à la GAPDH et par 
rapport aux animaux équilibrés non stressés. Ils ont été analysés par ANOVA 2 (régime*stress) suivie de tests post-hoc de Bonferroni. Seuls les marqueurs 
modulés de manière significative (p<0,05) en fonction du régime alimentaire sont représentés.  
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IV.2. Récepteurs du glutamate 

 IV.2.1 Récepteurs ionotropiques du glutamate (AMPA et NMDA) 

Les sous-unités NR2A et NR2B des récepteurs NMDA sont exprimées dans les mêmes 

proportions dans la zone CA1 étudiée. Concernant les récepteurs AMPA, la sous-unité GluRA 

est majoritaire par rapport à la sous-unité GluRB.  

L’expression génique des récepteurs ionotropiques du glutamate, quel que soit le 

type de récepteur et la sous-unité considérés, n’est modulée ni par le régime alimentaire, ni 

par le protocole de stress de contention.  

IV.2.2 Récepteurs métabotropiques du glutamate (mGluR 1 à 8 ou Grm 1 à 8) 

L’expression de l’ARN mGluR 6 est trop faible au niveau du CA1 de l’hippocampe 

pour être analysée. Les récepteurs métabotropiques majoritaires sont les récepteurs mGluR 

3 et mGuR 5 dont l’expression absolue est en moyenne 11 fois plus élevée que celle des 

autres récepteurs métabotropiques du glutamate. Cependant, ces récepteurs majoritaires 

ne voient pas leur expression modulée ni par le stress, ni par le régime alimentaire. Seule 

l’expression des récepteurs mGluR2, mGlur7 et mGlur8 est modifiée de manière significative 

en fonction du groupe expérimental.  

Ainsi, le régime enrichi en AGPI-LC n-3 induit une augmentation de 84% de 

l’expression génique de mGluR2 (p=0,001) et de 50% de celle de mGluR8 (p=0,036) 

comparativement aux rats équilibrés non stressés.  

De plus, on observe un effet global du stress (F(1,28)=9,198 ; p=0,005) sur 

l’expression de mGluR7. Cet effet n’est significatif que chez les rats équilibrés, qui 

présentent une augmentation de 48% de l’expression génique de mGluR7 (p=0,015).  

IV.3. Transporteurs du glutamate 

IV.3.1 Transporteurs vésiculaires du glutamate (V-Glut 1 et 2) 

Le transporteur vésiculaire au glutamate V-Glut1 est largement majoritaire au niveau 

de la zone CA1 de l’hippocampe. Ainsi, son expression génique est 57 fois plus importante 

que celle du transporteur V-Glut2.  
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Figure 55 : Impact du protocole de stress sur l’expression génique de différents marqueurs au niveau de la zone CA1 de l’hippocampe 

Les résultats (Moyenne ± SEM ; n = 5 par groupe) sont exprimés en 2-∆∆Ct, où l’abondance du gène d’intérêt est normalisée par rapport à la GAPDH et par 
rapport aux animaux non stressés du groupe alimentaire correspondant. Ils ont été analysés par ANOVA 2 (régime*stress) suivie de tests post-hoc de 
Bonferroni. Seuls les marqueurs modulés de manière significative (p<0,05) en fonction du régime alimentaire sont représentés. 
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L’expression génique de ces 2 transporteurs vésiculaires n’est modulée ni par le 

régime alimentaire, ni par le protocole de stress de contention.  

IV.3.2 Transporteurs astrocytaires du glutamate (GLAST et GLT-1) 

Le transporteur astrocytaire au glutamate GLT-1 est largement majoritaire au niveau 

de la zone CA1 de l’hippocampe, son expression étant 3 fois plus importante que celle du 

transporteur GLAST.  

L’expression génique de ces 2 transporteurs astrocytaires n’est modulée ni par le 

régime alimentaire, ni par le protocole de stress de contention.  

IV.4. Marqueurs de l’exocytose 

Six marqueurs impliqués dans le processus d’exocytose ont été étudiés : la syntaxine 

1A (Stx1A), SNAP 25 (synaptosomal-associated protein 25) et VAMP 2 (Vesicle-associated 

membrane protein 2), la synaptophysine (Syp), la synaptotagmine 1 (Syt 1) et la synapsine I 

(Syn1). Seules les expressions de la Stx1A, SNAP 25 et la Syp sont modulées de manière 

significative lors des différents traitements.  

Comparativement aux animaux équilibrés, la déficience en AGPI n-3 induit une 

augmentation globale de 26% de l’expression de Syp (p=0,042) et de 68% de celle de SNAP25 

(p=0,003), tandis que l’enrichissement en AGPI-LC n-3 a surtout un effet sur l’expression de 

la Stx1a qu’il augmente globalement de 48% (p=0,018). 

De plus, le stress chronique de contention exerce un effet global (F(1,28)=9,059 ; 

p=0,005) sur l’expression de la Stx1A. Ainsi, suite au stress, on observe une augmentation de 

l’expression de cette protéine de 22% chez les déficients (ns), de 42% chez les équilibrés 

(p=0,078) et de 26% chez les enrichis (p=0,071).  

IV.5. Récepteurs aux corticoïdes (GR et MR) 

Le récepteur aux minéralocorticoïdes (MR) est légèrement plus exprimé que le 

récepteur aux glucocorticoïdes, GR au niveau de la zone CA1 de l’hippocampe. L’expression 

génique des récepteurs GR et MR n’est modulée ni par le régime alimentaire, ni par le 

protocole de stress de contention. 
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IV.6. Marqueurs du métabolisme lipidique 

IV.6.1 Facteurs de transcription (PPARs) 

L’expression de l’ARNm PPAR gamma est trop faible au niveau de la zone CA1 de 

l’hippocampe pour être analysée. Les résultats montrent que l’expression de PPARδ est 

triplée par rapport à celle de PPARα. Seule l’expression de PPARδ est modulée en fonction 

des différents groupes expérimentaux.  

Comparativement aux animaux équilibrés, la déficience en AGPI n-3 et 

l’enrichissement en AGPI-LC n-3 induisent une augmentation de 66% (p=0,011) et de 77% 

(p=0,003) respectivement. Le stress de contention augmente l’expression de ce marqueur 

chez les rats équilibrés (+58% ; p=0,01), mimant ainsi l’effet d’une déficience en AGPI n-3 ou 

d’un enrichissement en AGPI-LC n-3.   

IV.6.2 Phospholipases A2 (PLA2) 

L’expression de l’ARNm sPLA2 est trop faible au niveau de la zone CA1 de 

l’hippocampe pour être analysée. L’expression génique de la iPLA2 est multipliée par 6 par 

rapport à celle de la cPLA2.  

L’expression des isoformes i et c des PLA2 n’est modulée ni par le régime alimentaire, 

ni par le protocole de stress de contention. 

IV.6.3 Cyclooxygénase (COX2) et lipoxygénases (Alox 5, 12 et 15) 

L’expression des ARNm Alox 12 et Alox 15 est trop faible au niveau de la zone CA1 de 

l’hippocampe pour être analysée.  

L’expression de l’Alox 5 ainsi que celle de la COX 2 ne sont modulées ni par le régime 

alimentaire, ni par le stress de contention. 

IV.7. Autres marqueurs 

IV.7.1 Marqueurs astrocytaires : Sérine Racémase (SRR), Glutamine Synthase (Glul), 

S100β, GFAP et Vimentine 

L’expression génique des ARNm SRR, Glul, S100β et GFAP ne sont pas modulées ni 

par le régime alimentaire, ni par le stress de contention. Seule l’expression de la vimentine 

varie en fonction des différents groupes expérimentaux.  
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Ainsi, comparativement aux rats équilibrés, la déficience en AGPI n-3 et 

l’enrichissement en AGPI-LC n-3 induisent respectivement une augmentation globale de 82% 

(p=0,002) et de 98% (p=0,002) de l’expression de la vimentine. Le stress de contention 

augmente l’expression de ce marqueur chez les rats équilibrés uniquement(+84% ; p=0,001), 

mimant ainsi l’effet d’une déficience en AGPI n-3 ou d’un enrichissement en AGPI-LC n-3.   

IV.7.2 Marqueurs neuronaux : Map2  

L’expression génique de Map2 n’est modulée ni par le régime alimentaire, ni par le 

protocole de stress de contention, ni par l’interaction entre les 2 facteurs. 
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Figure 56 : Pourcentage de libération basale et stimulée au KCl 105mM et au Carbachol 

1mM de NA des cellules SH_SY5Y en condition témoin 

La libération de NA par les cellules SH_SY5Y a été étudiée sous 3 conditions de stimulation : basale 
qui correspond à la libération spontanée, stimulée au KCl 105mM qui induit une dépolarisation des 
membranes ou stimulée au Carbachol 1mM qui induit l’activation des récepteurs muscariniques 
couplés à des protéines G. Les résultats (Moyenne ± SEM ; n = 20), analysés par ANOVA 1 
(stimulation) suivie de post-hoc tests de Bonferroni, révèlent un effet global des stimulations 

(F(2,140)=359,413 ; p<0,001). a, b, c : valeurs significativement différentes (p<0,05) 
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Partie 3 : Etude de la modulation de libération de noradrénaline par les AGPI et par les 

glucocorticoïdes sur un modèle de neuroblastomes humains SH_SY5Y 

I. Mesure de la libération de noradrénaline en conditions basale et stimulées 

L’effet des différentes stimulations (basale (KCl 5 mM) et stimulées (KCl 105 mM et 

carbachol 1 mM)) sur la libération de noradrénaline tritiée par les cellules SH_SY5Y est 

résumé dans la Figure 56. La libération de NA par les cellules SH_SY5Y a été étudiée sous 3 

conditions de stimulation : basale qui correspond à la libération spontanée, stimulée au KCl 

105mM qui induit une dépolarisation des membranes ou stimulée au Carbachol 1mM qui 

induit l’activation des récepteurs muscariniques couplés à des protéines G. 

En condition basale, les cellules libèrent en moyenne 3,3 ± 0,1 % de la noradrénaline 

qu’elles ont captée préalablement pendant 1h. La stimulation de la libération par l’ajout de 

KCl 105 mM ou de Carbachol 1mM augmente de manière significative cette libération. Ainsi, 

les cellules stimulées avec du KCl 105 mM voient leur libération triplée (p<0,001) et 

atteindre en moyenne 10,5 ± 0,3 %. La stimulation au Carbachol 1mM induit une 

augmentation intermédiaire de l’amplitude de libération, atteignant en moyenne 6,3 ± 0,3 

%.  

II. Etude de l’effet-dose des AGPI sur la capture et la libération de noradrénaline 

Cette partie de l’étude vise à étudier l’effet dose-dépendant (0 à 70 µM) de différents 

AGPI (DHA et AA) sur la capture et la libération de noradrénaline par les cellules SH_SY5Y, 

d’une part lors d’une supplémentation à long terme (72h).  

Libération basale : pour chaque dose (5 à 70 µM) et chaque AGPI (DHA et AA), les 

résultats sont exprimés en % de libération basale mesurée pour des cellules témoins (en 

absence d’AGPI). 

Libération stimulée par le KCl 105 mM : pour chaque condition de supplémentation 

en AGPI, les résultats sont exprimés en % de libération basale respective. 

Libération stimulée par le carbachol 1 mM : pour chaque condition de 

supplémentation en AGPI, les résultats sont exprimés en % de libération basale respective. 
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Figure 57 : Libération de NA basale et stimulée au KCl 105mM et au Carbachol 1mM par les 

cellules SH_SY5Y supplémentées d’AGPI (DHA, AA) pendant 72h 

La libération de NA par les cellules SH_SY5Y a été étudiée sur des cellules supplémentées à des doses 
croissantes d’AGPI (DHA ou AA). Les résultats (Moyenne ± SEM ; n = 10), analysés par ANOVA 2 
(AGPI*concentration), révèlent un effet global du type d’AGPI utilisé sur la libération basale 
(F(1,204)=25,486 ; p<0,001), stimulée au KCl 105mM (F(1,206)=34,271 ; p<0,001) et stimulée au 
Carbachol 1mM (F(1,64)=9,001 ; p=0,004). Les effets ont ensuite été caractérisés par des tests post-
hoc de Bonferroni. * : pour un type d’AGPI, significativement différent de la condition témoin sans 
AGPI (p<0,05)     
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II.1. Effet de la supplémentation en AGPI pendant 72h sur la capture de noradrénaline 

La capacité de capture des cellules est estimée en calculant le pourcentage de 

radioactivité totale captée par les cellules SH_SY5Y à l’issue d’une heure d’incubation en 

présence de NA tritiée.  

En moyenne, en absence d’AGPI, les cellules SH_SY5Y captent 9,0 ± 0,2 % de la 

radioactivité totale. L’ajout dans le milieu de culture de DHA ou d’AA à différentes doses (de 

5µM à 70µM) pendant 72h ne modifie pas la capacité de capture des cellules, quels que 

soient l’AGPI et la dose utilisée. 

II.2. Effet de la supplémentation en AGPI pendant 72h sur la libération de 

noradrénaline 

II.2.1 Etude de la libération basale (Figure 57) 

Comparativement aux cellules témoins (sans AGPI), la supplémentation du milieu de 

culture pendant 72h avec de l’AA ne modifie pas la libération basale des cellules, quelle que 

soit la concentration utilisée. Le DHA, quant à lui, induit une augmentation significative de 

16% et de 12% de la libération basale de NA aux concentrations 50 µM (p=0,002) et 70µM 

(p=0,003), respectivement. 

II.2.2 Etude de la libération stimulée au KCl 105mM (Figure 57) 

Comparativement aux cellules témoins (sans AGPI), la supplémentation en DHA 

réduit le % de libération de NA, de façon significative à partir de la concentration 50µM (-

25% ; p<0,01). A l’inverse, la supplémentation en AA engendre une augmentation 

significative d’environ 23% de la libération de NA à partir de la concentration 30µM (p<0,05).  

II.2.3 Etude de la libération stimulée au Carbachol 1mM (Figure 57) 

Comparativement aux cellules témoins (sans AGPI), la supplémentation en DHA 

pendant 72h, quelle que soit la concentration, ne modifie pas la libération de NA stimulée au 

Carbachol 1mM des cellules SH_SY5Y, tandis que la supplémentation en AA l’augmente 

significativement de 41 % (p=0,006) et 53 % (p<0,001), respectivement, aux concentrations 

30 et 70 µM. 
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En résumé, lorsqu’ils sont incubés pendant 72h, les AGPI ont des effets spécifiques 

sur les différents types de libération. Ainsi, la supplémentation en DHA stimule la libération 

basale et inhibe la libération stimulée au KCl, tandis que la supplémentation en AA 

potentialise les libérations stimulées aussi bien au KCl qu’au Carbachol.  
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III. Etude des effets croisés d’une supplémentation en AGPI et d’un traitement par 

l’hormone du stress (hydrocortisone, OH-C) 

Les conditions de traitement par les AGPI testées dans cette partie de l’étude ont été 

la supplémentation à long terme (72h) en DHA ou en AA, aux doses de 30 µM ou 70 µM. La 

condition de stress a été mimée en traitant les cellules pendant 1h ou 24h avec de 

l’hydrocortisone 100nM, préalablement aux mesures de capture ou de libération de 

noradrénaline.  

Après avoir déterminé l’effet de l’hydrocortisone seule par une ANOVA 1, les 

résultats obtenus ont été analysés, d’une part, pour déterminer l’effet croisé de la 

supplémentation en AGPI et du traitement par l’hydrocortisone pendant 1h ou 24h par une 

ANOVA 2 (supplémentation AGPI x traitement à l’hydrocortisone), d’autre part pour 

déterminer l’effet de la dose d’AGPI testée, pour chaque AGPI (dose d’AGPI x traitement à 

l’hydrocortisone). Toutes les analyses sont suivies de tests post-hoc de Bonferroni. 

III.1.Mesure de la capture de noradrénaline 

L’analyse des résultats par ANOVA 1 révèle un effet global du traitement à 

l’hydrocortisone 100nM (F(2,481)=29,301 ; p<0,001), qui diminue de 20% la capture de 

noradrénaline par les cellules SH_SY5Y (p<0,001), quel que soit le temps d’incubation, 

comparativement aux cellules témoins. Cet effet est également observé sur des cellules 

supplémentées pendant 72h en DHA ou en AA, quelle que soit la concentration d’AGPI 

testée. L’effet inhibiteur de l’hydrocortisone sur la capture de noradrénaline par les cellules 

SH-SY5Y semble donc indépendant de leur statut membranaire en AGPI. 

III.2.Mesure de la libération de noradrénaline : effet de l’hydrocortisone sur les cellules 

témoins (Figure 58) 

L’analyse par ANOVA 1 révèle un effet significatif du traitement par l’OH-C 100nM sur 

la libération basale de noradrénaline (F(2,79)=5,525 ; p=0,006). Ainsi, l’incubation des 

cellules pendant 1h en présence d’OH-C 100nM induit une diminution de 18% de la 

libération basale de noradrénaline (p=0,005), comparativement aux cellules témoins ; en 

revanche, l’incubation de 24h est sans effet. En revanche, aucun effet de l’OH-C 100nM n’est 

mis en évidence sur la libération stimulée au KCl 105mM, ni sur la libération induite par le 

Carbachol 1mM, quelle que soit la durée de traitement. 
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Figure 58 : Libération basale et stimulée au KCl 105mM et au Carbachol 1mM par les 

cellules SH_SY5Y supplémentées en AGPI (DHA et AA) pendant 72h et/ou d’OH-C 100nM 

La libération de NA par les cellules SH_SY5Y supplémentées avec différentes doses d’AGPI (DHA et 
AA) a été testée par incubation pendant 1h ou 24h avec de l’OH-C. Les résultats (Moyenne ± SEM ; n 
= 4) ont été analysés 1) par ANOVA 2 (Type d’AGPI x Temps d’incubation à l’OH-C) afin de 
caractériser l’effet croisé de l’OH-C et des AGPI et 2) pour chaque AGPI, par ANOVA 2 (Dose d’AGPI x 
Temps d’incubation à l’OH-C) afin de voir si l’effet croisé des AGPI avec l’OH-C est dépendant de la 
dose d’AGPI utilisée. Toutes ces analyses sont suivies de tests post-hoc de Bonferroni. a, b : effet 
significatif du traitement en OH-C 100nM au sein d’une même condition en AGPI ; * : effet significatif 
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III.3. Mesure de la libération de noradrénaline : effet croisé de l’hydrocortisone et d’une 

supplémentation en AGPI pendant 72h  

Dans cette partie de l’étude, nous avons cherché à savoir si l’enrichissement préalable 

des cellules en AGPI (DHA ou AA) pouvait moduler les effets propres de l’incubation à l’OH-C.  

III.3.1 Etude de la libération basale (Figure 58) 

Nous avons vu que l’OH-C incubée pendant 1h induit une diminution de la libération 

basale de noradrénaline. Les résultats montrent que cette inhibition n’a pas lieu lorsque les 

cellules ont préalablement été supplémentées en AGPI (DHA ou AA) à la concentration de 

30µM. En revanche, l’inhibition de la libération basale par l’OH-C est retrouvée sur des 

cellules supplémentées en AGPI (DHA ou AA) à la concentration de 70µM, aussi bien lors 

d’une incubation d’1h à l’OH-C (p<0,001) que lors d’une incubation de 24h (p=0,007).  

Ainsi, si à une dose de 30µM, les AGPI semblent protéger la libération basale de 

noradrénaline des effets de l’OH-C, ces effets sont maintenus (DHA), voire renforcés (AA) 

lorsque les cellules sont cultivées en présence des AGPI pendant 72h à la concentration de 

70µM.  

III.3.2 Etude de la libération stimulée au KCl 105mM (Figure 58) 

Nous avons vu que seule, l’OH-C ne modifie pas le % de libération stimulée de 

noradrénaline, quel que soit le temps d’incubation (1h ou 24h). Sur des cellules 

supplémentées en DHA ou en AA à la concentration 70µM, l’OH-C incubée pendant 1h ou 

pendant 24h induit une augmentation significative de la libération stimulée au KCl 105mM.  

Ainsi, l’OH-C est sans effet sur la libération de noradrénaline stimulée par le KCl 105 

mM dans des cellules témoins. En revanche, l’hydrocortisone potentialise l’effet stimulant 

de l’AA 70µM et annule l’effet inhibiteur du DHA 70µM sur la libération de noradrénaline. 

III.3.3 Etude de la libération stimulée au Carbachol 1mM (Figure 58) 

Nous avons vu que l’OH-C ne module pas la libération de noradrénaline après 

stimulation au Carbachol 1mM dans les cellules témoins. Les résultats sont identiques dans 

des cellules supplémentées en DHA ou en AA. 
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 Capture Libération basale 
Libération 

stimulée au KCl 
105mM 

Libération 
stimulée au 

Carbachol 1mM 

     

Cellules témoins 9% 3,3% 10,5% 6,3% 

Cellules 
supplémentées en 

DHA 
_ ↑ 12% dès 50µM ↓ 25% dès 50µM _ 

Cellules 
supplémentées en AA 

_ _ ↑ 23% dès 30µM ↑ 41% dès 30µM 

     

Cellules incubées avec 
de l'OH-C 

↓ 20% quel que 
soit le temps 
d'incubation 

↓ 18% 
uniquement suite 
à 1h d'incubation 

_ _ 

Cellules 
supplémentées en 

DHA incubées avec de 
l'OH-C 

Maintien de 
l'effet inhibiteur 

de l'OH-C 

Effet de l'OH-C 
inhibé si DHA 

30µM et 
maintenu si DHA 

70µM  

Effet de l'OH-C si 
DHA 70µM qui 
annule l'effet 

propre du DHA 

_ 

Cellules 
supplémentées en AA 

incubées avec de  
l'OH-C 

Maintien de 
l'effet inhibiteur 

de l'OH-C 

Effet de l'OH-C 
inhibé si AA 

30µM et renforcé 
si AA 70µM  

Effet de l'OH-C si 
AA 70µM qui 
potentialise 

l'effet propre de 
l'AA 

_ 

Tableau 21 : Récapitulatif des résultats obtenus sur l’étude de la capture et de la libération 

de NA par les cellules SH_SY5Y 
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En résumé, l’OH-C incubée pendant 1h réduit la libération basale. Cet effet est inhibé 

lorsque les cellules sont supplémentées en AGPI (DHA ou AA) à 30µM et à l’inverse maintenu 

voire renforcé sur des cellules supplémentées en AGPI à 70µM. Sur des cellules témoins, 

l’OH-C ne module pas la libération stimulée au KCl. Cependant, lorsque les cellules ont été 

supplémentées en AGPI (DHA ou AA) à 70µM, l’OH-C augmente la libération stimulée au KCl 

105mM, potentialisant l’effet de l’AA et à l’inverse, inhibant l’impact du DHA sur cette 

libération. De plus, quel que soit le statut lipidique des cellules, l’OH-C n’a aucun effet sur la 

libération stimulée au Carbachol, suggérant ainsi que son effet passe par la régulation des 

flux ioniques et notamment des canaux potassiques. Les résultats obtenus au cours de notre 

étude sur la lignée de neuroblastomes humains SH_SY5Y sont résumés dans le Tableau 21.   
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Partie 4 : Etude de la modulation du fonctionnement astrocytaire par les AGPI et les 

glucocorticoïdes sur un modèle de culture primaire d’astrocytes de rats nouveau-nés 

Nous avons  évalué l’influence de la teneur membranaire en DHA et en AA en 

incubant les astrocytes avec du DHA ou AA  (30 µM) pendant toute la durée de la culture.  

Pour évaluer un des impacts du stress sur les fonctions astrocytaires, nous avons 

incubé les cellules en présence de corticostérone, principale hormone du stress chez le 

rongeur, à 100 nM  pendant 1h, 2 jours ou 6 jours. Selon les paramètres étudiés, nous ne 

présenterons que les résultats les plus caractéristiques, sachant que des effets similaires de 

la corticostérone ont été obtenus après 2 ou 6 jours d’incubation. 

 

I. Etude morphologique des astrocytes en culture par immunohistochimie 

La plasticité morphologique des astrocytes joue un rôle important dans la régulation 

de la neurotransmission en modulant la présence astrocytaire autour des synapses. Elle est 

caractérisée par le déploiement ou la rétraction de prolongements principaux riches en 

GFAP et de filopodes périphériques dont le cytosquelette n’est constitué que d’ezrine qui 

appartient à la famille des protéines ERM reliant les filaments d’actine et la membrane 

plasmique.  

Nous avons étudié la morphologie générale des astrocytes et l’émission de leurs 

prolongements  principaux par marquage de la principale protéine des filaments 

intermédiaires astrocytaires, la GFAP (Figure 59). La capacité des cellules à émettre de fins 

filopodes périphériques a été caractérisée par le marquage de l’ezrine (Figure 60). Nous 

avons également évalué la motilité des filopodes astrocytaires en marquant l’activation des 

complexes d’adhérence focale. Ces complexes protéiques permettent à la cellule d’interagir 

avec la matrice extracellulaire. Ils sont constitués par l’association de nombreuses protéines, 

dont la vinculine, l’α-actinine, la taline, la paxiline, qui relient les intégrines (récepteurs des 

constituants de la matrice extracellulaire) aux fibres du cytosquelette d’actine. L’interaction 

de la cellule avec la matrice extracellulaire induit des signaux via les intégrines, induisant 

l’activation des complexes d’adhérence focale par tyrosine-phosphorylation (via la FAK : 

kinase d’adhérence focale) des protéines constitutives. Le niveau de tyrosine-

phosphorylation des complexes d’adhérence focale reflète ainsi le niveau de motilité de la 



 234 

Figure 59 : Immuno-marquage de la GFAP (filaments intermédiaires du cytosquelette) sur les 

astrocytes en culture primaire 

Les astrocytes ont été supplémentés en Vitamine E 30µM seule ou avec du DHA 30µM ou avec de l’AA 30 µM 

pendant toute la durée de la culture. Pendant les 2 derniers jours, les astrocytes ont été incubés avec de la 

corticostérone à 100 nM en milieu partiellement déplété en sérum (1 % SVF). Les cellules ont ensuite été 

immuno-marquées pour la GFAP (rouge). 
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Figure 60 : Immuno-marquage de l’ezrine (filopodes périphériques) sur les astrocytes en culture 

primaire. 

Les astrocytes ont été supplémentés en Vitamine E 30µM seule ou avec du DHA 30µM ou avec de l’AA 30 µM 

pendant toute la durée de la culture. Pendant les 2 derniers jours, les astrocytes ont été incubés avec de la 

corticostérone à 100 nM en milieu partiellement déplété en sérum (1 % SVF). Les cellules ont ensuite été 

immuno-marquées pour l’ezrine (vert). 
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Figure 61 : Immuno-marquage de l’actine (cytosquelette) et P-Tyr (activation des complexes 

d’adhérence focale) sur les astrocytes en culture primaire 

Les astrocytes ont été supplémentés en Vitamine E 30µM seule ou avec du DHA 30µM ou avec de l’AA 30 µM 

pendant toute la durée de la culture. Pendant les 2 derniers jours, les astrocytes ont été incubés avec de la 

corticostérone à 100 nM en milieu partiellement déplété en sérum (1 % SVF). Les cellules ont ensuite été 

immuno-marquées pour l’actine (rouge) et la Phospho-Tyrosine (vert). 
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cellule. La motilité cellulaire peut être liée à des processus de migration cellulaire, ou de 

changements morphologiques tels que l’émission de filopodes ou lamellipodes. 

L’immunomarquage de la phosphotyrosine met ainsi en évidence le niveau d’activation des 

complexes d’adhérence focale, localisés à l’extrémité des fibres d’actine, et permet 

d’estimer la capacité de motilité/formation des filopodes des astrocytes (Figure 61). 

I.1.Impact de la corticostérone sur la morphologie astrocytaire 

Après 15 jours de culture et en présence d’une teneur réduite en SVF (1%), les 

astrocytes témoins (sans AGPI, ni corticostérone) présentent  un phénotype différencié, avec 

une forme stellaire caractérisée par l’émission de prolongements riches en GFAP. Le 

marquage à l’ezrine révèle l’émission de fins et courts filopodes sur la périphérie des cellules 

(Figures 59 et 60).  

Le traitement par la corticostérone (100 nM, pendant 2 ou 6 jours) favorise au 

contraire une morphologie moins différenciée, dite pavimenteuse, s’apparentant à la 

morphologie des astrocytes en fin de phase de prolifération (avant la différentiation 

morphologique). La corticostérone s’oppose à l’émission de prolongements de GFAP, ainsi 

qu’à celle des fins filopodes marqués par l’ezrine (Figures 59 et 60). De plus, elle favorise 

l’organisation de l’actine en anneaux corticaux. Le marquage  de la phospho-tyrosine est 

regroupé en amas, d’apparence peu fonctionnelle. Le marquage P-Tyr des complexes 

d’adhérence focale est normalement de taille plus faible, punctiforme ou en « batonnets » 

et situé à l’extrémité des fibres d’actine, ce qui n’est pas le cas sur les astrocytes traités à la 

corticostérone. Ceci suggère une désorganisation/disparition des complexes d’adhérence 

focale (Figure 61). 

I.2. Impact de l’enrichissement en AGPI sur la morphologie astrocytaire 

En milieu enrichi en DHA 30 µM, les astrocytes adoptent une morphologie étirée. Ils 

présentent des prolongements principaux plus larges comparativement aux cellules témoins 

et ces prolongements prennent une orientation plus bipolaire que stellaire. Les cellules 

orientent leurs prolongements parallèlement les uns aux autres (Figure 59). Ces cellules 

enrichies en DHA émettent des filopodes périphériques (marquage de l’ezrine) plus 

nombreux et surtout plus allongés que les cellules témoins (Figure 60). De plus, le traitement 

au DHA 30µM favorise l’apparition de fibres de stress (marquage à l’actine) (Figure 61).  
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Figure 62 : Evolution de la morphologie (marquage GFAP) des astrocytes supplémentés en 

DHA 30µM en fonction du temps d’exposition à la corticostérone 

Les astrocytes ont été supplémentés en Vitamine E 30µM avec du DHA 30µM pendant toute la durée de la 

culture. Pendant les 2 ou 6 derniers jours, les astrocytes ont été incubés avec de la corticostérone à 100 nM en 

milieu partiellement déplété en sérum (1 % SVF).Les cellules ont été ensuite immuno-marquées pour la GFAP 

(rouge).
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En milieu enrichi en AA 30µM, les astrocytes présentent une morphologie 

globalement similaire à celle des cellules témoins. Cependant, ils émettent moins de 

filopodes ; le marquage à l’ezrine est ainsi fortement condensé en petits points à la 

périphérie des cellules (Figure 60). Comparativement  aux cellules témoins, les astrocytes 

enrichis en AA 30µM présentent également davantage de fibres de stress et cet effet est 

encore plus marqué que sur les cellules enrichis en DHA 30µM. Le traitement en AA favorise 

l’activation des complexes d’adhérence focale, avec une augmentation marquée des résidus 

P-Tyr à l’extrémité des fibres d’actine (Figure 61).  

I.3. Effet combiné de la corticostérone et des AGPI sur la morphologie astrocytaire 

Les astrocytes enrichis en DHA présentent une résistance partielle à l’effet de la 

corticostérone lorsque l’incubation est limitée à 2 jours. Lorsque la corticostérone est 

appliquée pendant 6 jours, l’effet morphologiquement dé-différenciateur de la 

corticostérone l’emporte (Figure 62).  

En effet, après 2 jours d’incubation en présence de corticostérone, les cellules 

enrichies en DHA continuent à émettre des prolongements de GFAP orientés. Cependant, les 

filaments de GFAP apparaissent moins denses et plus fins qu’en absence de C100nM (Figure 

59). De même, l’effet de la C100nM sur la formation d’anneaux corticaux est limité sur les 

cellules enrichies en DHA 30µM ; ces astrocytes présentent des anneaux d’actine corticale, 

mais également un grand nombre de fibres de stress d’actine (Figure 61). En revanche, la 

corticostérone supprime l’impact stimulant du DHA sur l’émission des filopodes 

périphériques : le marquage de l’ezrine périphérique est punctiforme et ne révèle plus de 

filopodes (Figure 60). L’impact d’une incubation de 2 jours à la C100nM est donc limité sur 

l’organisation de la GFAP et de l’actine au sein des astrocytes enrichis en DHA, mais restreint 

l’émission des fins filopodes. Lors d’une incubation plus longue (6 jours), l’impact de la 

C100nM sur la morphologie astrocytaire l’emporte et les astrocytes, bien qu’enrichis en DHA 

30µM, présentent une morphologie pavimenteuse avec une forte réduction de l’émission 

des prolongements de GFAP, une organisation préférentielle de l’actine en anneaux 

corticaux et l’inhibition de l’émission de filopodes.  

Les astrocytes enrichis en AA 30µM présentent une réponse morphologique de dé-

différenciation à la corticostérone qui s’apparente à celle des cellules témoins (après 2 ou 6  



 240 

 

Figure 63 : Immuno-marquage des récepteurs aux glucocorticoïdes GR sur les astrocytes en culture 

primaire 

Les astrocytes ont été supplémentés en Vitamine E 30µM seule ou avec du DHA 30µM ou avec de l’AA 30 µM 

pendant toute la durée de la culture. Pendant les 2 derniers jours, les astrocytes ont été incubés avec de la 

corticostérone à 100 nM en milieu partiellement déplété en sérum (1 % SVF). Les cellules ont ensuite été 

immuno-marquées pour les récepteurs GR (bleu cyan) 
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jours d’incubation). Comme l’enrichissement en AA induit une activation des complexes 

d’adhérence focale, la désorganisation de ces complexes par la corticostérone est d’autant 

plus évidente au niveau du marquage qui se présente en gros amas, très nombreux et 

d’apparence peu fonctionnelle, comme observé sur les cellules témoins traitées par la 

corticsotérone (Figure 61). 

II. Etude des récepteurs aux glucocorticoïdes 

II.1.Localisation des différents types de récepteurs par immunohistochimie (Figure 63) 

L’étude par immunomarquage du récepteur MR ne révèle aucun effet de la 

supplémentation en AGPI ou du traitement à la corticostérone. Les récepteurs MR sont 

répartis de manière diffuse au sein du cytoplasme des cellules.  

Le récepteur GR est, quant à lui, réparti entre le cytoplasme et le noyau sur des 

cellules témoins. Le traitement des astrocytes à  la corticostérone, induit un renforcement 

de la répartition nucléaire de ce récepteur : le marquage apparait plus intense dans le 

noyau, et plus faible dans le cytoplasme.  Cet effet peut indiquer soit d’une translocation du 

récepteur au niveau nucléaire, soit d’une diminution de l’expression de ce dernier au niveau 

cytoplasmique.  
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Figure 64 : Expression protéique des récepteurs aux glucocorticoïdes GR sur les astrocytes 

en culture primaire 

Vit E : Vitamine E 30 µM ; DHA : Vitamine E 30 µM + DHA 30µM ; AA : Vitamine E 30 µM + AA 30µM 

Les astrocytes ont été supplémentés en Vitamine E 30µM seule ou avec du DHA 30µM ou avec de l’AA 30 µM 
pendant toute la durée de la culture. Pendant les 2 derniers jours, les astrocytes ont été incubés avec de la 
corticostérone à 100 nM en milieu partiellement déplété en sérum (1% SVF). Les valeurs (Moyenne ± SEM ; n = 
3 par groupe) correspondent au ratio d’intensité GR sur actine, exprimé en pourcentage de la valeur obtenue 
pour les cellules témoins (Vit E) sur le même gel. L’analyse par ANOVA 2 (AGPI x traitement à la corticostérone) 
révèle un effet des traitements aux AGPI (F(2,18)=4,924 ; p=0,02) et à la corticostérone (F(1,18)=82,563 ; 
p<0,001), sans interaction entre les 2 facteurs. Des tests post-hoc de Bonferroni ont permis de préciser les 
effets. a, b : effet significatif du traitement en AGPI sur les cellules cultivées sans corticostérone ; * : pour 
chaque condition en AGPI, effet significatif du traitement à la corticostérone. 
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II.2.Etude de l’expression protéique de GR par Western Blot 

L’étude immunohistochimique révélant des modulations de la répartition de GR au 

sein des astrocytes en fonction des différents traitements, nous avons choisi de compléter 

cette étude en analysant par Western Blot l’expression protéique de ce récepteur aux 

glucocorticoïdes (Figure 64). 

La réponse des astrocytes à la corticostérone (100 nM, 2 jours d’incubation) se 

caractérise par une forte diminution de l’expression de GR (-66% ; p<0.001). Le traitement 

aux AGPI, DHA ou AA, induit également une diminution (p= 0,02), plus faible, de l’expression 

de GR (-36% pour le DHA, -23% pour l’AA). La réponse à la corticostérone inhibitrice sur son 

propre récepteur est néanmoins maintenue sur les astrocytes enrichis en DHA (-63% ; 

p=0,002) ou en AA (-62% ; p<0,001). Ainsi, quel que soit le statut lipidique des astrocytes, le 

traitement à la corticostérone réduit fortement l’expression protéique des transporteurs GR.  
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Figure 65 : Capacité de capture du glutamate des astrocytes cultivés dans différentes conditions de 

culture (0%SVF, 0,65%SVF, 1% SVF, Vitamine E) et/ou de Corticostérone 100nM pendant 1h (A.), 

24h (B.), ou 6 jours (C.) 

Afin de vérifier l’impact de nos conditions de culture, l’effet de la corticostérone 100nM (C100nM) a été 
appréhendé sur des astrocytes, cultivés en milieu déplété en sérum SVF (0%, 0,65% ou 1%) en présence ou non 
de Vitamine 30µM pendant 1h, 24h ou 6 jours. Les résultats (Moyenne ± SEM ; n = 6 par condition) sont 
exprimées en dpm/µg de protéines. L’analyse par ANOVA 2 (condition de culture*traitement C100nM) pour 
chaque temps d’incubation révèle un effet global du traitement à la C100nM pendant 24h (F(1,39)=15,735 ; 
p<0,001) et pendant 6 jours (F(1,34)=23,374 ; p<0,001). Les différents effets ont été caractérisés par des tests 
post-hoc de Bonferroni. a, b : effet significatif de la condition de culture en absence de C100nM ; * : effet 
significatif de C100 nM au sein d’une même condition de culture 
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III. Etude des capacités de capture du glutamate 

III.1.Impact d’un traitement en C100nM sur les capacités de capture du glutamate en 

fonction de la supplémentation en sérum et/ou Vitamine E du milieu 

Pour caractériser l’effet de la corticostérone sur la capture du glutamate, nous avons 

d’abord vérifié l’impact des conditions de culture imposées par les différents traitements, 

c'est-à-dire la  présence de SVF, nécessaire pour prévenir la dégradation cellulaire, et la 

présence de Vit E nécessaire pour limiter la peroxydation lipidique.  

Nous avons montré que la présence de SVF (1% ou 0.65% versus 0%) n’influence pas 

le niveau de capture du glutamate (Figure 65). En revanche la présence de Vitamine E (30 

µM) réduit faiblement la capture du glutamate (-10% à -15%, comparativement aux cellules  

Figure 65 A et C).  

Le traitement d’une heure à la corticostérone 100 nM (Figure 65A) n’a pas d’effet sur 

la capture du glutamate. En revanche, le traitement à la corticostérone 100 nM, à plus long 

terme, induit une augmentation significative de la capture du glutamate (+10% après 2 jours 

d’incubation, Figure 65B ; +25% après 6 jours d’incubation, Figure 65C). 

Nous avons montré également que la concentration en Sérum du milieu (1%, 0.65% 

ou 0%), ou la présence de Vit E (30 µM) n’influencent pas l’effet de la corticostérone sur la 

capture du glutamate (Figure 65). 
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Figure 66 : Capacité de capture du glutamate des astrocytes cultivés en présence d’AGPI 

(DHA et AA) et/ou de Corticostérone 100nM pendant 6 jours 

Vit E : Vitamine E 30 µM ; DHA : Vitamine E 30 µM + DHA 30µM ; AA : Vitamine E 30 µM + AA 30µM 

Les astrocytes ont été supplémentés en Vitamine E 30µM seule ou avec du DHA 30µM ou avec de l’AA 30 µM 
pendant toute la durée de la culture. Pendant les 6 derniers jours, les astrocytes ont été incubés avec de la 
corticostérone à 100 nM en milieu partiellement déplété en sérum (1% SVF). Les résultats de la capture de 
glutamate par les cellules (Moyenne ± SEM ; n = 8 par groupe) sont exprimés en dpm/µg de protéines. Et ont 
été analysés par ANOVA 2 (AGPI x traitement à la corticostérone) suivie de tests post-hoc de Bonferroni. a, b : 
effet significatif du traitement en AGPI sur les cellules cultivées sans corticostérone ; * : pour chaque condition 
en AGPI, effet significatif du traitement à la corticostérone. 
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III.1.Impact croisé des AGPI et de la C100nM sur les capacités de capture du glutamate 

par les astrocytes en culture 

Les mises au point précédentes montrent l’absence d’interférence de la 

concentration en sérum et de la présence de vitamine E sur l’impact de la corticostérone sur 

la capture du glutamate. Nous avons donc pu évaluer l’influence croisée des AGPI et de la 

corticostérone sur la capture du glutamate dans le milieu de culture utilisé habituellement et 

contenant 30 µM de vitamine E et 0.65% de SVF (apport de SVF associé à la vit E, dont la 

préparation impose la dilution dans du SVF). L’effet de la corticostérone étant maximal après 

6 jours d’incubation, nous n’avons testé l’influence de l’enrichissement en DHA ou AA que 

dans cette situation (6 jours d’incubation en présence de corticostérone à 100 nM) (Figure 

66). 

 

A- IMPACT DE L’ENRICHISSEMENT EN AGPI DU MILIEU DE CULTURE 

L’enrichissement du milieu de culture en DHA 30µM ne modifie pas les capacités de 

capture de glutamate par les astrocytes, comparaticement aux cellules témoins (Vit E seule). 

Par contre, l’enrichissement du milieu de culture en AA 30µM augmente les capacités de 

capture du glutamate des cellules comparativement à celle des  cellules témoins (+41% ; 

p=0,027) ou enrichies en DHA (+30% ; p=0,008). 

B- IMPACT DE L’ENRICHISSEMENT DU MILIEU DE CULTURE EN C100NM 

Comme nous l’avions observé lors des mises au point des conditions de culture, la 

corticostérone (6 jours de traitement, 100nM) induit une augmentation significative de 28% de la 

capture du glutamate sur les cellules témoins, cultivées en présence de Vit E seule (p=0,038). 

L’enrichissement des astrocytes en DHA ou en AA inhibe la réponse à la corticostérone : on n’observe 

plus d’augmentation de la capture du glutamate sur les cellules enrichies en DHA ou en AA. Au 

contraire, la corticostérone tend à réduire la capture du glutamate sur les astrocytes enrichis en DHA 

30µM (-21% ; p=0,058). 
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Depuis plusieurs décennies, les populations occidentales connaissent un déséquilibre 

alimentaire croissant des apports en AGPI n-6 et AGPI n-3, pouvant réduire la disponibilité 

des AGPI n-3 et en particulier du DHA aux tissus (Astorg et al, 2004 ; Ailhaud et al, 2006). Le 

cerveau étant un des organes les plus riches en DHA, de nombreuses études se sont 

intéressées à l’impact du déséquilibre alimentaire en AGPI n-3 sur le fonctionnement 

cérébral et les capacités cognitives. Il a notamment été montré qu’une déficience en AGPI n-

3 pouvait altérer les capacités d’apprentissage des individus (Fedrorova et al, 2007 ; 

Fedrorova et al, 2009 ; Su, 2010) et favoriser les comportements anxieux (Ross et al, 2009 ; 

DeMar et al, 2006). A l’inverse, une supplémentation en AGPI n-3 semble faciliter les 

processus de mémorisation (Vinot et al, 2011 ; Chung et al, 2008) et réduire l’anxiété (Vinot 

et al, 2011 ; Trofimiuk et Braszko, 2011).  

Des études épidémiologiques chez l’Homme ont montré une corrélation entre le 

statut sanguin des individus en AGPI n-3 et la prévalence de pathologies telles que la 

dépression et l’anxiété (Perica et Delas, 2011 ; Freeman et Rapaport, 2011 ; Liperoti et al, 

2009 ; Ross et al, 2009). L’incidence et le développement de ces pathologies pouvant être 

influencées par l’état de stress des individus (Ising et Holsboer, 2006 ; Christoffel et al, 2011), 

des études se sont intéressées à la régulation de la réponse au stress par les AGPI n-3 

(Pervanidou et Chrousos, 2011).  

Dans ce travail, l’objectif était d’étudier la modulation de la réponse au stress par les 

apports alimentaires en AGPI n-3. Pour cela, la composition lipidique membranaire de 

différents partenaires cellulaires a été analysée en fonction des apports en AGPI et du stress. 

Une approche in vivo a, dans un premier temps, permis de décrire la réponse au stress de 

rats recevant différents apports en AGPI n-3 et soumis à l’âge adulte à un stress chronique 

de contention. Les variations de poids corporel, la concentration plasmatique de 

corticostérone, l’expression génique et protéique des récepteurs aux glucocorticoïdes, ainsi 

que le comportement émotionnel et les capacités d’apprentissage des rats ont été étudiés. 

Afin de mieux caractériser les mécanismes impliqués dans la modulation des fonctions 

cérébrales au cours du stress, nous nous sommes intéressés, par des mesures 

électrophysiologiques ainsi que par l’analyse génique et protéique de marqueurs du 

fonctionnement synaptique, à une structure cérébrale particulière : la synapse tripartite 

glutamatergique de la zone CA1 de l’hippocampe (Halassa et al, 2007), qui est fortement 
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impliquée dans les processus d’apprentissage et de mémorisation et dont l’activité est 

sensible aux apports en AGPI n-3 et au stress. Puis, dans un deuxième temps, une approche 

in vitro a été utilisée afin de caractériser la réponse spécifique des différents partenaires 

cellulaires de la synapse tripartite glutamatergique aux variations d’apports en AGPI d’une 

part, et à l’action des glucocorticoïdes d’autre part. La libération de neurotransmetteurs a 

été étudiée sur des lignées de neuroblastomes humains SH_SY5Y, tandis que les modulations 

de la physiologie astrocytaire ont été appréhendées sur un modèle de culture primaire 

d’astrocytes de rats.  

Dans une première partie, nous discuterons des effets des apports en AGPI sur la 

composition lipidique membranaire cellulaire. Puis nous décrirons la réponse au stress chez 

le rat et sa modulation par les apports alimentaires en AGPI n-3 avant de discuter les 

résultats obtenus sur les modèles cellulaires.  

 

Partie 1 : Modulation de la composition lipidique membranaire des différents partenaires 

cellulaires 

La composition lipidique des phospholipides membranaires a été caractérisée dans 

nos trois modèles d’études. En effet, après avoir étudié la composition lipidique des 

échantillons de cortex frontaux prélevés sur le rat, nous avons caractérisé grâce aux modèles 

cellulaires les modulations de la composition lipidique spécifiques des différents partenaires 

cellulaires impliqués dans la synapse tripartite glutamatergique, les astrocytes et les 

neurones.  

 

I. Impact des apports en AGPI sur la composition lipidique membranaire cellulaire 

I.1 Modulation de la composition lipidique cérébrale par les apports alimentaires en 

AGPI n-3 chez le rat 

La déficience en AGPI n-3 est caractérisée par un effondrement des teneurs 

cérébrales en DHA dans toutes les classes de phospholipides membranaires. Celui-ci est 

compensé par une augmentation massive de la proportion en DPA (22 :5 n-6), qui, chez des 

rats recevant un régime équilibré, est quasiment absent des membranes cérébrales. Cet 
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impact d’une déficience alimentaire en AGPI n-3 sur la composition lipidique des membranes 

cérébrales a, depuis longtemps, été caractérisé dans des modèles de déficience chronique 

en ALA (C18 :3 n-3) sur une ou plusieurs générations (Aïd et al, 2003 ; Mathieu et al, 2008 ; 

Pifferi et al, 2005 ; Ximenes da Silva et al, 2002). Le DPA n-6, possédant le même nombre de 

carbones que le DHA, permet une compensation structurelle de la chute de DHA dans les 

membranes (Murthy et al, 2002). Ainsi, la déficience induit une augmentation du ratio AGPI 

n-6/AGPI n-3 dans les membranes cérébrales.  

A l’inverse de la déficience, l’enrichissement du régime en AGPI-LC n-3 préformés 

(DHA et EPA) induit une augmentation du contenu cérébral en AGPI n-3, notamment en 

DHA, accompagnée d’une chute de la proportion en AA, comparativement aux rats 

équilibrés recevant le précurseur ALA. L’EPA étant très minoritaire dans les membranes 

cérébrales, son contenu n’est que très légèrement augmenté, malgré un apport par l’huile 

de poisson. De tels résultats ont été retrouvés au niveau plasmatique chez des primates non 

humains (Vinot et al, 2011). Ces résultats suggèrent que l’apport en AGPI-LC n-3 préformés 

permet une meilleure incorporation de ces derniers dans les membranes cérébrales, 

comparé à l’apport du précurseur ALA (Talahalli et al, 2010). Ainsi, l’enrichissement du 

régime en AGPI-LC n-3 préformés induit une diminution du ratio AGPI n-6/AGPI n-3 dans les 

membranes cérébrales. 

I.2 Modulation de la composition lipidique membranaire par les apports en AGPI sur les 

modèles cellulaires 

Afin de caractériser les modifications de la composition lipidique des différents 

partenaires cellulaires de la synapse tripartite, deux modèles de culture cellulaire ont été 

utilisés : la lignée de neuroblastomes humains SH_SY5Y pour le compartiment neuronal et la 

culture primaire d’astrocytes de rats nouveau-nés pour le compartiment astrocytaire.  

Nos résultats montrent qu’en l’absence d’AGPI, ces deux modèles cellulaires sont 

caractérisés par une teneur faible en AGPI n-6 et AGPI n-3, qui ne représentent qu’environ 

40% des AGT au niveau de la PE. Cette déficience en acides gras essentiels est compensée 

par une augmentation de la teneur en AGMI et AGPI n-9 sur le modèle de lignées de 

neuroblastomes humains SH_SY5Y (Langelier et al, 2005 ; Mathieu et al, 2010), ainsi que sur 

la culture primaire d’astrocytes (Champeil-Potokar et al, 2006 ; Champeil-Potokar et al, 

2004). De plus, malgré un faible contenu en AGPI essentiels, les AGPI n-6 (AA et DPA n-6) 
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sont majoritaires comparés aux AGPI n-3 (DHA et EPA), avec un rapport membranaire AGPI 

n-6/AGPI n-3 dans la PE autour de 1,1 dans les SH_SY5Y et de 1,7 dans les astrocytes. Ainsi, 

les cellules SH_SY5Y et les astrocytes non supplémentés en AGPI présentent un profil 

lipidique proche de celui observé in vivo chez le rat recevant un régime déficient en AGPI n-3 

(Alessandri et al, 2003 ; Champeil-Potokar et al, 2006). 

 

La composition lipidique membranaire a ensuite été analysée d’une part sur des 

cellules SH_SY5Y ayant reçu une supplémentation en AGPI à 70µM (DHA ou AA) pendant 72h 

et d’autre part sur des astrocytes supplémentés tout au long de la culture cellulaire en AGPI 

à 30µM (DHA ou AA). Nos résultats montrent que dans les 2 modèles cellulaires, 

l’enrichissement du milieu de culture en DHA ou en AA favorise l’incorporation membranaire 

de ces acides gras respectifs.  

Ainsi, la supplémentation du milieu de culture en DHA induit une forte augmentation 

du contenu en AGPI n-3 dans toutes les classes de phospholipides. Dans les 2 modèles 

cellulaires, on observe ainsi une augmentation dans les membranes cellulaires de 

l’incorporation de DHA, mais également d’EPA suite à la rétroconversion du DHA, que l’on 

n’observait pas dans les membranes issues de cortex frontal (Alessandri et al, 2003 ; 

Champeil-Potokar et al, 2006). L’augmentation du contenu membranaire en AGPI n-3 étant 

associée à une chute de plus de 50% des AGPI n-6, en particulier AA et DPA n-6, le ratio 

membranaire AGPI n-6/AGPI n-3 atteint, suite à l’enrichissement du milieu de DHA, la valeur 

de 0,2 dans les 2 modèles cellulaires. Ainsi, la composition lipidique des membranes des 

cellules SH_SY5Y ainsi que des astrocytes en culture supplémentés en DHA présente un 

profil lipidique proche de celui observé in vivo chez le rat recevant un régime équilibré 

(Alessandri et al, 2003 ; Champeil-Potokar et al, 2006).  

La supplémentation du milieu de culture en AA induit, dans les 2 modèles cellulaires, 

une réduction du contenu en AGPI n-3, associée à une forte augmentation de la proportion 

en AGPI n-6 dans les membranes cellulaires. Comme dans le cortex frontal de rats, la chute 

du contenu en DHA dans les membranes des 2 types cellulaires est compensée par une 

augmentation du DPA n-6. Ces modifications du contenu lipidique par la supplémentation en 

AA induisent une augmentation du ratio AGPI n-6/AGPI n-3, qui atteint des valeurs 

comprises entre 3 et 4 dans la PE des 2 modèles cellulaires. Ainsi, les cellules SH_SY5Y et les 
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astrocytes enrichis en AA présentent un profil lipidique déficient en AGPI n-3 encore plus 

marqué que les cellules cultivées en absence d’AGPI.   

Ainsi, la supplémentation en AGPI des cellules en culture permet de modéliser les 

modifications du profil lipidique observé in vivo dans les membranes du cortex frontal, dans 

le cas d’une déficience en AGPI n-3 ou d’un régime équilibré en AGPI n-3 et n-6. 

 

II. Impact du stress sur la composition lipidique membranaire cellulaire  

II.1 Modulation de la composition lipidique corticale chez le rat 

II.1.1 Le stress chronique de contention réduit la proportion en AGPI n-3 des membranes 

cérébrales chez les rats équilibrés 

Chez les rats équilibrés, le stress de contention engendre une réduction de 13% de la 

proportion en AGPI n-3, en particulier en DHA, dans les membranes corticales, sans 

modification de la proportion des autres acides gras. Des études antérieures, menées sur 

différents modèles de stress chronique, ont déjà suggéré que le stress pouvait altérer la 

composition lipidique cérébrale. Ainsi, une diminution de la composition en DHA des 

membranes cérébrales est retrouvée en proportion équivalente chez la souris soumise à un 

stress chronique imprédictible (Vancassel et al, 2008), et au niveau de l’hippocampe de rat 

ayant subi un stress précoce de séparation maternelle, mais dans une proportion réduite 

(Mathieu et al, 2008). Cette modulation du statut lipidique des individus par le stress a pu 

être  retrouvée au niveau périphérique. Ainsi, un stress psychosocial de séparation familiale 

est associé à une augmentation du ratio entre AGPI n-6/AGPI n-3 au niveau des 

phospholipides plasmatiques chez le rat (Clarke et al, 2009), ainsi que chez le singe (Laugero 

et al, 2011). Tous ces résultats suggèrent une régulation du métabolisme lipidique par le 

stress chronique, favorisant l’augmentation du ratio AGPI n-6/AGPI n-3.  

Les AGPI-LC n-3, comme le DHA, sont particulièrement sensibles au phénomène de 

peroxydation lipidique (Catala, 2010). Or, de nombreuses études ont mis en évidence qu’un 

stress psychologique favorisait cette voie du métabolisme au niveau cérébral (Kumar et al, 

2011 ; Fontella et al, 2005 ; Zafir et Banu, 2009 ; Lucca et al, 2009), comme le montre 

l’augmentation de la concentration de malondialdéhyde, produit secondaire de la 

peroxydation lipidique. Cependant, aucune étude ne s’est intéressée à l’impact d’un stress  
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chronique sur les produits spécifiques de la dégradation des AGPI n-6 et n-3, soit 

respectivement HNE (4-hydroxy-2-nonenal) et HHE (4-hydroxy-hexenal).  

Afin de mieux comprendre les processus impliqués dans la modulation de la 

composition lipidique cérébrale par le stress, il serait intéressant d’effectuer une étude 

métabolique plus complète, en analysant la composition lipidique au niveau du plasma et du 

foie, et en étudiant des enzymes clés du métabolisme lipidique. Au niveau cérébral, il serait 

notamment intéressant de doser l’activité des différentes isoformes des phospholipases A2, 

qui permettent la libération des AGPI des phospholipides membranaires et qui génèrent des 

dérivés actifs.  

I.2.1 L’impact du stress sur la composition lipidique cérébrale est modulé par le régime 

alimentaire 

Nos résultats ont montré chez les rats équilibrés que le stress chronique réduisait le 

taux d’AGPI n-3 et en particulier de DHA dans les membranes cérébrales. Cet effet est 

également retrouvé chez les animaux enrichis en AGPI-LC n-3, dans des proportions 

moindres. Ces résultats suggèrent que l’apport alimentaire en AGPI-LC n-3 préformés 

pourrait en partie prévenir cette altération de la composition lipidique cérébrale chez les 

rats stressés. En effet, l’impact du stress observé sur la composition lipidique cérébrale 

pourrait refléter une altération du métabolisme lipidique et en particulier de la synthèse de 

DHA à partir de son précurseur, l’apport de DHA préformé pourrait donc limiter cet effet. 

La réduction du taux de DHA chez les rats stressés est plus importante dans les 

groupes présentant des teneurs élevées de cet AGPI dans les membranes cérébrales, c'est-à-

dire chez les équilibrés et les enrichis en AGPI-LC n-3. Ainsi, chez les rats déficients en AGPI 

n-3, aucun effet du stress sur la proportion en AGPI n-3 et en DHA n’a été observé. Chez ces 

animaux, la proportion en AGPI n-3 et plus particulièrement en DHA étant faible, on peut 

supposer que des mécanismes de protection se mettent en place afin de maintenir un taux 

minimal d’AGPI n-3 au niveau cérébral expliquant cette absence d’effet du stress. Des études 

ont notamment montré une augmentation de la demie-vie du DHA au niveau des 

phospholipides cérébraux en cas de déficience alimentaire en AGPI n-3 (Demar et al, 2004). 

Ainsi, des mécanismes tels qu’une réduction de l’activité de la iPLA2 ou de la COX 1, enzymes 

clés du métabolisme du DHA, permettent chez ces animaux déficients en AGPI n-3 de limiter 

la perte en DHA membranaire (Kim et al, 2011).  
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II.2 Modulation de la composition lipidique membranaire cellulaire dans les modèles 

cellulaires 

Afin de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans la régulation par le stress 

de la composition lipidique, nous avons cherché à caractériser cet effet sur des modèles 

neuronaux et astrocytaires. Nous nous sommes interessés à l’impact de l’une des principales 

hormone impliquée dans la réponse au stress : la corticostérone pour les astrocytes issus de 

rats et l’hydrocortisone (OH-C) pour les neuroblastomes humains. A notre connaissance, 

aucune étude jusqu’alors ne s’est intéressée à la modulation de la composition lipidique 

cellulaire par les hormones du stress sur des modèles in vitro.  

II.2.1 La corticostérone favorise une augmentation du ratio AGPI n-6/AGPI n-3 dans la 

culture primaire d’astrocytes 

Sur le modèle de culture primaire d’astrocytes, le stress a été mimé par l’incubation 

pendant 6 jours des cellules témoins ou enrichies en DHA ou AA avec la principale hormone 

du stress chez le rat, la corticostérone.  

Nos résultats montrent une légère modification de la composition lipidique suite au 

traitement à la corticostérone, principalement marqué au niveau de la PE, dans les cellules 

témoins et dans les cellules enrichies en AA ou en DHA. Ainsi, quel que soit le statut lipidique 

des astrocytes, on observe une augmentation globale du contenu en DPA n-6 après 

traitement à la corticostérone. Cet effet est d’autant plus marqué sur les astrocytes enrichis 

en AA, qui présentent les plus fortes concentrations en AGPI n-6 et plus particulièrement en 

DPA n-6.  

De plus, le traitement à la corticostérone réduit globalement le contenu en EPA de la 

PE des astrocytes enrichis en DHA. Cet effet est spécifique des cellules supplémentées en 

DHA, car l’EPA est quasiment absent des membranes cellulaires des astrocytes témoins ou 

supplémentés en AA.  

Ainsi, la chute du contenu membranaire en DHA observée dans les membranes 

corticales des rats soumis au stress chronique de contention n’est pas retrouvée sur le 

modèle de culture primaire d’astrocytes après une incubation de 6 jours à la corticostérone 

100nM. Cependant, sur ce modèle cellulaire, la corticostérone semble favoriser une 
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augmentation du ratio AGPI n-6/AGPI n-3 en augmentant le contenu en AGPI n-6, en 

particulier en DPA n-6 et en réduisant le contenu en AGPI n-3, en particulier en EPA.  

II.2.2 L’hydrocortisone favorise l’incorporation des AGPI dans les lignées de 

neuroblastomes humains SH_SY5Y 

Sur le modèle de lignées de neuroblastomes humains SH_SY5Y, le stress a été mimé 

par une incubation de 24h avec la principale hormone du stress chez l’Homme, 

l’hydrocortisone (OH-C) (lignée d’origine humaine). L’incubation de 24h à l’OH-C a été 

réalisée soit en amont, soit en aval d’une supplémentation en AGPI (DHA et AA), afin de 

d’apprécier l’impact de l’hormone du stress respectivement sur l’incorporation et sur la 

dégradation des acides gras dans les membranes cellulaires.  

Nos résultats n’ont montré aucune modulation de la composition lipidique des 

membranes des cellules SH_SY5Y par l’incubation à l’OH-C lorsque celle-ci succède à la 

supplémentation en AGPI, suggérant une absence d’effet du stress sur les AGPI incorporés 

dans les phospholipides membranaires. Ces résultats sont à mettre en lien avec l’impact 

restreint du stress chronique de contention sur la composition lipidique corticale des rats 

recevant le régime enrichi en AGPI-LC n-3.  

En revanche, lorsque le traitement à l’OH-C précède la supplémentation en AGPI, il 

semble favoriser l’incorporation des AGPI dans les membranes. Nos résultats montrent 

notamment une accumulation accrue des AGPI n-3 dans les cellules enrichies en DHA et à 

l’inverse une accumulation des AGPI n-6 dans les cellules enrichies en AA. Ainsi, l’OH-C 

semble favoriser l’incorporation dans les membranes des AGPI disponibles.  

Cependant, cette étude de la modulation de la composition lipidique des cellules 

SH_SY5Y par l’hormone du stress est une étude préliminaire qui n’a été réalisée qu’une seule 

fois. Il est donc important de répéter et compléter les expérimentations, afin de confirmer 

les effets de l’OH-C sur l’incorporation des AGPI dans les membranes cellulaires. De plus, il 

pourrait être intéressant de mesurer en temps réel, à l’aide de radio-traceur, l’incorporation 

des différents AGPI dans les membranes cellulaires.  
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En résumé, la modulation des apports alimentaires en AGPI n-3 permet de modifier 

la composition cérébrale chez le rat. Ces effets peuvent être mimés sur des cultures 

cellulaires, telles que la lignée de neuroblastomes humains SH_SY5Y ou la culture primaire 

d’astrocytes, en supplémentant le milieu de culture en AGPI. Chez le rat, le stress chronique 

de contention réduit le contenu membranaire en AGPI n-3 et plus particulièrement en DHA. 

Ainsi, le stress chronique favoriserait une augmentation du ratio membranaire AGPI n-

6/AGPI n-3. De tels résultats sont également retrouvés sur la culture primaire d’astrocytes, 

où l’incubation à la corticostérone facilite l’accumulation de DPA n-6 et à l’inverse réduit le 

contenu en EPA. In vivo, nous avons mis en évidence que les effets du stress chronique sur la 

composition corticale en AGPI n-3 sont réduits en condition d’enrichissement en AGPI-LC n-3 

et annulés dans le cas d’une déficience en AGPI n-3, situation de faible teneur en AGPI n-3. 

Notre approche préliminaire sur les cellules SH_SY5Y suggère que l’hormone du stress 

pourrait favoriser l’accumulation dans les membranes des AGPI disponibles. Ainsi, chez les 

rats enrichis en AGPI-LC n-3, on peut supposer que l’incorporation facilitée du DHA et EPA 

préformés présent dans le régime permet de limiter les effets du stress. Chez les rats 

déficients en AGPI n-3, il est possible qu’il existe des mécanismes d’adaptation visant à 

limiter une perte accrue de DHA membranaire.   

 

Partie 2 : Modulation de la réponse au stress par les apports alimentaires en AGPI n-3 chez 

le rat 

La réponse au stress a été caractérisée chez des rats recevant différents régimes 

alimentaires (déficient en AGPI n-3, équilibré ou enrichi en AGPI-LC n-3) suite à un stress 

chronique de contention (6h/jour pendant 21 jours). Dans une première partie, nous 

discuterons des effets du stress de contention observés sur les différents paramètres étudiés 

chez les rats recevant le régime équilibré en AGPI. Puis, dans une deuxième partie, nous 

nous intéresserons à la régulation de cette réponse au stress par la modulation des apports 

alimentaires en AGPI.  
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I. Caractérisation des effets du stress chronique de contention chez les rats équilibrés 

I.1 Le stress chronique de contention module la croissance pondérale et la 

concentration plasmatique de corticostérone 

Nos résultats montrent une perte de poids significative des rats après 21 jours de 

contention, en accord avec les données de la littérature (McLaughin et al, 2007 ; Conrad et 

al, 2004 ; Cordero et al, 2005 ; Kitraki et al, 2004 ; Hageman et al, 2009). Au cours des 6h 

quotidiennes de mise en contention, les rats stressés n’ont accès ni à l’eau, ni à la nourriture. 

L’étude de la consommation alimentaire nous a permis de voir que sur la période des 21 

jours de stress, les animaux stressés consomment significativement moins de nourriture que 

les non stressés, ce qui peut, en partie, expliquer leur perte de poids. Cependant, une baisse 

de poids similaire est observée chez des animaux soumis à des injections quotidiennes de 

corticostérone n’engendrant aucune restriction d’accès à la nourriture (Coburn-Litvak et al, 

2003 ; Kalynchuk et al, 2004 ; Marks et al, 2009), suggérant un effet propre du stress sur la 

croissance pondérale. Par ailleurs, la perte de poids associée au stress chronique de 

contention est également observée chez des rats dont la ration alimentaire est maintenue 

équivalente à celle de témoins non stressés (Harris et al, 2002).  

Des études ont montré que cette perte de poids induite par le stress chronique 

pouvait être liée à une altération de la balance énergétique, caractérisée par une diminution 

de la prise alimentaire, associée à une augmentation de la dépense énergétique (Harris et al, 

2006 ; Harris et al, 2002). En effet, l’axe corticotrope participe à la régulation de la balance 

énergétique (Nieuwenhuizen et Rutters, 2008). Il interagit par exemple avec des voies de 

signalisation telle que NPY (Neuropeptide Y) et POMC (ProOpioMelanoCortin) (Chen et al, 

2008 ; Sweerts et al, 2001 ; Hotta et al, 1991), qui participent à la régulation de l’appétit. 

Suite à un stress chronique, l’activation de l’axe corticotrope perturbe les mécanismes de 

régulation de la balance énergétique, engendrant une réduction de la capacité de 

l’organisme à s’adapter aux modifications de son équilibre métabolique.  

 

La procédure de stress de contention induit une augmentation de la concentration 

plasmatique de corticostérone, caractérisée par un pic de la concentration dès 30 minutes 

après la mise en contention suivie d’une stabilisation jusqu’à l’issue des 6 heures. Cet effet 
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persiste tout au long des 21 jours de stress. Cette évolution du taux de corticostérone au 

cours d’une journée de contention a déjà été mise en évidence dans d’autres études, qui 

montrent un pic de la concentration en corticostérone dans les 30 à 60 minutes qui suivent 

la mise en contention, suivie d’une stabilisation ou d’une diminution (Barnum et al, 2007 ; 

Mizoguchi et al, 2001). Cette augmentation de la concentration plasmatique reflète 

l’activation de l’axe corticotrope par le stress de contention.  

La corticostérone exerce son effet via deux types de récepteurs, les GR et les MR. 

Nous avons donc étudié la régulation par le stress de l’expression génique et protéique de 

ces récepteurs au niveau de la zone CA1 de l’hippocampe. Nos résultats n’ont montré 

aucune modulation de leur expression chez les rats stressés. Les données de la bibliographie 

suggèrent une diminution de l’expression génique de GR au niveau de l’hippocampe suite à 

un stress chronique de contention, sans modification du contenu en MR (Hageman et al, 

2009 ; Kitraki et al, 2004 ; Chen et al, 2008). Cependant, ces relevés ont été effectués dans 

les 24h suivant la dernière session du stress, contrairement à notre étude où les tissus ont 

été prélevés une semaine après la dernière session de stress. En effet, des études menées 

sur les conséquences à long-terme d’un stress chronique imprédictible a montré que si un 

stress pouvait induire des changements rapides de l’expression des récepteurs GR et MR, 

des mécanismes sont mis en place rapidement après l’arrêt du stress pour normaliser les 

niveaux d’expression des récepteurs (Paskitti et al, 2000 ; Llorente et al, 2011 ; Romeo et al, 

2008). Ainsi, nos résultats sont en accord avec une régulation appropriée des récepteurs GR 

pour permettre une normalisation rapide et un maintien de l’homéostasie (Herman et 

Spencer, 1998). De plus, l’exposition répétée à des stimuli homotypiques, comme c’est le cas 

au cours d’un stress chronique de contention, peut générer des phénomènes d’adaptation 

et d’habituation des rats (Grissom et Bhatnagar, 2009), aboutissant à une réduction voire 

une annulation des effets du stress sur divers paramètres. Ce processus d’adaptation est 

notamment caractérisé par une régulation de l’axe corticotrope et une réduction de la 

réponse de la corticostérone (Grissom et Bhatnagar, 2009 ; Bhatnagar et al, 2002). Dans 

notre étude, les résultats ont montré que l’amplitude du pic de la corticostérone 

plasmatique était maintenue tout au long des 21 jours de stress, les rats ne semblant donc 

pas développer de mécanismes d’adaptation. Cependant, l’étude de l’expression des 

récepteurs GR à différents stades du protocole de stress, et immédiatement après la 
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dernière session de contention est nécessaire afin de mieux caractériser les processus mis en 

place dans leur régulation au cours du stress chronique. 

I.2 Le stress chronique de contention module le comportement émotionnel, mais pas les 

capacités d’apprentissage 

I.2.1 L’activité locomotrice est réduite chez les rats stressés 

Nos résultats mettent en évidence une diminution de l’activité locomotrice chez les 

rats stressés. Dans le test de l’openfield, l’activité globale définie comme la somme des 

déplacements horizontaux (traversées) et verticaux (redressements) est globalement réduite 

chez les rats stressés. Dans le labyrinthe en croix surélevée, le stress diminue 

significativement le nombre d’entrées effectuées, paramètre reflétant leur activité motrice. 

Ces résultats sont en accord avec d’autres études montrant une réduction du nombre de 

traversées dans un test d’openfield (Huynh et al, 2011 ; Cruz et al, 2012) ou bien du nombre 

d’entrées totales dans les bras d’un labyrinthe en croix surélevée (Bowman et al, 2009) suite 

à un stress chronique de contention. En revanche, notre étude ne montre aucune différence 

entre les groupes sur l’activité dans le test d’actimétrie. 

Les données de la littérature concernant l’impact d’un stress chronique sur l’activité 

locomotrice des animaux sont assez disparates. D’autres études n’ont montré aucun effet 

d’un stress chronique de contention sur l’activité locomotrice mesurée dans l’openfield 

(Trofimiuk et Braszko, 2011 ; D’Aquila et al, 2000 ; Gregus et al, 2005). Ainsi, aucun effet clair 

du stress chronique sur l’activité locomotrice ne peut être défini.  

Les différences de résultats que nous observons entre les différents tests 

comportementaux peuvent être liées au caractère anxiogène des dispositifs utilisés. En effet, 

l’openfield (Prut et Belzung, 2003), mais plus encore le labyrinthe en croix surélevée (Walf et 

Frye, 2007), ont été conçus afin d’évaluer le degré d’anxiété des animaux, contrairement au 

test d’actimétrie peu stressant. La diminution d’activité observée dans l’openfield et dans le 

labyrinthe en croix surélevée suggère ainsi une sensibilité accrue à un environnement 

anxiogène chez les rats stressés. Ainsi, plus le test comportemental est anxiogène, plus les 

rats réduisent leur activité locomotrice.  
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I.2.2 La réponse émotionnelle des rats est modulée chez les rats stressés 

La réponse émotionnelle a été appréciée à travers la mesure du temps de toilettage 

dans l’openfield, la visite des bras ouverts considérés comme anxiogènes dans le labyrinthe 

en croix surélevée, la préférence au sucrose, l’acquisition et l’extinction d’une peur 

conditionnée et le réflexe de sursaut.  

Nos résultats ont montré une augmentation importante du temps de toilettage au 

cours du test de l’openfield chez les animaux stressés. Le toilettage constitue un rituel 

important chez le rongeur, lui permettant de maintenir l’hygiène de son corps, mais ce 

comportement est fortement influencé par l’environnement extérieur et notamment par la 

survenue d’évènements stressants (Kalueff et Tuohimaa, 2005 ; Spruijt et al, 1992 ; Van Erp 

et al, 1994 ; Kompagne et al, 2008 ; D’Aquila et al, 2000), bien que le mécanisme exact mis 

en jeu n’ait pas encore pu être déterminé. Nous pouvons ainsi considérer dans notre étude 

que l’augmentation du temps de toilettage reflète une augmentation de l’anxiété chez les 

rats stressés ; cela est en accord avec les résultats obtenus sur les résultats obtenus dans 

l’openfield et le labyrinthe en croix surélevée qui reflétaient une sensibilité accrue à 

l’environnement anxiogène des animaux stressés. En effet, une stimulation du 

comportement de toilettage peut être observée dans deux types de situations extrêmes : en 

situation non stressante, où elle est associée à un caractère de confort et de relaxation, et à 

l’inverse, après un stress intense, où elle est considérée comme un marqueur de l’état 

d’anxiété des animaux (Kalueff, 2000). Des analyses plus poussées des modulations de ce 

comportement ont mis en place un algorithme d’analyse chez les rongeurs permettant de 

déterminer leur état de stress (Kalueff et Tuohimaa, 2005 ; Kalueff et Tuohimaa, 2004). Ces 

études ont permis d’associer l’augmentation du temps de toilettage en condition de stress à 

des interruptions plus nombreuses du rituel de toilettage et des erreurs dans sa réalisation 

qui obéit à une organisation céphalo-caudale (débutant par le toilettage de la tête et 

finissant par la queue), reflétant ainsi une altération d’un comportement quotidien.  

Par la suite, l’état d’anxiété des rats a été davantage caractérisée par la mesure des 

entrées et du temps passés dans les bras ouverts sur le vide d’un labyrinthe en croix 

surélevée, qui sont considérés comme anxiogènes (Walf et Frye, 2007). Cependant, les rats, 

quel que soit leur état de stress, n’ont passé en moyenne que 6-7% du temps de test dans 

les bras ouverts, contrairement au 20-30% habituellement observé dans ce test (Carobrez et 
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Bertoglio, 2005). L’étude de Trofimiuk et Braszko, 2011 présente des résultats similaires et 

montre que les rats de souche Wistar n’effectuent en moyenne que 1-2 entrées dans les 

bras ouverts et n’y passent qu’environ 2-3% du temps de test. Nous avons donc décidé 

d’étudier l’intérêt des rats pour les bras ouverts du labyrinthe en comptabilisant le nombre 

d’entrées effectuées par leurs 2 pattes antérieures, les rats restant en effet souvent au 

début du bras, sans s’y engager totalement. Nos résultats révèlent alors une réduction 

globale du nombre d’entrées dans les bras ouverts chez les rats stressés comparativement 

aux rats non stressés, sans modification du pourcentage d’entrées dans les bras 

ouverts/entrées totales. Ainsi, si la réduction du nombre d’entrées dans les bras ouverts 

peut en partie refléter une augmentation de l’anxiété des rats, comme cela a déjà été 

montré (Huynh et al, 2011 ; Bowman et al, 2009), il semble qu’elle est aussi particulièrement 

liée à une diminution globale de leur activité.  

L’analyse de la préférence au sucrose, de l’acquisition et de l’extinction d’une peur 

conditionnée et de la réaction au sursaut ne révèlent aucune différence entre les rats non 

stressés et stressés. Les données de la littérature sur l’effet du stress chronique sur la 

réponse émotionnelle sont très divergentes en fonction des protocoles de stress étudiés 

(Buynitsky et Mostofsky, 2009). Ainsi, contrairement à nos résultats, des études montrent 

qu’un stress chronique de contention stimule l’acquisition et à l’inverse inhibe l’extinction 

d’une peur conditionnée (Wilber et al, 2011). De même, le stress pourrait réduite la 

préférence au sucrose (Veena et al, 2009) et stimuler l’inhibition du sursaut au son (PPI) 

lorsque celui-ci est précédé d’un son d’intensité plus faible (Chen et al, 2010). Il est probable 

que le faible impact du stress chronique de contention dans notre étude reflète une 

habituation des rats aux répétitions quotidiennes de la procédure de mise en contention. Il 

semble à ce stade intéressant d’étudier la réponse émotionnelle des animaux à un stade 

intermédiaire du stress ; par exemple en effectuant un test dans un labyrinthe en croix 

surélevée à l’issue des 10 premiers jours de contention.  

Des études précédentes menées au laboratoire ont cherché à caractériser la réponse 

émotionnelle des rats soumis à un autre paradigme de stress : la séparation maternelle 

précoce. Dans ce contexte, les rats stressés présentaient à l’âge adulte une augmentation de 

l’impulsivité et de l’anxiété dans un openfield et un labyrinthe en croix surélevée et une 

augmentation de la préférence au sucrose, sans modification de leur réaction lors d’un test 
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de peur conditionnée (Mathieu et al, 2008 ; Mathieu et al, 2011). Ces résultats diffèrent des 

nôtres par la nature du stress et notamment par la période au cours de laquelle il a lieu. 

Ainsi, au cours du développement, les rats semblent plus sensibles aux évènements 

stressants, qui auront des répercussions à long terme. En revanche, les rats semblent 

capables de développer plus facilement des processus d’adaptation au stress lorsque celui-ci 

est effectué à l’âge adulte, comme c’est le cas dans notre étude. Tous ces résultats montrent 

qu’un stress chronique, quel qu’en soit la nature, module de manière complexe la réponse 

émotionnelle des rats. Dans notre étude, le stress répété de contention a été choisi dans le 

but de pouvoir le reproduire périodiquement  tout au long de la vie de l’animal dans le cadre 

du projet plus large NeurΩ3 (ANR 2010-2013) dont l’objectif est d’étudier l’impact du stress 

chronique sur le vieillissement cérébral en fonction des apports nutritionnels en AGPI n-3. 

L’utilisation de ces différents paradigmes de stress, l’un essentiellement de nature 

psychologique (séparation maternelle) et l’autre associant une forte composante physique 

(contention), permet de révéler et de discriminer des différences de sensibilité des sujets 

selon leur statut en AGPI n-3.  

I.2.3 Les capacités d’apprentissage dans le labyrinthe de Barnes sont maintenues chez 

les rats stressés 

Nos résultats n’ont mis en évidence aucune modification des capacités 

d’apprentissage spatial des rats par le stress chronique de contention dans le labyrinthe de 

Barnes. Des données bibliographiques montrent, à l’inverse, une augmentation du nombre 

d’erreurs et du temps d’apprentissage dans le labyrinthe en Y (McLaughin et al, 2007 ; 

Ramkumar et al, 2008), la piscine de Morris (Sandi et al, 2003), ou le labyrinthe radiaire 

(Srikumar et al, 2007 ; Veena et al, 2009), suggérant une altération des capacités 

d’apprentissage. Tous ces tests sont basés sur la motivation des animaux à échapper à une 

situation aversive (restriction alimentaire ou immersion dans l’eau (Morris, 1984). Dans 

notre étude, nous avons choisi de tester les capacités d’apprentissage dans le labyrinthe de 

Barnes, équivalent « sec » de la piscine de Morris (Barnes, 1979). Dans ce test, le stimulus 

aversif, constitué par un éclairage intense de la plateforme associé à un bruit inhospitalier, 

est moins aversif que celui des autres tests. Ainsi, les résultats concernant l’impact d’un 

stress chronique sur ce type de test sont plus mitigés et si certains mettent en évidence une 

réduction des capacités d’apprentissage des animaux (Trofimiuk et Braszko, 2011 ; Trofimiuk 
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et Braszko, 2007), d’autres études n’ont mis aucun effet du stress de contention en évidence 

(Walesiuk et Braszko, 2010 ; Wielgat et al, 2011). L’analyse des paramètres moteurs des rats 

nous a permis de voir que le stress chronique de contention accentuait la sensibilité des rats 

à un environnement stressant, en réduisant davantage leur activité locomotrice dans les 

labyrinthes les plus anxiogènes. Le labyrinthe de Barnes ne constitue donc peut être pas un 

environnement suffisamment anxiogène pour pouvoir dégager des effets du stress. 

I.3 Le stress chronique de contention module les paramètres électrophysiologiques 

I.3.1 La probabilité de libération pré-synaptique de glutamate est réduite chez les rats 

stressés 

Nos résultats montrent que le stress chronique de contention augmente la PPF, 

suggérant une réduction de la libération stimulée pré-synaptique de glutamate. Cette 

réponse a également été observée suite à un stress chronique imprédictible chez le rat 

(Alfarez et al, 2003). En revanche, l’analyse de la courbe d’intensité-réponse n’a mis en 

évidence aucune modulation de l’efficacité synaptique par le stress chronique de 

contention. Quelle que soit l’intensité de stimulation, le stress ne modifie pas le nombre de 

fibres nerveuse recrutées (reflétées par la mesure de la VA), ni la réponse globale (reflétée 

par la mesure des PPSEs) ou propre à chaque fibre nerveuse (reflétée par le ratio PPSEs/VA) 

lors de stimulations uniques. 

L’augmentation de la PPF suggère une modulation des phénomènes pré-synaptiques. 

Les modifications du niveau d’expression des transporteurs vésiculaires du glutamate, V-Glut 

1 & 2, sont fortement impliquées dans les variations de libération pré-synaptique de 

glutamate (Moechars et al, 2006 ; Wilson et al, 2005). Ainsi, une forte expression des 

transporteurs vésiculaires est associée à une probabilité de libération du glutamate plus 

importante. Dans notre étude, l’analyse de l’expression génique et protéique des 

transporteurs vésiculaires V-Glut 1 & 2 n’a pas mis en évidence de variations significatives 

chez les rats stressés, suggérant une régulation de la libération pré-synaptique de glutamate 

indépendante de l’expression de ces transporteurs et donc du chargement des vésicules pré-

synaptiques en neurotransmetteurs. Nos résultats ne permettent pas cependant d’exclure 

des modifications de fonctionnalité de ces transporteurs. 
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Ces résultats sur la libération pré-synaptique de glutamate vont à l’encontre de la 

majorité des données de la littérature, qui suggère que le stress chronique et les 

glucocorticoïdes ont un effet stimulateur sur la libération de glutamate (de Vasconcellos-

Bittencourt et al, 2011 ; Fontella et al, 2004 ; Wang et Wang, 2009), favorisant son 

accumulation dans la fente synaptique et ainsi les phénomènes d’excitotoxicité 

(Mogghadam et al, 1994 ; Lowy et al, 1993). Cependant, ces effets sont plus 

particulièrement liés à une augmentation de la libération basale de glutamate, et non à celle 

de la libération stimulée (Fontella et al, 2004). Il serait donc intéressant de compléter ces 

études par des mesures de libération spontanée du glutamate.  

De plus, toutes les expérimentations décrites dans la bibliographie ont été menées 

dans les 24h suivant la dernière exposition à l’agent stressant, contrairement à notre 

protocole dans lequel les mesures électrophysiologiques ont été réalisées 72h après la 

dernière exposition au stress, les conditions d’expérimentation nécessitant le transport puis 

l’habituation des rats dans un nouvel environnement. On peut alors supposer que 

l’organisme, afin de pallier à l’excès de glutamate extracellulaire lié au stress (Mogghadam et 

al, 1994 ; Lowy et al, 1993), met en place des mécanismes de rétrocontrôle visant à réduire 

la libération de glutamate pré-synaptique. Deux systèmes de régulation ont notamment été 

décrits : l’un direct faisant intervenir des récepteurs pré-synaptiques au glutamate et l’autre 

indirect faisant intervenir les endocannabinoïdes. Ainsi, les extrémités neuronales pré-

synaptiques expriment des autorécepteurs, permettant une boucle d’autorégulation de la 

libération de neurotransmetteurs ainsi que de la plasticité à court terme (Kwon et Castillo, 

2008). Parmi ces récepteurs, les récepteurs métabotropiques du glutamate, notamment 

mGluR 7, ont été décrits comme ayant une action inhibitrice sur la libération de glutamate 

(Martin et al, 2007 ; Martin et al, 2008 ; Pelkey et al, 2005). L’augmentation de l’expression 

génique de ces récepteurs observée chez les rats stressés pourrait ainsi contribuer à la 

modulation de la libération de glutamate comme nous le décrirons plus tard.    

Le second mécanisme de régulation fait intervenir la voie des endocannbinoïdes, qui 

est activée suite à un stress chronique répété, tel celui utilisé dans l’étude (Patel et Hillard, 

2008 ; Rademacher et al, 2008). Les endocannabinoïdes, via leur récepteurs pré-synaptiques 

CB1, ont été décrits comme inhibant la neurotransmission glutamatergique, notamment au 

niveau du système limbique (Lafourcade et al, 2007 ; Domenici et al, 2006 ; Maejima et al, 
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2001). Les analyses effectuées au cours de notre étude ne permettent pas de déterminer si 

cette voie de signalisation contribue aux variations de la libération pré-synaptique de 

glutamate observées suite au protocole de stress et reste aujourd’hui à étudier.  

I.3.2 La plasticité synaptique, en particulier la LTP, est modulée chez les rats stressés 

Dans notre étude, le stress de contention réduit de manière significative la LTP, sans 

modification de la LTD. Ces résultats sont en accord avec les données de la littérature, qui 

montrent, au niveau de l’hippocampe, une altération de l’induction de la LTP chez des 

animaux soumis à un stress chronique imprédictible (Krugers et al, 2006 ; Alfarez et al, 

2003), à un stress répété de contention (Pavlides et al, 2002) ou à des injections répétées de 

corticostérone (Bodnoff et al, 1995 ; Pavlides et al, 1993). 

Il a été suggéré que l’impact d’un stress chronique sur la LTP fait intervenir 

l’activation des récepteurs aux glucocorticoïdes GR. Ainsi, après un stress chronique, le 

blocage de ces récepteurs par des antagonistes spécifiques restaure rapidement les 

propriétés de plasticité cérébrale au niveau de la zone CA1 de l’hippocampe (Krugers et al, 

2006). Nos résultats ne permettent pas de vérifier cette hypothèse. Aucune modulation de 

l’expression génique ou protéique des récepteurs aux glucocorticoïdes, GR et MR, n’a été 

mise en évidence. Cependant, nous ne nous sommes pas intéressées à l’activité de ces 

récepteurs. Afin de mieux caractériser les mécanismes mis en jeu, il serait intéressant 

d’étudier la modulation des paramètres électrophysiologiques de la synapse 

glutamatergique hippocampique en présence d’antagonistes spécifiques des différents 

récepteurs aux glucocorticoïdes.  

La réduction de la LTP par le stress chronique de contention peut impliquer différents 

mécanismes. Tout d’abord, elle pourrait être liée à une modification des propriétés 

membranaires des cellules. En effet, une modification du potentiel de repos ou de la 

résistance de la membrane pourrait modifier le seuil d’activation des récepteurs post-

synaptiques au glutamate,  AMPA et NMDA, et ainsi compromettre les phénomènes de LTP 

(Bliss et Collingridge, 1993). Cependant, l’étude de la courbe intensité-réponse ne montrant 

pas de modification de l’efficacité synaptique, ni du recrutement des fibres nerveuses par le 

protocole de stress, cette hypothèse est peu probable.  
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Par ailleurs, l’induction et le maintien de la LTP nécessite l’intervention de deux types 

de récepteurs ionotropiques au glutamate : les récepteurs NMDA et AMPA (Citri et Malenka, 

2008). L’analyse de l’expression génique des différentes sous-unités de ces récepteurs n’a 

pas permis de mettre en évidence une modulation par le stress. Cependant, les données de 

la littérature suggèrent que le stress chronique affecte peu l’expression génique ou 

protéique des récepteurs AMPA et NMDA (Liu et al, 2006), en accord avec nos résultats. Il 

semble que la corticostérone affecte davantage la mobilité et le trafic des récepteurs, 

notamment AMPA, entre la membrane plasmique et le cytoplasme (Martin et al, 2009 ; Groc 

et al, 2008). Ainsi, si notre étude ne montre aucune modulation de l’expression génique des 

récepteurs, il serait intéressant de compléter ces données avec la mesure de l’expression 

protéique d’une part, mais surtout avec des mesures permettant d’appréhender la 

fonctionnalité des récepteurs comme par exemple leur taux d’expression à la membrane.   

Enfin, la diminution de la LTP chez les rats stressés pourrait impliquer une 

perturbation des phénomènes secondaires au niveau du neurone post-synaptique, tels que 

les flux calciques cellulaires ou les cascades de réaction impliquées dans la génération de la 

LTP. Les glucocorticoïdes modulent notamment l’influx calcique cellulaire au niveau du 

système limbique et plus particulièrement de l’hippocampe (Joëls et Karst, 2011). Des 

études ont ainsi montré que l’activation des récepteurs GR après un stress chronique 

imprédictible engendrait une augmentation de l’amplitude des courants calciques au niveau 

de la zone CA1 de l’hippocampe (Karst et Joëls, 2007). De plus, des études ont montré une 

altération par le stress chronique des voies de signalisation activées au cours de la LTP, telles 

que les voies de la CaMKII (Aleisa et al, 2006 ; Gerges et al, 2004) ou de la MAPK (Iio et al, 

2011 ; Li et al, 2009 ; Meller et al, 2003).  

I.4 Le stress chronique de contention module l’expression génique de certains 

marqueurs de la synapse tripartite glutamatergique 

I.4.1 L’expression génique de BDNF est augmentée chez les rats stressés 

Nos résultats montrent une augmentation de 65% de l’expression génique de BDNF 

chez les rats stressés, sans modification de l’expression des autres facteurs de croissance. 

Les données de la littérature concernant l’impact d’un stress chronique sur l’expression de 

BDNF sont assez disparates. Ainsi, une augmentation de l’expression génique et/ou 
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protéique de BDNF a été retrouvée au niveau de différentes structures cérébrales telles que 

l’hippocampe et l’hypothalamus après un stress chronique de contention (Naert et al, 2011) 

ou un stress chronique imprédictible (Li et al, 2007 ; Bergström et al, 2008 ; Larsen et al, 

2010). A l’inverse, d’autres études ne montrent aucune variation (Lee et al, 2006 ; Lucca et 

al, 2008 ; Allaman et al, 2008) ou même une diminution (Cieslik et al, 2011 ; Song et al, 

2006 ; Gronli et al, 2006) de l’expression de BDNF avec le stress. Cette grande variabilité de 

résultats peut s’expliquer par la grande variabilité des protocoles utilisés ; il a notamment 

été montré que l’expression génique ou protéique de BDNF variait en fonction de l’âge et de 

l’espèce des individus, de la durée et de la répétition du stress, ainsi que du type d’agents 

stressants (Nair et al, 2007 ; O’Mahony et al, 2011 ; Shao et al, 2010). 

Le BDNF est une protéine de la famille des neurotrophines, importante pour la 

survie, le maintien et la croissance des neurones. Il semble notamment jouer un rôle dans la 

plasticité synaptique (Waterhouse et Xu, 2009 ; Lu et al, 2008 ; Gottmann et al, 2009). En 

effet, synthétisé et sécrété en fonction des besoins de l’activité synaptique, le BDNF est 

impliqué dans l’induction et le maintien de la LTP. L’augmentation de l’expression génique 

de BDNF que nous observons pourrait avoir différentes conséquences. Tout d’abord, elle 

pourrait favoriser la perte de poids des animaux soumis au stress de contention, en 

modulant les voies métaboliques impliqués dans la prise alimentaire (Rosas-Vargas et al, 

2011). Ainsi, des injections paracérébroventriculaires de BDNF réduisent l’appétit des 

animaux et ainsi leur prise alimentaire, engendrant une perte de poids (Toriya et al, 2010 ; 

Pelleymounter et al, 1995).  De plus, le BDNF a un effet protecteur vis-à-vis des altérations 

neuronales, astrocytaires, et comportementales induites par le stress (Radecki et al, 2005 ; 

Ye et al, 2011) et participe notamment aux phénomènes de résilience au stress chronique 

(Taliaz et al, 2011 ; Feder et al, 2009). Par exemple, un modèle de KD (Knock-Down) de BDNF 

favorise les phénotypes dépressifs, tandis qu’une surexpression de BDNF inhibe l’effet 

anhédonique d’un stress chronique. Une augmentation de l’expression de BDNF semble ainsi 

refléter une adaptation des animaux au stress.  
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I.4.2 L’expression génique du récepteur métabotropique du glutamate mGlur7 est 

augmentée chez les rats stressés 

Nos résultats montrent une augmentation de 48% de l’expression génique du 

récepteur métabotropique du glutamate mGluR7, sans modification de l’expression des 

autres récepteurs métabotropiques du glutamate.  

L’activation des récepteurs mGluR7 par un agoniste spécifique augmente la 

concentration plasmatique en hormones du stress, telles que la corticostérone et l’ACTH 

(Mitsukawa et al, 2005). Ces résultats suggèrent fortement que les récepteurs mGluR7 

participent à la réponse au stress (O’Connor et al, 2010).  

Le récepteur mGluR7 est abondamment exprimé au niveau des zones cérébrales 

impliquées dans les manifestations de l’anxiété, telle que l’hippocampe, l’amygdale et le 

locus cœruleus (Kinoshita et al, 1998). Des modèles de souris KO en mGluR7 présentent un 

niveau d’anxiété réduit dans des tests comportementaux tels que le labyrinthe en croix 

surélevée, ainsi qu’une diminution des comportements dépressifs comme l’immobilisation 

dans le test de nage forcée ou bien de suspension par la queue (Cryan et al, 2003 ; 

Stachowicz et al, 2008). Ainsi, l’augmentation de son expression est cohérente avec les 

modulations de la réponse émotionnelle observée chez les rats stressés au cours de l’étude 

comportementale. En effet, nos résultats ont mis en évidence chez les rats stressés, une 

augmentation de l’anxiété, ainsi que de la sensibilité aux environnements anxiogènes. 

Par ailleurs, les récepteurs mGluR7, principalement exprimés au niveau des 

membranes pré-synaptiques, inhibent la libération pré-synaptique de glutamate (Martin et 

al, 2007 ; Martin et al, 2008 ; Millan et al, 2002) et l’augmentation de son expression 

pourrait ainsi  en partie expliquer les résultats obtenus en électrophysiologie, qui montrent 

une augmentation de la PPF et donc une réduction de la libération pré-synaptique de 

glutamate chez les rats stressés.  

I.4.3 L’expression génique de la syntaxine 1a est augmentée chez les rats stressés 

Nos résultats montrent une augmentation de 42% de l’expression génique de la 

syntaxine 1a au niveau de la zone CA1 de l’hippocampe chez les ras stressés. Des études 

précédentes ne montrent aucune modulation de l’expression génique ou protéique de la 

syntaxine 1a au niveau de l’hippocampe entier après un stress chronique de contention 
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(Müller et al, 2011 ; Gao et al, 2006). Cela suggère une régulation très spécifique de 

l’expression de la syntaxine 1a par le stress au sein de l’hippocampe, visible au niveau de la 

zone CA1 et non de l’hippocampe entier. 

La syntaxine 1a est une protéine ancrée dans la membrane plasmique des neurones, 

qui, avec les protéines VAMP2 et SNAP 25, participent à la formation du complexe SNARE et 

à l’exocytose des neurotransmetteurs dans la fente synaptique. Une augmentation de son 

expression pourrait correspondre à une facilitation des phénomènes d’exocytose et ainsi 

une augmentation de la libération de neurotransmetteur. Cependant, cette hypothèse 

semble peu probable, nos résultats n’ayant montré aucune modulation de l’expression 

génique des autres protéines impliquées dans la formation du complexe SNARE (VAMP2 et 

SNAP25) et dans le processus d’exocytose (Synaptophysine, Synaptotagmine, Synapsine). De 

plus, les mesures électrophysiologiques effectuées suggèrent davantage une réduction de la 

libération pré-synaptique de glutamate, plutôt qu’une augmentation. 

Des études ont montré une interaction directe entre la syntaxine 1a et les canaux 

potassiques voltage-dépendants membranaires d’une part (Fili et al, 2001 ; Regev et al, 

2009 ; Michaelevski et al, 2007) et les canaux calciques d’autre part (Keith et al, 2007 ; Jarvis 

et al, 2000 ; Davies et al, 2011) impliqués dans les propriétés d’excitabilité des cellules et de 

libération des neurotransmetteurs. Ces interactions engendrent une réduction des flux 

ioniques et une inactivation des canaux. Ces phénomènes pourraient contribuer à la 

régulation de la libération pré-synaptique de neurotransmetteur en condition stimulée 

(Keith et al, 2007) et ainsi aux modulations de la PPF observées chez les rats stressés, bien 

que les mécanismes mis en jeu restent imprécis.  

I.4.4 L’expression génique du facteur de transcription PPARδ est augmentée chez les 

rats stressés 

Nos résultats montrent une augmentation de 58% de l’expression génique de PPARδ 

chez les rats stressés au niveau de la zone CA1 de l’hippocampe, sans modification de 

l’expression génique des autres PPAR. Les PPAR sont des récepteurs nucléaires ayant un rôle 

de facteurs de transcription et qui participent notamment à la régulation du métabolisme 

lipidique. Les PPARδ sont, comme nous avons pu le vérifier, les plus représentés au niveau 

cérébral (Braissant et al, 1996 ; Gofflot et al, 2007 ; Hall et al, 2008) et leur délétion 
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spécifique induit des perturbations dans le développement cérébral murin (Peters et al, 

2000). Ils participent notamment à la différenciation neuronale (Hall et al, 2008) et 

astrocytaire (Cimini et al, 2007).  

Le rôle le plus connu des PPARδ est la modulation du métabolisme lipidique. Une 

augmentation de son expression favorise les processus de β-oxydation peroxysomale 

(Grimaldi, 2007 ; Dreyer et al, 1993 ; Hall et al, 2008), qui participe à la dégradation des 

acides gras, mais également à la synthèse de DHA. Ainsi, l’augmentation de l’expression 

génique de PPARδ pourrait soit favoriser le catabolisme des AGPI et ainsi contribuer à la 

diminution du contenu cérébral en AGPI n-3, soit promouvoir la synthèse de DHA et ainsi 

refléter la mise en place d’un mécanisme compensatoire face à la réduction des AGPI n-3 

membranaire.  

L’activité de PPAR nécessite une dimérisation avec RXR avant de se fixer à une 

séquence d’ADN spécifique appelée PPAR Response Element (PPRE) (Devergnes et Wahli, 

1999). Afin de compléter ces résultats, il serait intéressant d’étudier d’une part l’expression 

de RXR et d’autre part la fixation du facteur de transcription à l’ADN, afin de déterminer si 

cette augmentation de l’expression de PPARδ peut être associée à des modulations 

fonctionnelles.  

I.4.5 L’expression génique de la vimentine, marqueur du cytosquelette des astrocytes, 

est augmentée chez les rats stressés  

Nos résultats montrent, suite au protocole de stress, une augmentation de 84% de 

l’expression génique de la vimentine au niveau de la zone CA1 de l’hippocampe des rats 

stressés, sans modification de l’expression génique de l’autre marqueur du cytosquelette 

astrocytaire, la GFAP.   

La vimentine est une protéine des filaments intermédiaires. Son expression varie au 

cours du développement. Initialement exprimée dans les précurseurs cellulaires tels que les 

cellules gliales radiaires (Götz et al, 2002), elle est progressivement remplacée par les 

neurofilaments au niveau neuronal et par la GFAP au niveau astrocytaires. Dans le cerveau 

adulte, elle est principalement exprimée par les cellules gliales radiaires, les astrocytes 

immatures ou activés, ainsi que par les cellules épendymaires (Schnitzer et al, 1981 ; Seri et 

al, 2004 ; von Bohlen und Halbach, 2011). Afin de mieux caractériser l’impact de 
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l’augmentation de son expression, il faudrait caractériser le type de cellules concernées par 

co-marquage en immunohistochimie entre la vimentine et des protéines spécifiques des 

types cellulaires telles que la GFAP pour les astrocytes. 

Au niveau astrocytaire, la vimentine est exprimée de manière détectable dans les 

situations d’astrogliose. En effet, la surexpression de la vimentine et de la GFAP constituent 

des marqueurs de la réaction astrocytaire (Pekny et Pekna, 2004 ; Bramanti et al, 2010). 

Ainsi, des études sur souris KO en Vim et GFAP (Wilhelmsson et al, 2004) ou suite à une 

transfection par rétrovirus (Lin et Cai, 2004) ont pu mettre en évidence le rôle joué par la 

vimentine sur l’hypertrophie astrocytaire caractéristique de l’astrogliose, ainsi que sur la 

formation de la cicatrice gliale. Ainsi, une augmentation de l’expression de la vimentine peut 

traduire une stimulation de l’activation astrocytaire. Cependant, dans notre étude, 

l’augmentation de l’expression génique de vimentine n’est pas associée à une augmentation 

de la GFAP. Ce type de résultats a déjà été observé chez le rongeur,  suggérant une réponse 

plus rapide et plus sensible de la vimentine comparée à celle de la GFAP après un trauma 

(Ekmark-Lewen et al, 2010 ; Pasinetti et al, 1993).  

La vimentine est également exprimée au niveau des cellules souches cérébrales 

(Sillaber et al, 2008) et l’augmentation de son expression, en parallèle de celle du BDNF, 

pourrait refléter une augmentation de la neurogenèse. Cependant, le stress a plutôt un effet 

inhibiteur sur la neurogenèse hippocampique (Malberg et Duman, 2003), cette hypothèse 

semble donc peu probable.  

I.4.6 L’expression génique des autres marqueurs étudiés de la synapse tripartite 

glutamatergique n’est pas modulée par le stress chronique de contention  

Comme nous l’avons décrit précédemment, l’expression génique des récepteurs du 

glutamate AMPA et NMDA, ainsi que des transporteurs vésiculaires V-Glut 1 et 2 n’est pas 

modulée par le stress chronique de contention. Nous nous sommes également intéressés à 

d’autres marqueurs, tels que des marqueurs du métabolisme lipidique, du fonctionnement 

astrocytaire ou bien des neurones.  

Tout d’abord, nous n’avons pas observé de modification, sous l’effet du stress, de 

l’expression génique de marqueurs du métabolisme lipidique telle que les phospholipases 

A2, la cyclo-oxygénase 2 (COX2) et les lipoxygénases 5, 12 et 15 (Alox 5, 12 et 15). Les 
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phospholipases A2 sont impliquées dans la libération des AGPI des phospholipides 

membranaires (Farooqui et Horrocks, 2006), tandis que la COX2 et les Alox participent à la 

synthèse, à partir des AGPI, de dérivés oxygénés tels que les prostaglandines, les 

thromboxanes, les neuroprotectines (Farroqui et al, 2007 ; Orr et Bazinet, 2008). Des études 

ont montré qu’une augmentation de l’activité de la iPLA2, impliquée dans le métabolisme du 

DHA (Green et al, 2008) intervient suite à un trauma aigu tel que l’ischémie (Strokin et al, 

2006). En permettant la libération de DHA des phospholipides membranaires et la synthèse 

subséquente de dérivés tels que la neuroprotectine D1 (NPD1), la iPLA2 pourrait participer à 

des processus neuroprotecteurs au cours de pathologies telles que l’ischémie ou la 

dépression (Strokin et al, 2006 ; Lee et al, 2011). De plus, au niveau du cortex, il a été montré 

qu’un stress de contention stimulait l’activité de la COX-2 et ainsi la synthèse de PGE2 

(Madrigal et al, 2003). Afin de compléter nos résultats et pouvoir faire un lien avec la 

composition lipidique membranaire, il serait nécessaire d’une part d’étudier l’expression 

génique de ces marqueurs au niveau du cortex et d’autre part d’étudier la composition 

lipidique de l’hippocampe. De plus, il est important de compléter ces données par l’analyse 

protéique de ces marqueurs et par l’étude de leur activité, par exemple celle des  

phospholipases A2 impliquées dans la libération des AGPI.  

Nous avons également étudié des marqueurs de la régulation astrocytaire de la 

synapse glutamatergique, telle que la sérine racémase (enzyme catalysant la synthèse de D-

sérine à partir de la L-sérine) et la glutamine synthétase (qui participe au cycle du glutamate 

dans l’astrocyte). Des études ont montré un rôle des glucocorticoïdes dans la régulation de 

l’expression génique et protéique de la glutamine synthétase (Vardimon et al, 1999 ; 

Vardimon, 2000), suggérant un rôle de ces hormones dans la régulation astrocytaire du cycle 

du glutamate. Cependant, aucune étude, jusqu’à présent, ne s’est intéressée à la régulation 

de ces enzymes dans des conditions de stress chronique. Nos résultats ne montrent, au 

niveau de la zone CA1 de l’hippocampe, aucune modification de l’expression génique de ces 

enzymes après un stress chronique.  

Enfin, nous avons évalué l’expression génique d’un marqueur du cytosquelette 

neuronal, MAP2. Le stress étant connu pour induire une rétraction des dendrites dans 

certaines régions cérébrales, l’hippocampe en particulier (McLaughin et al, 2007 ; Orlowski 

et al, 2011 ; Ramkumar et al, 2008), l’étude de ce marqueur, particulièrement concentré 
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dans les dendrites, semblait appropriée. Cependant, nos résultats n’ont pas mis en évidence 

de variation de l’expression génique de MAP2 par le stress chronique de contention. Les 

données de la littérature sur ce paramètre sont assez disparates. Ainsi, si certains ne 

montrent aucune modification de l’expression génique de MAP2 au niveau des différentes 

régions de l’hippocampe par un stress chronique de contention (Kuroda et McEwen, 1998), 

d’autres études mettent en évidence une réduction de l’expression protéique de MAP2 dans 

le cortex, ainsi que dans différentes zones de l’hippocampe (Yan et al, 2010). Ainsi, il 

semblerait que le stress chronique affecte l’expression protéique et non génique de la 

protéine MAP2, suggérant davantage une régulation post-transcriptionnelle. De plus, 

l’équipe de Yan et al (2010) montre par immunohistochimie une modification de la 

répartition de la protéine MAP2. Après un stress chronique, sa concentration est réduite au 

niveau des dendrites et augmentée au niveau du soma de certains neurones. Nos résultats 

sur l’expression génique nécessitent donc d’être complétés par une étude protéique de ce 

marqueur, ou d’autres marqueurs neuronaux.  

 

En résumé, les effets du stress chronique de contention chez les rats recevant un 

régime équilibré en AGPI n-3 et AGPI n-6 se caractérisent par une réduction de la croissance 

pondérale des rats et un pic de la concentration plasmatique de corticostérone. Les rats 

stressés présentent une sensibilité accrue aux environnements anxiogènes et une réduction 

de l’activité locomotrice associée à une augmentation de la réponse émotionnelle. D’un 

point de vue électrophysiologique, la réponse au stress chronique de contention se 

caractérise par une réduction de la libération pré-synaptique de glutamate et des 

phénomènes de LTP. Ces modifications des paramètres comportementaux et 

électrophysiologiques pourraient en partie être expliquées par l’augmentation de 

l’expression génique de certains marqueurs étudiés au niveau de la synapse tripartite 

glutamatergique, tels que mGluR7, la syntaxine 1a ou encore la vimentine. Cependant, les 

réactions liées au stress restent relativement réduites, suggérant une habituation, une 

adaptation des rats au protocole de stress auquel ils ont été soumis. Cette hypothèse est 

soutenue par l’augmentation de l’expression génique du BDNF, connu pour participer aux 

phénomènes de résilience suite à un stress chronique.  
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De nombreuses études ayant suggéré un effet anti-stress du DHA (Takeuchi et al, 

2003 ; Vinot et al, 2011), nous avons émis l’hypothèse que, les effets du stress chronique de 

contention pouvaient être modulés par les apports alimentaires en AGPI n-3. Dans la suite 

de l’exposé, nous discuterons donc de l’impact des AGPI n-3 (déficience ou enrichissement) 

sur la réponse au stress des rats.  

 

II. Modulation de la réponse au stress par les apports alimentaires en AGPI  

II.1 Perte de poids corporel et pic de concentration plasmatique de corticostérone 

induites par le stress chronique de contention 

II.1.1 La perte de poids liée au stress chronique est réduite chez les rats enrichis en 

AGPI-LC n-3 

Nos résultats ont montré une perte de poids significative des animaux équilibrés 

soumis à un stress chronique de contention. Si une réduction comparable est observée chez 

les animaux déficients en AGPI n-3, les rats enrichis en AGPI-LC n-3 perdent significativement 

moins de poids au cours des 21 jours de contention, malgré une prise alimentaire 

équivalente. 

L’étude de la croissance pondérale réalisée de la naissance au début de la procédure 

de stress a mis en évidence qu’en dépit d’une prise alimentaire équivalente, les rats enrichis 

en AGPI-LC n-3 présentaient un poids significativement supérieur à celui des autres lots 

alimentaires, avant la mise en contention. Ces résultats vont à l’encontre des données de la 

littérature qui suggèrent un effet anti-obésité des AGPI-LC n-3 (Buckley et Howe, 2009 ; Tai 

et Ding, 2010). Ainsi, il a été montré que l’incorporation d’AGPI-LC n-3 dans le régime 

alimentaire réduit l’accumulation de masse graisseuse et la prise de poids. Cependant, cet 

effet n’a été testé que dans des conditions alimentaires faisant appel à des régimes hyper-

lipidiques induisant l’obésité (Ruzickova et al, 2004 ; Hainault et al, 1993) et aucune étude 

n’a été menée sur l’impact des AGPI-LC n-3 sur la croissance pondérale dans le cadre d’une 

alimentaire normale équilibrée. De plus, des études cliniques suggèrent que les AGPI n-3 ont 

un effet anti-cachexie, prévenant l’affaiblissement de l’organisme et en particulier la perte 

de poids liée à un stress physique intense, notamment en limitant la lipolyse et la dépense 
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énergétique (Sauer et al, 2000). Cet effet anti-cachexie des AGPI n-3 pourrait en partie 

expliquer la perte de poids limitée des rats stressés enrichis en AGPI-LC n-3.  

II.1.2 Le pic de corticostérone plasmatique induit par le stress de contention est réduit 

chez les rats enrichis en AGPI-LC n-3, sans modification de l’expression des récepteurs aux 

glucocorticoïdes (GR et MR) 

Nos résultats ont montré, chez les rats équilibrés, un pic de la concentration 

plasmatique en corticostérone dès 30 minutes après la mise en contention. Si un pic 

d’amplitude comparable est observé chez les rats déficients en AGPI n-3 au cours des 21 

jours de contention, les rats enrichis en AGPI-LC n-3 présentent un pic de corticostérone 

significativement réduit dès le 7e jour de mise en contention. Une telle réduction de la 

concentration plasmatique de corticostérone chez des rats stressés recevant une 

supplémentation en huile de poisson a déjà été observée (Ferraz et al, 2011). Les données 

de la littérature suggèrent d’ailleurs que les AGPI n-3 ont un rôle bénéfique sur la réponse au 

stress, notamment en limitant l’activation de l’axe corticotrope. Ainsi, chez le rongeur, une 

supplémentation en AGPI n-3 prévient l’augmentation de la corticostérone plasmatique et 

du taux de noradrénaline en réponse à un stress aigu, tel qu’un test de nage forcée ou une 

injection d’IL-1 (Borsonelo et al, 2011 ; Song et al, 2003 ; Song et al, 2008). Un tel effet 

bénéfique des apports alimentaires en AGPI n-3 sur l’activation de l’axe corticotrope a 

également été retrouvé chez l’Homme, en situation de stress mental (Hamazaki et al, 2000 ; 

Delarue et al, 2003). Ces résultats, associés à la réduction de la perte de poids observée chez 

les rats enrichis en AGPI-LC n-3, suggèrent que les apports alimentaires en AGPI n-3 

favorisent l’adaptation des animaux au stress chronique. 

La réduction du pic de corticostérone chez les rats enrichis en AGPI-LC n-3 n’est pas 

accompagnée d’une modulation de l’expression génique ou protéique des récepteurs aux 

glucocorticoïdes GR et MR au niveau de la zone CA1 de l’hippocampe. Peu d’études se sont 

intéressées à la régulation des récepteurs aux glucocorticoïdes GR et MR par les apports 

alimentaires en AGPI n-3. L’équipe de Gomez-Pinilla et Ying (2010) a récemment montré une 

légère augmentation de l’expression de GR chez des rats recevant un régime enrichi en DHA 

en condition non stressante, tandis que Bhatia et al (2011) relève une augmentation suite à 

une déficience en AGPI n-3. Cependant, les variations d’expression sont relativement 

restreintes et ont été mesurées sur l’hippocampe entier, sans distinction des différentes 
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zones. L’ensemble de ces données ne permet donc pas de mettre en évidence un effet clair 

des apports alimentaires en AGPI n-3 sur l’expression des récepteurs GR et MR au niveau de 

l’hippocampe, aussi bien en condition basale que stressante.  

II.2 Comportement émotionnel et capacités d’apprentissage spatial 

II.2.1 Activité locomotrice et réponse émotionnelle  

Chez les rats équilibrés, la réponse au stress chronique de contention est caractérisée 

par une réduction de l’activité locomotrice, associée à une augmentation de la réponse 

émotionnelle mesurée dans l’openfield et le labyrinthe en croix surélevée.  

 
- Effets propres de la déficience en AGPI n-3 : 

Chez les rats non stressés, nos résultats ont montré un effet propre de la déficience 

en AGPI n-3, réduisant l’activité motrice dans le labyrinthe en croix surélevée. Les données 

de la littérature suggèrent un effet complexe de la déficience en AGPI n-3 sur l’activité 

motrice des rats, dépendant notamment de l’amplitude de réduction du taux de DHA dans 

les membranes cérébrales et de l’âge des sujets (Levant et al, 2010). Ainsi, si on considère 

l’ensemble de la période de développement (du jour post-natal P21 à P70), l’activité 

locomotrice n’est pas modifiée chez des sujets soumis à une déficience de 1e  génération, 

induisant une chute du DHA cérébral de 50%, alors qu’elle est augmentée chez des animaux 

déficients de 2e génération chez qui le déficit en DHA peut atteindre 80% (Levant et al, 

2010). Les individus les plus jeunes se montrent les plus sensibles à cette augmentation. En 

revanche, des études menées à un âge plus avancé ont montré une réduction de l’activité 

locomotrice chez les déficients, d’autant plus prononcée que la chute de DHA était 

importante (supérieure à 50%) (Levant et al, 2006 ; Enslen et al, 1991). Parallèlement, ces 

études n’ont montré aucune altération de l’activité locomotrice chez des rats ayant reçu un 

régime enrichi en AGPI n-3 (Levant et al, 2006). Ainsi, il semble que l’activité motrice soit 

spécifiquement affectée par la chute cérébrale en DHA  (Levant et al, 2006).  

La déficience en AGPI n-3 est également caractérisée par une modification de la 

réponse émotionnelle dans le test de réaction au sursaut. Ainsi, les rats déficients en AGPI n-

3 présentent une accentuation du sursaut au son de 120 dB comparativement aux équilibrés 



 280 

et aux enrichis en AGPI-LC n-3. L’équipe de Fedorova et al (2009) a montré que la déficience 

en AGPI n-3 altère le processus d’habituation dans ce test, avec un maintien de l’amplitude 

de sursaut tout au long des sessions. La réponse au sursaut représente une réponse réflexe à 

un stimulus intense et soudain et son amplitude peut être modulée par un grand nombre de 

paramètres physiologiques ou pathologiques (Koch, 1999). Chez l’Humain, l’augmentation 

de la réaction de sursaut est associée à des troubles anxieux et est notamment retrouvée 

chez des individus souffrant du syndrome de stress post-traumatique (Grillon et al, 1991 ; 

Orr et al, 1995 ; Asmundson et Carleton, 2010 ; Siegelaar et al, 2006). Ainsi, l’augmentation 

de la réaction de sursaut au son de 120 dB que nous observons chez les rats déficients en 

AGPI n-3 suggère une sensibilité accrue à l’anxiété ou un déficit dans les processus 

d’habituation. En revanche, aucun effet du régime déficient en AGPI n-3 n’est observé sur les 

différentes phases du conditionnement de peur. Il a été préalablement montré au 

laboratoire que des rats déficients en AGPI n-3 de 2e génération ne présentaient pas de 

modification significative de leur capacité d’extinction d’une peur conditionnée (Mathieu et 

al, 2011). 

Chez les rats stressés, la déficience en AGPI n-3 exacerbe les modifications 

comportementales observées chez les rats équilibrés, avec une activité locomotrice d’autant 

plus réduite et un temps de toilettage et une consommation de sucrose augmentés, 

suggérant une sensibilité accrue au stress. Des données en ce sens ont également été 

obtenues précédemment au laboratoire dans le modèle de stress de séparation maternelle, 

montrant un phénotype plus anxieux, plus impulsif et une amplification des modifications de 

réponse à la récompense chez des rats déficients comparativement aux équilibrés (Mathieu 

et al, 2011 ; Mathieu et al, 2008). Une augmentation de l’anxiété chez la souris déficiente en 

AGPI n-3 a par ailleurs été rapportée en réponse  à un stress chronique imprédictible 

(Harauma et Moriguchi, 2011). Ainsi, bien que les agents stressants soient différents, toutes 

ces études suggèrent une régulation complexe de la réponse au stress par le statut en AGPI 

n-3 et plus particulièrement, une vulnérabilité accrue des rats soumis à un régime déficient 

en AGPI n-3. En revanche, si un effet synergique d’une déficience en AGPI n-3 de 2e 

génération et d’un stress précoce de séparation maternelle a été mis en évidence 

préalablement au laboratoire (Mathieu et al, 2011), cet effet n’est pas retrouvé lors d’un 
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stress chronique de contention chez des rats adultes déficients de 1e génération, chez qui la 

chute du contenu cérébral en DHA est moins importante. 

 
- Effets propres de l’enrichissement en AGPI-LC n-3 :  

Nos résultats ont également montré, chez les rats non stressés, un effet propre de la 

l’enrichissement en AGPI-LC n-3 dans le test de conditionnement de peur. Dans ce test, le rat 

apprend à associer un stimulus neutre (un son) à un stimulus aversif (un choc électrique) 

auquel ils ne peuvent échapper et développent alors un comportement typique de freezing, 

correspondant à une immobilité complète excepté les mouvements respiratoires et 

considéré comme une réponse de peur (Blanchard et Blanchard, 1969). Si l’acquisition de 

cette peur conditionnée est identique dans tous les lots expérimentaux, la phase 

d’extinction est spécifiquement modifiée chez les rats enrichis en AGPI-LC n-3 qui présentent 

une réduction significative du temps de freezing, notamment au cours de la 2e session. Il faut 

cependant noter que cette extinction est restreinte dans tous les groupes expérimentaux, 

leur temps de freezing restant globalement élevé à la fin des 2 sessions d’extinction.  

Néanmoins, ces résultats, en accord avec ceux de l’étude de Takeuchi et al (2003),  

suggérant que l’enrichissement alimentaire en AGPI-LC n-3 favorise les processus impliqués 

dans l’extinction d’une peur conditionnée.  

Chez les rats enrichis en AGPI-LC n-3, la réponse comportementale au stress 

chronique de contention est atténuée. Ainsi, nous n’observons pas de modification d’activité 

locomotrice, l’augmentation du temps de toilettage est moindre et l’anxiété est moins 

marquée chez les rats stressés enrichis en AGPI n-3, comparativement aux rats stressés des 2 

autres lots alimentaires. L’effet bénéfique des AGPI n-3 sur les manifestations de l’anxiété 

ont d’ailleurs déjà été montré chez des primates non humains (Vinot et al, 2011). De plus, 

nos résultats suggèrent que l’enrichissement en AGPI-LC n-3 favorise l’adaptation des rats 

chroniquement stressés à des situations de stress aigu. Ainsi, lors de la phase d’extinction de 

peur conditionnée, les rats stressés enrichis en AGPI-LC n-3 présentent un temps de freezing 

réduit comparé aux autres lots, reflétant une extinction plus rapide. Ainsi, on peut poser 

l’hypothèse que chez des rats chroniquement stressés, l’enrichissement du régime en AGPI-

LC n-3 permet de réduire les manifestations d’anxiété et les troubles locomoteurs et à 

l’inverse favorise l’apprentissage de comportements permettant une meilleure adaptation 
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au stress aigu. Cette hypothèse est confortée par des résultats récents montrant qu’une 

supplémentation en AGPI n-3 permet de réduire le comportement anxieux des rats dans un 

labyrinthe en croix surélevée et de diminuer leur résignation dans un test de nage forcée 

suite à un stress chronique de contention (Ferraz et al, 2011). 

II.2.2 Apprentissage spatial  

Chez les rats équilibrés, nos résultats n’ont pas permis de mettre en évidence un 

effet du stress chronique de contention sur les capacités d’apprentissage spatial. Cette 

absence d’effet du stress est également observée chez les rats enrichis en AGPI n-3, les rats 

stressés et non stressés présentant les mêmes capacités d’apprentissage. Certaines données 

de la littérature suggèrent pourtant que la supplémentation en AGPI-LC n-3 stimule les 

capacités d’apprentissage dans des tests tels que la piscine de Morris (Chung et al, 2008) et 

le labyrinthe radiaire (Tanabe et al, 2004). L’équipe Trofimiuk et Braszko (2011) montre par 

ailleurs que la supplémentation en huile de poisson riche en AGPI n-3 est sans effet sur les 

performances des rats dans un labyrinthe de Barnes en condition non stressante, alors 

qu’elle s’avère bénéfique chez des rats soumis à un stress chronique de contention.  

Concernant les effets de la déficience en AGPI n-3, nous avons observé un effet 

spécifique dans la phase du changement de consignes dans le test de Barnes, avec une 

augmentation du temps d’apprentissage et un plus grand nombre d’erreurs que dans les 

autres lots alimentaires. L’équipe de Fedorova et al (2009) a montré que les performances 

de rats déficients en AGPI n-3 sont peu altérées dans un apprentissage spatial classique, 

alors qu’ils présentent un important déficit lors d’un inversement de règles (Fedorova et al, 

2009). Si l’apprentissage spatial est hippocampe-dépendant, la flexibilité comportementale 

permettant l’adaptation à un changement de consignes constitue une tâche corticale 

(Oualian et Gisquet-Verrier, 2010). Ces modifications des performances d’apprentissage chez 

les rats déficients en AGPI n-3 peuvent être sous-tendues par des perturbations de la 

neurotransmission dopaminergique, qui ont été décrites au niveau du cortex frontal. Il a 

ainsi été montré que la déficience en AGPI n-3 engendre une diminution du nombre de 

vésicules dopaminergiques et une augmentation de la concentration des dérivés de la 

dopamine, reflétant une augmentation du métabolisme dopaminergique dans cette région 

cérébrale (Zimmer et al, 2000 ; Zimmer et al, 2002). Ces modifications du métabolisme 
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dopaminergique sont associées à une réduction de l’expression des récepteurs 

dopaminergiques D2 (Delion et al, 1994 ; Delion et al, 1996 ; Chalon, 2006).  

Chez les rats soumis au stress chronique de contention, nos résultats montrent que 

cet effet spécifique de la déficience en AGPI n-3 sur l’apprentissage cortex-dépendant est 

annulé. Ainsi, les rats stressés déficients présentent les mêmes performances 

d’apprentissage lors de l’inversion de consigne que les rats équilibrés et enrichis en AGPI n-3.  

Les données de la littérature suggèrent un effet du stress chronique sur le métabolisme 

dopaminergique au niveau cortical, en stimulant la formation de dérivés de la dopamine 

sans modification du contenu en dopamine (Torres et al, 2002 ; Gamaro et al, 2003). Il 

apparaît donc aujourd’hui nécessaire d’étudier la neurotransmission dopaminergique 

cortico-frontale chez les rats des différents lots alimentaires et soumis au stress chronique 

de contention.  

II.3 Paramètres électrophysiologiques  

II.3.1 L’enrichissement en AGPI-LC n-3 module l’efficacité synaptique et la probabilité de 

libération pré-synaptique de glutamate et cet effet est inhibé par le protocole de stress 

Chez les rats équilibrés, les effets du stress chronique de contention sont caractérisés 

par une augmentation de la PPF reflétant une réduction de la libération stimulée pré-

synaptique de glutamate, sans modification des paramètres de l’efficacité synaptique 

illustrée par la courbe intensité-réponse. Nos résultats montrent par ailleurs que ces effets 

du stress sont modulés par l’enrichissement du régime  en AGPI-LC n-3 mais non par la 

déficience en AGPI n-3. 

Chez les rats non stressés, l’enrichissement du régime en AGPI-LC n-3 augmente 

l’efficacité synaptique. En effet, les résultats de la courbe d’intensité-réponse montrent pour 

un même nombre de fibres nerveuses stimulées, une intensité de réponse plus élevée 

(PPSEs/VA) chez les rats enrichis comparativement aux équilibrés et aux déficients. L’effet 

bénéfique du DHA sur l’activité synaptique au niveau de l’hippocampe a déjà été montré sur 

des modèles de cultures de neurones (Cao et al, 2009). Cet effet peut être lié à des 

modulations des paramètres pré-synaptiques comme nous le décrirons par la suite lors de 

l’analyse des résultats de la PPF, mais également des paramètres post-synaptiques, tels que 

la régulation des récepteurs post-synaptiques du glutamate, en particulier les récepteurs 
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AMPA. Des études ont en effet montré une stimulation de l’expression protéique des 

récepteurs AMPA en présence de DHA chez l’adulte (Cao et al, 2009), ainsi que chez des 

individus âgés (Dyall et al, 2007). Notre étude n’a montré aucune modification de 

l’expression génique des récepteurs AMPA par l’enrichissement en AGPI-LC n-3. Cependant, 

ces mesures devront être complétées par l’étude de l’expression protéique de ces 

récepteurs.    

Malgré une meilleure efficacité synaptique, l’analyse de l’amplitude des PPSEs et de 

la VA montre chez les rats enrichis en AGPI-LC n-3 une réponse globalement moins forte 

(amplitude des PPSEs), liée notamment à un moindre nombre de fibres nerveuses recrutées 

(amplitude de la VA). Des études menées sur des tranches d’hippocampe de souris ont 

montré que les AGPI n-3 (EPA ou DHA) peuvent modifier les propriétés membranaires de 

repos et ainsi réduire le seuil d’excitabilité des neurones (Xiao et Li, 1999). Par ailleurs, les 

rats enrichis en AGPI-LC n-3 présentent une augmentation de la libération pré-synaptique de 

glutamate comme le montre la diminution de la PPF, sans modification de l’expression des 

transporteurs vésiculaires V-Glut 1 et 2, suggérant un processus indépendant du stockage 

présynaptique du neurotransmetteur. En tant que constituant important des membranes 

neuronales, le DHA régule un certain nombre d’activités enzymatiques, de récepteurs et de 

canaux ioniques, pouvant être impliqués dans la libération de neurotransmetteurs. La 

supplémentation en AGPI n-3 stimule par exemple l’activité de la pompe Na+,K+/ATPase 

(Horrocks et Farooqui, 2004 ; Gerbi et al, 1994 ; Tsutsumi et al, 1995). De plus, une fois libéré 

des membranes sous l’action des phospholipases A2, le DHA peut réguler la transcription de 

gènes impliqués dans l’exocytose. Ainsi, comme nous le décrirons par la suite, 

l’enrichissement du régime en AGPI-LC stimule l’expression génique de protéines telles que 

la syntaxine 1a, la synaptophysine ou SNAP 25 qui entrent dans la formation du complexe 

SNARE et régulent l’exocytose. 

En résumé, nos résultats suggèrent que l’enrichissement membranaire en DHA, en 

modifiant les propriétés des membranes neuronales, induit un moindre recrutement de 

fibres nerveuses lors de l’arrivée d’un stimulus mais une libération de glutamate plus 

importante et une réponse synaptique plus efficace.  
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 Nos résultats montrent que ces effets sont totalement inhibés par le stress 

chronique de contention. Les rats stressés enrichis en AGPI-LC n-3 présentent ainsi une 

efficacité synaptique équivalente à celle des autres lots expérimentaux. Nous avons déjà vu, 

chez les rats équilibrés en AGPI n-3, que le stress a un effet inhibiteur sur la libération pré-

synaptique de glutamate ; il contrecarre ainsi les effets de l’enrichissement membranaire en 

DHA.  

II.3.2 L’impact du stress sur la plasticité synaptique est indépendant des apports en 

AGPI n-3 

Nos résultats ont montré que le stress chronique de contention diminue la LTP, de 

manière équivalente dans les 3 régimes alimentaires. Ainsi l’effet du stress sur la plasticité 

synaptique (LTP) n’est pas modulé par les apports en AGPI-LC n-3.  

Des données de la littérature suggèrent un rôle bénéfique des AGPI n-3 sur 

l’induction et le maintien des processus de LTP (Cao et al, 2009 ; Kawashima et al, 2010 ; Su, 

2010). A l’inverse, il a été montré que la déficience en AGPI n-3 chez de jeunes souris réduit 

la LTP, notamment en agissant sur l’expression des récepteurs du glutamate AMPA et NMDA 

(Cao et al, 2009).  La LTP est un phénomène de la plasticité synaptique fortement impliqué 

dans la mémorisation et l’apprentissage spatial (Lynch, 2004). En accord avec l’absence de 

modification de la plasticité synaptique, nous n’avons pas observé de modulation de 

l’expression génique des récepteurs AMPA et NMDA par le régime alimentaire, ni de 

modification des capacités d’apprentissage dans le labyrinthe de Barnes dans les différents 

lots alimentaires.  

II.4 Modulation de l’expression génique des marqueurs étudiés  

II.4.1 La déficience ou l’enrichissement du régime alimentaire en AGPI n-3 ont des effets 

similaires à ceux du stress chronique   

- Expression du BDNF :  

Nos résultats ont montré une augmentation de 65% de l’expression génique de BDNF 

avec le stress chez les rats équilibrés. Une telle augmentation de l’expression génique de 

BDNF est également observée chez les rats non stressés recevant le régime déficient en AGPI 

n-3 ou enrichi en AGPI-LC n-3, comparativement aux rats équilibrés, sans modification de 
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l’expression des autres facteurs de croissance. Ainsi, il semble que la déficience en AGPI n-3 

et l’enrichissement en AGPI-LC n-3 ont des effets similaires à ceux du stress chronique de 

contention sur l’expression génique du BDNF. Dans ces 2 lots alimentaires, l’expression du 

BDNF est ainsi équivalente entre les rats stressés et non stressés. 

Dans la littérature, il a été montré que l’expression génique et protéique du BDNF 

était augmentée dans l’hippocampe de sujets recevant une supplémentation chronique en 

AGPI n-3 (Wu et al, 2008 ; Venna et al, 2009), et diminuée chez des rats déficients (Rapoport 

et al, 2007 ; Levant et al, 2008 ; Bhatia et al, 2011 ; Rao et al, 2007). L’augmentation de BDNF 

observée à la fois chez les enrichis et chez les déficients est donc surprenante. Cependant, 

les variations d’expression du BDNF sont dépendantes de la souche de rats, de la région 

cérébrale et de la méthode de dosage utilisée (Bhatia et al, 2011). Comme nous l’avons 

décrit précédemment, le BDNF joue un rôle important dans le fonctionnement du SNC et 

notamment dans les phénomènes de plasticité cérébrale (Waterhouse et Xu, 2009 ; Lu et al, 

2008 ; Gottmann et al, 2009). Il exerce son action biologique en se fixant à son récepteur 

TrkB (Klein et al, 1991). Il serait donc intéressant d’étudier l’expression de ce récepteur, ainsi 

que l’interaction entre les 2 partenaires, afin de rechercher des différences impliquant les 

voies de signalisation associées au BDNF et qui pourraient expliquer nos résultats.  

 
- Expression de PPARδ : 

Nos résultats ont montré une augmentation de l’expression génique de PPARδ avec 

le stress chez les rats équilibrés. Une augmentation de 66%  chez les rats déficients et de 

77% chez les enrichis est également observée, sans effet du stress. Ainsi, les régimes 

déficient et enrichi en AGPI-LC n-3 ont des effets similaires à ceux du stress quant à 

l’expression génique des facteurs de transcriptions PPAR. PPARδ est un récepteur nucléaire 

impliqué notamment dans la régulation du métabolisme lipidique dont son expression est 

modulée par les apports alimentaires en nutriments et plus particulièrement en lipides, 

comme le montre l’utilisation de régime hyper-lipidique (Buaud et al, 2010). Plus 

précisément, des études ont montré que PPARδ pouvait être activé aussi bien par des AGPI 

de la famille des n-6, que par ceux de la famille des n-3 (Lim et al, 1999 ; Yu et al, 1995).  

Ainsi, sur un modèle de culture cellulaire, la réduction des apports en ALA, précurseur des 

AGPI n-3, stimule l’expression de PPARδ afin, via l’activation de la transcription d’enzymes 
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spécifiques de la β-oxydation, de favoriser la synthèse de DHA et ainsi pallier à la déficience 

(Langelier et al, 2003). Il a également été montré que l’augmentation des apports en AGPI 

favorise aussi la synthèse et l’activation de PPARδ au niveau de tissus, tels que le foie, le 

tissu adipeux ou le cœur (Kjaer et al, 2008 ; Yu et al, 2010 ; Di Nunzio et al, 2009). Ainsi, la 

modulation du ratio AGPI n-6/AGPI n-3, quel qu’en soit le sens, induit l’augmentation de 

l’expression et de l’activation de PPARδ dans les tissus, qui participe à la régulation de 

l’homéostasie énergétique et en particulier du métabolisme lipidique. Il semble donc logique 

que l’effet des régimes déficients ou enrichi en AGPI n-3 utilisés ici soit identique quant à la 

modification d’expression de PPARδ. Les conséquences de cette augmentation d’expression, 

dans chaque situation, restent néanmoins à étudier. 

 
- Expression de la vimentine et de la GFAP : 

Nos résultats ont montré une augmentation de 84% de l’expression génique de la 

vimentine avec le stress chez les rats équilibrés. Une telle augmentation est également 

observée sous l’effet du régime déficient en AGPI n-3 et du régime enrichi en AGPI-LC n-3, 

comparativement au lot équilibré. Ainsi, le déficit d’apport ou la supplémentation en AGPI n-

3 ont des effets comparables à ceux du stress sur l’expression génique de la vimentine. 

Comme nous l’avons décrit précédemment, la vimentine est exprimée essentiellement au 

cours du développement. A l’âge adulte, elle est retrouvée soit au niveau de cellules 

immatures, soit au niveau d’astrocytes réactionnels (Bramanti et al, 2010 ; Pekny et Pekna, 

2004). Aucune étude jusqu’à présent ne s’est intéressée à la régulation de son expression en 

fonction du statut lipidique des membranes cellulaires. Nos résultats ne montrent aucune 

modulation de l’expression génique de GFAP, marqueur principal du cytosquelette 

astrocytaire.  Il semble donc peu probable que l’augmentation de la vimentine soit liée à une 

stimulation de l’astrogliose. Par contre, associée à l’augmentation de marqueurs tels que le 

BDNF, nos résultats peuvent suggérer une augmentation de la prolifération des cellules 

souches neurales ou de leur différenciation en astrocytes immatures. Afin d’approfondir ces 

résultats, l’expression protéique de la vimentine doit être quantifiée, et une étude par co-

marquage vimentine/GFAP pour les astrocytes ou vimentine/BrDU pour les cellules 

progénitrices pourrait être réalisée.  
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II.4.2 Effets propres du stress chronique de contention et des apports alimentaires en 

AGPI n-3 

- Récepteurs métabotropiques du glutamate : 

Le stress chronique de contention induit une augmentation de l’expression génique 

de mGluR7 chez les rats équilibrés. Cette modulation de l’expression de mGluR7 par le stress 

n’est pas retrouvée chez les rats déficients en AGPI n-3 ou enrichis en AGPI-LC n-3.  

L’absence de modification de l’expression de ces récepteurs chez les rats déficients 

stressés peut être associée à l’absence de modification de la PPF dans ce lot expérimental. 

En revanche, nous avons observé un effet propre du régime enrichi en AGPI n-3 qui est 

associé à une augmentation de l’expression génique des récepteurs métabotropiques du 

glutamate mGluR2 et mGluR8, sans modification de l’expression des autres récepteurs 

métabotropiques du glutamate. Les récepteurs mGluR2 (groupe II) et mGluR8 (groupe III) 

sont tous deux exprimés de manière extra-synaptique au niveau des neurones pré- 

synaptiques (Petrali et al, 1996 ; Shigemoto et al, 1997) et participent à l’inhibition de la 

libération de glutamate pré-synaptique (Cartmell et Schoepp, 2000 ; Capogna, 2004 ; 

Schoepp, 2001). Leur localisation extra-synaptique ne permet leur activation que dans des 

cas de forte libération de glutamate, afin de prévenir d’un effet potentiellement 

excitotoxique. Ainsi, on peut supposer que chez les rats non stressés, la hausse de libération 

pré-synaptique de glutamate chez les rats enrichis en AGPI-LC n-3 favorise l’augmentation de 

l’expression de mGluR2 et mGluR8, sans pour autant permettre leur activation. Chez les rats 

stressés, l’activation de ces récepteurs participe à l’inhibition de la libération pré-synaptique 

de glutamate, expliquant ainsi en partie la hausse de la PPF. 

En résumé, en situation de déficience en AGPI n-3 ou d’enrichissement en AGPI-LC n-

3 le stress n’induit pas d’augmentation de l’expression génique du récepteur mGluR7. Dans 

le cas de la déficience en AGPI n-3, ceci peut expliquer l’absence de modification de la 

libération pré-synaptique de glutamate par le stress ; tandis que chez les rats enrichis en 

AGPI-LC n-3, la richesse naturelle de leur structure cérébrale en mGluR2 et mGluR8 

permettrait de maintenir des mécanismes de régulation de la libération pré-synaptique de 

glutamate suite au stress.  
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- Gènes de l’exocytose : 

Nos résultats ont montré que le stress chronique de contention induit une 

augmentation de 42% de l’expression de la syntaxine 1a chez les rats équilibrés, sans 

modification des autres protéines de l’exocytose. Cet effet du stress chronique est retrouvé 

quel que soit le régime alimentaire. Ainsi, l’effet du stress sur l’expression de la syntaxine 1a 

est indépendant des apports alimentaires en AGPI n-3.  

Cependant, chez les rats non stressés, nos résultats ont mis en évidence des effets 

spécifiques du régime alimentaire. Ainsi, la déficience en AGPI n-3 induit une augmentation 

de l’expression génique des protéines de l’exocytose, en particulier de SNAP25, de la 

syntaxine 1a et de la synaptophysine, tandis que l’enrichissement en AGPI-LC n-3 stimule 

essentiellement l’expression génique de la syntaxine 1a et n’augmente que légèrement 

l’expression de SNAP25 et de la synaptophysine. Jusqu’à présent, peu d’études se sont 

intéressées à l’impact des apports alimentaires en AGPI sur les phénomènes d’exocytose, en 

particulier sur la formation du complexe protéique SNARE. Des données récentes montrent 

néanmoins qu’une déficience en AGPI n-3, en induisant une augmentation des taux d’acide 

arachidonique membranaires, favorisait la formation du complexe SNARE sans modulation 

de l’expression des différentes protéines le composant (syntaxine, SNAP 25, complexine, 

synapophysine) (Pongrac et al, 2007 ; Calon et al, 2005). Ces données sont en accord avec le 

rôle donné à l’acide arachidonique au cours de l’exocytose, participant activement à la 

formation du complexe SNARE (Connell et al, 2007 ; Rickman et Davlevtov, 2005 ; Davlevtov 

et al, 2007 ; Latham et al, 2007). Concernant la supplémentation en DHA, il a été montré 

qu’elle ne module pas l’expression protéique de SNAP-25 ou de la synaptophysine (Calon et 

al, 2005). Cependant, des études ont montré un rôle stimulateur de l’apport alimentaire en 

ALA et en DHA sur les processus d’exocytose au cours de la croissance neuronale, en 

favorisant l’activation de la syntaxine 3 (Darios et Davlevtov, 2006) ; on peut supposer que 

ce mécanisme de régulation de la formation du complexe SNARE par les AGPI n-3 est 

retrouvé dans le cerveau mature. Ainsi, les données bibliographiques suggèrent un rôle des 

AGPI davantage dans la formation du complexe SNARE, plutôt que dans la régulation de 

l’expression des protéines constitutives. Il serait intéressant de compléter nos résultats par 

l’analyse de l’expression protéique et de la fonctionnalité de ces protéines, notamment par 

leur capacité à s’organiser en complexe. En effet, dans le cas de l’enrichissement du régime 
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en AGPI-LC n-3, l’augmentation de l’expression de protéines impliquées dans l’exocytose 

pourrait participer à la meilleure efficacité synaptique et surtout à l’augmentation de 

libération pré-synaptique de glutamate. Cependant, dans le cas d’une déficience en AGPI n-

3, aucune modulation de l’efficacité synaptique et de la libération de glutamate n’est 

observée, suggérant que si on observe une augmentation de l’expression génique des 

protéines de l’exocytose, celles-ci ne semblent pas avoir de conséquences fonctionnelles.  

II.4.3 Absence d’effet du stress chronique de contention et des apports alimentaires en 

AGPI n-3  

Comme nous l’avons décrit précédemment, l’expression génique des récepteurs du 

glutamate AMPA et NMDA, ainsi que des transporteurs vésiculaires V-Glut 1 et 2 n’est pas 

modulée ni par le stress chronique de contention, ni par les apports alimentaires en AGPI n-

3.  

C’est le cas également des marqueurs du métabolisme lipidique, PLA2, COX-2 et LOX. 

Il y a peu de données dans la littérature sur la régulation par le régime alimentaire de ces 

marqueurs du métabolisme lipidique au niveau de la zone CA1 de l’hippocampe. En 

revanche, il a été montré une régulation de l’expression et de l’activité des enzymes clés du 

métabolisme lipidique dans d’autres zones cérébrales. Ainsi, une déficience en AGPI n-3 

engendre, au niveau du cortex, une réduction de l’expression et de l’activité de la iPLA2, 

impliquée dans le métabolisme du DHA et à l’inverse une augmentation de l’expression et de 

l’activité des cPLA2 et sPLA2, et de COX-2 (Rao et al, 2007 ; Rapoport, 2008). A l’inverse, une 

déficience en AGPI n-6 stimule les voies du métabolisme du DHA en augmentant l’expression 

et l’activité de la iPLA2 et de la Alox15, tandis que le métabolisme de l’AA est réduit avec une 

diminution de l’expression de la cPLA2 et de COX-2 (Kim et al, 2011). Ces résultats suggèrent 

une régulation région-spécifique du métabolisme lipidique par les apports alimentaires en 

AGPI. Ainsi, comme nous l’avons précisé précédemment, une étude plus complète du 

métabolisme lipidique dans différentes zones cérébrales est nécessaire pour compléter nos 

données. 

Nous n’avons pas mis en évidence de modification de l’expression des marqueurs de 

la régulation astrocytaire de la synapse glutamatergique par le stress ou le régime 

alimentaire, à savoir la glutamine synthase et la sérine racémase. La glutamine synthase 
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participe au cycle du glutamate, en permettant la conversion de ce dernier en glutamine 

(Walton et Dodd, 2007), tandis que la sérine racémase permet la conversion de la L-sérine 

en D-sérine, principal agoniste des récepteurs NMDA (Wolosker et al, 1999). Si l’expression 

de ces marqueurs n’est pas modulée par les apports alimentaires en AGPI n-3 et le stress 

chronique de contention, il faudrait néanmoins évaluer leur impact sur l’activité de ces 

enzymes.  

Enfin, aucune modification de l’expression génique du marqueur neuronal MAP2 n’a 

été observée en réponse au stress chronique ou aux variations d’apports en AGPI n-3. Une 

étude in vitro menée sur culture de cellules souches neurales montre que la 

supplémentation en DHA augmente l’expression génique et protéique de MAP2, suggérant 

ainsi un rôle du DHA dans la différenciation neuronale (Katakura et al, 2009). Cependant, les 

données bibliographiques sur la modulation de l’expression de MAP2 in vivo ou in vitro sur 

des neurones matures sont beaucoup plus restreintes. Ainsi, si les AGPI n-3 semblent avoir 

un rôle bénéfique sur le développement neuronal, aucun effet n’est retrouvé sur le cerveau 

mature. De plus, comme nous l’avons discuté précédemment, aucun effet du stress 

chronique sur l’expression de ce marqueur n’est retrouvé et ce, quel que soit le groupe 

alimentaire considéré.  

 

Cette approche en TLDA de mesure d’expression d’ARNm a permis l’étude 

simultanée d’un grand nombre de gènes, ici 48, choisis en raison de leur implication dans la 

régulation des processus étudiés, à savoir le fonctionnement de la synapse glutamatergique, 

le métabolisme des AGPI, l’exocytose, ou encore des facteurs de croissance. Les résultats ont 

montré que les modifications observées étaient généralement de faible amplitude et que 

l’interprétation globale et intégrée était difficile. Ils devront être complétés par des mesures 

d’expression protéique ou d’activité. Ces résultats ouvrent néanmoins des perspectives 

d’étude de certains mécanismes qui semblent particulièrement mis en jeu dans les effets du 

stress et des variations d’apports en AGPI, en particulier au niveau de la régulation de la 

libération pré-synaptique du glutamate.  
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En résumé, l’ensemble de ces données montrent que la modulation des apports 

alimentaires en AGPI n-3 permet de modifier la réponse à un stress chronique de contention 

chez le rat. Ainsi, un régime enrichi en AGPI-LC n-3 semble favoriser l’adaptation au stress en 

limitant notamment la perte de poids, ainsi que le pic de corticostérone et en atténuant les 

effets comportementaux induits par le stress chronique de contention. A l’inverse, les rats 

déficients en AGPI n-3 y semblent plus sensibles et présentent notamment une réponse 

émotionnelle accrue. Par ailleurs, la déficience comme l’enrichissement en AGPI-LC n-3 ont 

des effets similiaires au stress de contention sur certains paramètres très spécifiques, 

notamment l’expression génique de marqueurs tels que le BDNF, PPAR ou encore la 

vimentine, suggérant une association étroite entre l’expression de ces gènes et la 

modification de composition membranaire en AGPI, sans effet spécifique des n-3 ou des n-6. 

 

Partie 3 : Impact des AGPI et du stress sur les partenaires de synapse tripartite : neurones 

et astrocytes (études in vitro) 

 

I. Modulation des propriétés de la lignée cellulaire de neuroblastomes humains par les 

apports en AGPI et l’hydrocortisone 

Les données électrophysiologiques obtenues chez le rat révèlent une modulation de 

la libération pré-synaptique de glutamate par les apports alimentaires en AGPI n-3 et par le 

stress chronique de contention. Ces modifications pourraient notamment être liées à une 

altération du mécanisme d’exocytose, phénomène ubiquitaire de libération de 

neurotransmetteur. 

La lignée de neuroblastomes SH_SY5Y présentent des caractéristiques neuronales et 

peuvent libérer de la noradrénaline (NA), leur principal neurotransmetteur, constituant ainsi 

un bon modèle d’étude des phénomènes d’exocytose (Vaughan et al, 1995 ; Ou et al, 1998). 

Trois types de libération ont été étudiés: en condition basale, stimulée au KCl 105mM ou 

stimulée au Carbachol 1mM. La libération de NA en condition basale (KCl 5mM) mime la 

libération spontanée de neurotransmetteur, tandis qu’une stimulation au KCl 105mM ou au 

Carbachol 1mM induit une libération de NA accrue. Le KCl 105mM va engendrer une forte 

dépolarisation des membranes cellulaires, permettant l’activation des canaux voltage-
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dépendent (Lambert et al, 1990), et le Carbachol permet l’activation des récepteurs 

muscariniques qui sont couplés aux protéines G (Larsson et al, 1998).  

Dans un premier temps, nous discuterons de l’effet dose-dépendant des AGPI (DHA, 

AA et EPA) sur la libération de NA, en considérant les effets associés à une supplémentation 

longue permettant l’incorporation des AGPI dans les membranes cellulaires. Dans un 

deuxième temps, nous discuterons de la modulation de ces effets en fonction de l’état de 

« stress » des cellules, mimé par le traitement à l’hydrocortisone. 

I.1 La libération de noradrénaline par les cellules SH_SY5Y est modulée de manière 

dose-dépendante par les AGPI 

Afin de caractériser les effets de la composition membranaire en AGPI sur la 

libération de NA, les cellules ont été cultivées en présence d’AGPI pendant 72h, permettant 

ainsi l’incorporation des AGPI dans les membranes, comme le montre les résultats obtenus 

sur la composition lipidique. Nos résultats montrent que l’augmentation de la teneur en DHA 

des phospholipides membranaires augmente d’environ 15 % la libération basale de NA, dès 

que la concentration en DHA du milieu dépasse 50µM, sans modifier l’amplitude des 

libérations induites par le KCl 105mM ou le Carbachol 1mM. A l’inverse, l’enrichissement en 

AA ne modifie pas la libération basale de NA, mais augmente, dès la dose de 30µM, les 2 

types de libérations stimulées. En revanche, l’incorporation d’EPA dans les membranes 

cellulaires ne modifie pas la libération de NA. Toutes ces modifications sont indépendantes 

des capacités de capture de NA par les cellules dont les valeurs sont équivalentes quelle que 

soit la supplémentation en AGPI.  

Une étude précédemment menée au laboratoire a montré un effet similaire de 

l’incorporation de DHA dans les membranes des cellules SH_SY5Y sur la libération spontanée 

de NA, sans montrer de modulation de la libération stimulée au KCl 105mM par 

l’enrichissement en AA (Mathieu et al, 2010). Cette différence est due essentiellement aux 

modifications du protocole d’incubation des cellules avec la NA tritiée qui conduisait à une 

incorporation beaucoup plus faible (3% contre 9% pour l’étude actuelle) et par voie de 

conséquence à une amplitude de libération stimulée moindre.  

Nos résultats suggèrent que le DHA et l’AA modulent les paramètres de la libération 

de neurotransmetteurs par des mécanismes différents, agissant respectivement sur la 
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libération basale d’une part et sur la stimulation de la libération d’autre part. La libération 

basale correspond à la fusion spontanée des vésicules à la membrane, permettant ainsi le 

relargage de neurotransmetteur en l’absence de stimulus apparent. Elle met en jeu des 

mécanismes de régulation différents de la libération stimulée, notamment concernant la 

mobilisation calcique et la machinerie d’exocytose (Glitsch, 2008 ; Ramirez et Kavalali, 2011 ; 

Wasser et Kavalali, 2009). Cependant, les données de la littérature à ce sujet sont toujours 

assez controverses. Ainsi, si certains ont suggéré que les libérations basale et stimulée 

faisaient appel à 2 pools de vésicules de stockage de neurotransmetteur distincts (Fredj et 

Burrone, 2009 ; Kavalali et al, 2011 ; Sara et al, 2005), d’autres supportent l’idée d’une 

origine commune aux vésicules synaptiques impliquées dans les 2 types de libération (Hua et 

al, 2010). Un premier mécanisme décrit une machinerie d’exocytose unique qui conduit à la 

libération de neurotransmetteur en réponse à une forte augmentation de calcium 

intracellulaire après l’arrivée d’un potentiel d’action (libération stimulée), ou en réponse à 

de petites variations de concentration de calcium intracellulaire (libération basale) (Glitsch, 

2008). Un second mécanisme de régulation est basé sur l’existence de plusieurs machineries 

d’exocytose indépendantes présentant une dépendance plus ou moins forte aux flux 

calciques. Cependant, il est fort probable que les 2 mécanismes coopèrent afin d’assurer une 

régulation fine et complexe de la neurotransmission.  

Ainsi, les modifications des libérations basale et stimulée par les AGPI pourraient 

mettre en jeu des modifications de la signalisation cellulaire calcique. Une étude préliminaire 

réalisée au laboratoire a permis par marquage fluorescent de caractériser le flux calcique 

intracellulaire des cellules SH_SY5Y en présence de DHA ou d’AA. Les premiers résultats ont 

montré que l’ajout de DHA augmente progressivement la concentration intracellulaire de 

calcium jusqu’à atteindre un plateau dès 4 minutes d’incubation, tandis que l’AA ne modifie 

pas ce flux calcique intracellulaire. Ceci suggère que le DHA peut moduler la libération de NA 

en régulant la signalisation calcique par les AGPI. Ainsi, en favoriant l’entrée de calcium dans 

la cellule, le DHA stimulerait la libération basale de NA par les cellules SH_SY5Y. Ces résultats 

restent préliminaires et des études complémentaires de mesure de flux calcique sur des 

cellules enrichies en DHA ou en AA sont nécessaires.  

Par ailleurs, la régulation des paramètres de libération de NA par les AGPI pourrait 

être liée à une modulation des protéines impliquées dans l’exocytose. En effet, malgré une 
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machinerie d’exocytose commune, il semble que les libérations basale et stimulée 

impliquent des interactions protéiques spécifiques, notamment dans la formation du 

complexe SNARE (Glitsch, 2008 ; Ramirez et Kavalali, 2011 ; Wasser et Kavalali, 2009). Ainsi, 

l’isoforme synaptotagmine-12 indépendante du calcium et l’isoforme VAMP-1 seraient 

préférentiellement impliquées dans la libération basale du neurotransmetteur tandis que 

VAMP-2 serait associée à la libération stimulée (Maximov et al, 2007 ; Humeau et al, 2000). 

Enfin, des altérations de la fonction du complexe SNARE ne semblent pas ou peu perturber 

la libération basale, contrairement à la libération stimulée. Par exemple, si la perte des 

protéines SNAP-25 ou VAMP-2 inhibe totalement la libération stimulée de 

neurotransmetteur, elle semble peu affecter la libération basale, suggérant l’existence de 

mécanismes alternatifs (Washbourne et al, 2002 ; Bronk et al, 2007 ; Schoch et al, 2001). La 

régulation des protéines impliquées dans la machinerie d’exocytose par les AGPI apparait 

donc complexe. En effet, si nos résultats in vivo suggèrent que les AGPI n-6 et les AGPI n-3 

stimulent l’expression génique de certaines protéines au niveau de l’hippocampe, telles que 

la syntaxine 1a, SNAP 25 ou la synaptotagmine 1, une étude précédente menée au 

laboratoire sur le modèle de lignée de neuroblastomes humains SH_SY5Y ne montre aucune 

modification de l’expression génique et protéique des protéines VAMP-1, Syntaxine 1a et 

synaptotagmine 1 (Mathieu et al, 2010). Il serait intéressant d’effectuer une étude plus 

complète de l’expression génique et protéique des marqueurs de l’exocytose dans les 

cellules SH_SY5Y dans les différentes conditions de supplémentation en AGPI et en réponse 

aux différents types de stimulation afin de rechercher leur implication éventuelle dans les 

modifications de libération de NA observées. 

Ainsi, nos résultats suggèrent que l’enrichissement membranaire en DHA favorisent 

les mécanismes impliqués dans de la libération basale, et au contraire inhibe ceux impliqués 

dans la régulation de la libération stimulée au KCl 105mM, suggérant une action du DHA sur 

l’activation des canaux voltage-dépendants. A l’inverse, l’AA semble spécifiquement réguler 

les paramètres de la libération stimulée. Cet effet observé sur la libération induite par le KCl 

105mM et également sur celle induite par le Carbachol 1mM suggère l’implication de 

mécanismes communs aux 2 types de stimulations. Les études sur cellules chromaffines de 

Latham et al (2007) suggèrent notamment un rôle de l’AA au niveau de l’arrimage et de 

l’activation des vésicules à la membrane.  
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Ces données montrent que la teneur en AGPI n-3 et n-6 des phospholipides 

membranaires module les processus de libération basale et stimulée de neurotransmetteur 

et apportent des éléments de compréhension concernant les observations obtenues chez les 

rats. Cependant, les liens entre les données in vitro et in vivo sont complexes et doivent être 

faits avec prudence.  

Dans le cerveau, les neurones interagissent avec d’autres partenaires cellulaires, tels 

que les astrocytes, qui participent largement à la régulation de l’activité synaptique (De Pitta 

et al, 2011 ; Di Castro et al, 2011). Les résultats obtenus sur les cultures primaires 

d’astrocytes seront donc utiles pour tenter de mieux comprendre les mécanismes mis en jeu 

dans les phénomènes observés. Les perspectives de mesure de libération de 

neurotransmetteur dans des systèmes de co-cultures astrocytes-neurones s’avèrent par 

ailleurs particulièrement intéressantes.  

I.2 La libération de noradrénaline par les cellules SH_SY5Y est modulée par 

l’hydrocortisone et les apports en AGPI 

I.2.1 L’hydrocortisone réduit la capture de noradrénaline par les cellules SH_SY5Y, 

indépendamment de leur statut en AGPI 

Nos résultats montrent une diminution de la capture de NA par les cellules SH_SY5Y5 

après incubation avec l’OH-C. Cet effet est retrouvé après une incubation d’1h ou de 24h 

avec l’hormone du stress, dans toutes les conditions de supplémentation en AGPI, suggérant 

un effet indépendant du statut membranaire en AGPI des cellules.  

Des études sur la lignée de neuroblastomes humains SK-N-BE(2)C ont montré un 

effet stimulant des hormones du stress sur l’expression et la fonction du transporteur à la 

noradrénaline (NET), responsable de la capture de NA par les cellules (Sun et al, 2010 ; Zha 

et al, 2011). Des effets rapides de la dexaméthasone, hormone de synthèse du stress, et à 

très faible dose ont été décrits sur la lignée de neuroblastomes SK-N-BE(2)M17 (Zha et al, 

2011), alors que l’utilisation de la corticostérone, hormone naturelle, présente des effets 

beaucoup plus modérés, qui ne sont observés que pour des incubations d’une durée 

supérieure à 7 jours (Sun et al, 2010). Les données de la littérature suggèrent donc une 

régulation de l’expression et de l’activité du transporteur NET par les hormones du stress sur 

des modèles de lignées cellulaires de neuroblastomes. Cet effet serait modulé en fonction 
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du type d’hormone et du temps d’incubation avec les cellules utilisés. Il serait donc 

intéressant d’étudier l’expression de ce transporteur dans nos conditions de culture afin de 

rechercher son implication dans la régulation de la capture de NA par l’OH-C.  

Le système de transport moins spécifique de la NA faisant intervenir les 

transporteurs organiques aux cations (OCT 1, 2 et 2) et le transporteur membranaire des 

monoamines (PMAT) (Engel et al, 2004) a également été décrit comme étant sensible au 

stress. Ainsi, une étude récente montre une inhibition de ce transport par les 

glucocorticoïdes naturels ou de synthèse dès 5 minutes d’exposition (Hill et al, 2011). On 

peut supposer que la réduction de capture de NA que nous observons soit liée à un effet de 

l’OH-C sur ce transport.  

I.2.2 L’hydrocortisone réduit la libération basale de noradrénaline par les cellules 

SH_SY5Y 

Nos résultats montrent que l’OH-C incubée pendant 1h réduit spécifiquement 

l’amplitude de libération de NA basale, alors qu’elle est sans effet après une incubation de 

24h. Elle n’affecte pas par ailleurs la libération stimulée. Cet effet sur la libération basale de 

NA pourrait être lié à une action rapide des glucocorticoïdes sur les flux calciques conduisant 

à une réduction de libération basale. En effet, il a été montré sur des lignées de 

neuroblastomes de rats B103, que les glucocorticoïdes inhibent de façon rapide la 

mobilisation calcique (Han et al, 2002). Il serait maintenant intéressant d’étudier les 

modulations des flux calciques en réponse à l’incubation des cellules avec de l’OH-C, ainsi 

que les variations de l’activité de la protéine kinase C (PKC) (Han et al, 2002 ; Qiu et al, 1998) 

et de la protéine kinase A (Han et al, 2005) qui sont impliquées dans ce type de régulation. 

I.2.3 Les effets de l’hydrocortisone sont dépendants du statut lipidique des membranes 

cellulaires 

- Libération basale : 

Nos résultats ont montré que l’effet inhibiteur de l’OH-C sur la libération basale de 

NA est inhibé sur des cellules supplémentées en AGPI 30µM et à l’inverse stimulé sur des 

cellules supplémentées en AGPI 70µM. Ceci suggère que les effets du stress sur la 

neurotransmission diffèrent en fonction du statut lipidique des phospholipides 

membranaires, avec une modulation possible par les apports alimentaires en AGPI. 
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Un mécanisme possible pourrait impliquer la signalisation des endocannabinoïdes. En 

effet, il a été montré que les cellules SH_SY5Y possèdent un système endocannabinoïdes 

complet et fonctionnel (Pasquariello et al, 2009). Les endocannabinoïdes, via l’activation de 

leurs récepteurs CB1, peuvent à faible dose favoriser l’accumulation de calcium 

intracellulaire (Marini et al, 2009) mais exercent également un effet apoptotique dose-

dépendant (Pasquariello et al, 2009). De plus, il a été montré chez le rongeur, qu’une 

déficience en AGPI n-3, favorisant l’accumulation des AGPI n-6, induit une réduction de la 

fonctionnalité des récepteurs CB1 (Lafourcade et al, 2011). Le contenu en 

endocannabinoïdes étant modulé par les apports en AGPI (Watanabe et al, 2003 ; Matias et 

al, 2008), on peut supposer que l’apport d’AA dans le milieu stimule en tant que substrat les 

voies de synthèse des endocannabinoïdes, ce qui, à faible dose, a un effet bénéfique 

permettant de contrecarrer les effets des glucocorticoïdes et, à forte dose, a un effet 

délétère accentuant l’impact du stress. Concernant le DHA, le lien avec le système 

endocannabinoïque est moins décrit. Cependant, une étude récente menée sur des cultures 

primaires de neurones d’hippocampe suggère que les modifications des capacités cognitives 

par les apports en DHA observées chez le rongeur pourraient être en lien avec la régulation 

du système endocannabinoïde par cet AGPI n-3 (Pan et al, 2011). 

    

- Libération spontanée : 

Nos résultats ont montré que l’OH-C est sans effet sur les libérations stimulées de NA 

sur les cellules témoins (sans AGPI). En revanche, elle augmente la libération stimulée au KCl 

105mM sur des cellules enrichies en AGPI 70µM, sans modifier la libération stimulée au 

Carbachol 1mM. Ces résultats suggèrent un effet combiné des glucocorticoïdes avec les AGPI 

sur les propriétés des canaux voltage-dépendants, notamment les canaux calciques de type-

L ou –N comme nous l’avons décrits précédemment (Lambert et al, 1990). Des études 

précédentes ont d’ailleurs mis en évidence une régulation complexe de l’activité de ces 

canaux par les AGPI d’une part (Liu et al, 2001, Liu et Rittenhouse, 2000 ; Vreugdenhil et al, 

1996) et par les glucocorticoïdes d’autre part (Chameau et al, 2007 ; Karst et al, 2002). Il 

semble donc exister des voies de régulation commune aux deux systèmes ; cependant, nos 

résultats ne permettent pas de déterminer la nature de ces interactions. Il est par ailleurs 

intéressant de noter qu’en condition « non stressante » (sans OH-C), nos résultats ont 
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souligné un effet propre inhibiteur du DHA 70µM et à l’inverse un effet propre stimulateur 

de l’AA 70µM sur la libération stimulée au KCl 105mM. Ainsi, en augmentant la libération 

stimulée, l’OH-C potentialise les effets de l’enrichissement membranaire en AA et 

contrecarre ceux du DHA. 

En résumé, l’OH-C réduit de manière significative la capture de NA par les cellules 

quel que soit leur statut lipidique, soulignant une altération des systèmes de transport. 

Concernant les paramètres de libération, l’OH-C exerce peu d’effet sur des cellules non 

enrichies en AGPI. Cependant, on observe un effet inhibiteur de l’hormone du stress sur la 

libération spontanée de NA lors d’une incubation courte (1h), mimant un stress aigu. Cet 

effet de l’OH-C n’est pas retrouvé lors d’une incubation plus longue (24h), suggérant que 

l’hormone du stress exerce davantage un effet « signal » sur la libération de NA, qu’un effet 

chronique. Il serait donc intéressant de tester des temps d’incubation plus longs de l’OH-C, 

24h n’étant peut être pas suffisantes pour mimer réellement un stress chronique. 

L’enrichissement des membranes en AGPI modulent l’impact de l’OH-C sur les 

paramètres de libération, suggérant une interaction entre les AGPI membranaires et les 

systèmes de régulation par les glucocorticoïdes. Deux mécanismes pourraient notamment 

être impliqués : la signalisation calcique et la voie des endocannabinoïdes. Ces résultats 

ouvrent des perspectives d’études dans le domaine de la modulation des flux calciques par 

les AGPI et de l’implication des récepteurs aux endocannabinoïdes.  

Les cellules SH_SY5Y constituent un bon modèle d’étude des phénomènes 

d’exocytose et nous ont permis d’émettre quelques hypothèses sur les mécanismes de 

régulation de la libération de neurotransmetteurs par les glucocorticoïdes et par les AGPI. 

Afin de nous rapprocher du modèle d’étude in vivo, des mesures de libération de glutamate 

sur culture primaire de neurones hippocampiques et sur co-cultures neurones/astrocytes 

s’avèrent nécessaires pour pouvoir prendre en compte la régulation astrocytaire du 

fonctionnement synaptique et avancer dans la compréhension des mécansimes mis en jeu.  
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II. Modulation des propriétés d’astrocytes en culture primaire par les apports en AGPI et le 

stress 

L’astrocyte constitue le 3e partenaire cellulaire des synapses tripartite 

glutamatergique (Halassa et al, 2007). Afin de mieux appréhender son fonctionnement en 

fonction des apports en AGPI n-3 et du stress, nous avons utilisé un modèle de culture 

primaire d’astrocytes corticaux issus de ratons nouveaux-nés. Les différents AGPI (DHA ou 

AA) ont été apportés à la concentration de 30µM tout au long de la culture, tandis que les 

effets du stress ont été évalués à travers l’action de la corticostérone (en incubation de 

longue durée, soit 2 à 6 jours), principal glucocorticoïde chez les rongeurs.  

Les astrocytes sont des cellules gliales arborisées, qui présentent la particularité 

d’être morphologiquement très plastiques, ce qui leur permet d’émettre et de rétracter 

rapidement de fins prolongements (filopodes) autour des synapses (Hirrlinger et al, 2004 ; 

Reichenbach et al, 2010). Ils participent à un grand nombre de régulations, dont notamment 

la capture du glutamate, via des transporteurs spécifiques GLT-1 et GLAST (Danbolt, 2001), 

qui permet d’éliminer rapidement le glutamate en excès dans la fente synaptique et ainsi 

limiter les processus d’excitotoxicité.  

Au cours de notre étude, nous avons cherché à caractériser ces différentes propriétés 

astrocytaires. De plus, les glucocorticoïdes exerçant leur effet principalement via 2 types de 

récepteurs spécifiques, les GR et les MR, nous nous sommes intéressés à l’expression 

protéique de ces récepteurs, ainsi qu’à leur répartition nucléaire/cytoplasmique, ces 

récepteurs une fois activés migrant vers le noyau.  

II.1 La corticostérone modifie la morphologie des astrocytes en culture et cet effet est 

modulé par le statut lipidique des cellules 

II.1.1 La corticostérone favorise une morphologie pavimenteuse des astrocytes 

Nos résultats montrent que la corticostérone favorise une morphologie 

pavimenteuse des astrocytes et inhibe l’émission des prolongements et des filopodes. En 

condition physiologique, les prolongements astrocytaires représentent près de 80% de la 

surface membranaire astrocytaire (Chao et al, 2002). In vivo, ces prolongements hautement 

dynamiques permettent aux astrocytes d’aller au contact des synapses et des vaisseaux 

sanguins (Hirrlinger et al, 2004 ; Reichenbach et al, 2010) et ainsi d’exercer leurs fonctions 
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régulatrices. Nos résultats suggèrent ainsi que la corticostérone, qui s’élève en situation de 

stress, pourrait avoir un effet inhibiteur sur la régulation astrocytaire de la 

neurotransmission en inhibant la formation des prolongements cellulaires, et en 

restreignant de ce fait les interactions entre astrocytes et neurones.  

En tant que principale protéine des filaments intermédiaires astrocytaires, la GFAP a 

particulièrement été étudiée. Les données de la littérature suggèrent que la corticostérone 

et le stress ont un impact sur ce marqueur et sur les paramètres morphologiques 

astrocytaires qui en découlent. Ainsi, la corticostérone stimule l’expression génique et 

protéique de la GFAP, principale protéine des filaments intermédiaires astrocytaires, sur des 

modèles de culture primaire d’astrocytes (Rozovsky et al, 1995), tandis que cette expression 

est inhibée in vivo chez le rat (Tsuneishi et al, 1991 ; O’Callaghan et al, 1989 ; Musholt et al, 

2009). Au niveau de l’hippocampe, un stress chronique psychosocial, par exemple, réduit le 

nombre et le volume des astrocytes d’environ 25% (Czeh et al, 2006). Les différences 

observées entre les modèles in vitro et in vivo pourraient être liée à la zone cérébrale 

étudiée, au type de traitement stressant utilisé et aux protocoles utilisés. En effet, l’effet du 

stress sur l’expression de la GFAP semble relativement progressif, de même que celui de la 

corticostérone et peut donc être différent en fonction du timing de l’analyse (Rozovsky et al, 

1995). Nos résultats montrant un effet dé-différenciateur de la corticostérone sur la 

morphologie astrocytaire suggèrent une inhibition de l’expression de la GFAP, qui devra être 

confirmée par western blot, et se rapprochent de ceux observés lors des études in vivo.  

Nos résultats montrent également la formation d’anneaux corticaux d’actine  et une 

diminution des complexes d’adhérence focale chez les astrocytes ayant reçu un traitement à 

la corticostérone. Ces modifications morphologiques caractérisent une morphologie statique 

et peu contractile, confirmant un effet dé-différenciateur de la corticostérone sur les 

astrocytes, qui, lorsqu’ils sont différenciés et exercent leurs fonctions régulatrices, sont des 

cellules contractiles et motiles (déploiement de filopodes, formation de prolongements, 

migration). La formation d’un anneau d’actine peut être également préliminaire au 

processus d’apoptose (Rosenblatt et al, 2001). Les facteurs ayant des effets délétères sur les 

fonctions astrocytaires tels que l’éthanol sont également associés à des modifications 

morphologiques similaires (formation d’anneaux corticaux et diminution des complexes 

d’adhérence focale) (Guasch et al, 2003). La formation d’anneaux d’actine en présence de 
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glucocorticoïdes a été observée sur d’autres modèles cellulaires tels que les cellules 

tumorales mammaires Con8 (Rubenstein et al, 2003 ; Woo et al, 1999). Les processus de 

remodelage du cytosquelette (actine, GFAP, complexes d’adhérence focale) sont régulés par 

des GTPases (Rac, Cdc42, RhoA) (Small et al, 1999 ; Kalman et al, 1999 ; Rubenstein et al, 

2003 ; Guasch et al, 2003). La morphologie induite par la corticostérone sur les astrocytes en 

culture suggère une inactivation de RhoA qu’il serait intéressant de vérifier.  

Dans notre modèle d’incubation de longue durée, la corticostérone réprime donc la 

différenciation morphologique astrocytaire, en accord avec plusieurs études in vivo. Afin de 

mieux caractériser les mécanismes et les conséquences fonctionnelles de ces modifications 

morphologiques, il serait nécessaire d’analyser l’expression des différents marqueurs du 

cytosquelette et des fonctions régulatrices astrocytaires, ainsi que les modifications induites 

sur des modèles plus physiologiques de co-culture astrocytes/neurones. 

II.1.2 La morphologie astrocytaire est modifiée en fonction du statut lipidique des 

cellules 

La modulation de la composition lipidique membranaire des astrocytes en culture par 

l’ajout dans le milieu d’AGPI modifie la morphologie des astrocytes.  

L’enrichissement en DHA (30µM) induit une morphologie différenciée avec émission 

de longs prolongements riches en GFAP et émission de nombreux filopodes périphériques 

riches en ezrine. La particularité de cette morphologie, par rapport à la morphologie 

différenciée classique apparaissant progressivement dans les stades tardifs de la culture (en 

condition témoin), est l’orientation bipolaire des prolongements principaux (riches en GFAP) 

et la longueur plus importante des filopodes périphériques. Cet effet du DHA sur la 

morphologie astrocytaire déjà été bien caractérisé au laboratoire (résultats non publiés). En 

revanche, l’enrichissement en AA (30µM) n’affecte pas la morphologie des prolongements 

principaux des astrocytes qui présentent, comme les cellules témoins (sans AGPI, sans 

corticostérone) un phénotype différencié de forme stellaire. Cependant, l’émission des 

filopodes périphériques est très réduite par rapport aux cellules témoins. Les filopodes 

marqués à l’ezrine (Derouiche et al, 2002) constituent les compartiments astrocytaires qui, 

in vivo, viennent se placer et contact des synapses et jouent ainsi un rôle fonctionnel dans 

les interactions neurones-glie. Nos résultats suggèrent donc que le DHA induit une 
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morphologie plus fonctionnelle des astrocytes et favorise ainsi les interactions avec les 

partenaires cellulaires, tandis que l’AA semble limiter ce processus.  

Par ailleurs, l’enrichissement du milieu en AGPI, DHA ou AA, favorise la formation de 

fibres de stress d’actine. Sur les cellules enrichies en AA , cet effet est plus marqué que sur 

les cellules enrichies en DHA et est accompagné d’une forte augmentation  de l’activation 

des complexes d’adhérence focale (marquage P-Tyr). L’implication de l’AA dans les 

réorganisations du cytosquelette d’actine a été décrite précédemment sur d’autres modèles 

cellulaires (Glenn et Jacobson, 2002 ; 2003). L’activation des intégrines lors de l’adhésion des 

cellules au substrat entraine une activation PLA2 libérant l’AA des phospholipides 

membranaires. L’AA libéré active différentes réorganisations de l’actine via la production de 

dérivés par la voie lipoxygénase ou cyclooxygénase, conduisant soit à la formation de fibres 

de stress, soit au contraire à la dépolymérisation de l’actine. Ces effets semblent varier en 

fonction des types cellulaires. Bien qu’aucune donnée sur une régulation du même type par 

le DHA ne soit disponible, on peut supposer un mécanisme d’action similaire pour le DHA 

qui, sous l’action de la iPLA2, peut être libéré des membranes cellulaires (Strokin et al, 2003) 

et participer à différentes voies de signalisation  (Farooqui et al, 2007 ; Orr et Bazinet, 2008).  

La formation de fibres de stress par le DHA comme par l’AA, alors que ces  AGPI 

induisent des morphologies astrocytaires différentes, peut également être associée à un 

processus de peroxydation lié à la présence de ces molécules hautement oxydables dans le 

milieu de culture. Ceci ne peut être exclu malgré la présence de fortes concentrations de 

vitamine E dans le milieu. Il sera nécessaire de vérifier les effets du DHA et de l’AA sur la 

morphologie des cellules sur un modèle plus physiologique que nous développons 

actuellement au laboratoire et qui consiste à modifier la composition lipidique membranaire 

en apportant aux cellules du sérum de rats carencés, équilibrés ou supplémentés en AGPI n-

3.  

II.1.3 L’impact de la corticostérone sur l’organisation morphologique des astrocytes est 

modulée par les apports en AGPI 

Nos résultats indiquent que l’enrichissement en DHA s’oppose en partie aux effets de 

la corticostérone sur la morphologie astrocytaire, en particulier sur la réorganisation de la 

GFAP et de l’actine. Les astrocytes enrichis en DHA et soumis pendant 2 jours à l’action de la 
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corticostérone conservent leurs prolongements principaux et ne présentent pas d’anneau 

d’actine corticale. En revanche, comme les cellules témoins soumises à l’action de la 

corticostérone, ils perdent leurs filopodes périphériques. L’enrichissement en DHA ne 

permet pas aux cellules de résister à une action prolongée de la corticostérone, puisqu’après 

6 jours d’incubation les astrocytes enrichis en DHA présentent une morphologie dé-

différenciée. L’enrichissement en AA est, quant à lui, sans effet sur l’action de la 

corticostérone qui induit une dé-différenciation morphologique sur ces cellules comme sur 

les cellules témoins.  

Bien que la modulation de l’impact du stress sur les astrocytes par les AGPI ait été 

peu abordé, les données de la littérature suggèrent, comme nous avons pu le décrire 

précédemment, un rôle bénéfique des AGPI n-3 sur la prévention des dommages cérébraux 

induits par un stress (Takeuchi et al, 2003 ; Vinot et al, 2011). La résistance aux effets de la 

corticostérone présentée par les astrocytes enrichis en DHA pourrait donc participer à cet 

effet favorable des AGPI n-3 sur la réponse au stress.  

II.2 Les apports en AGPI et la corticostérone modifient l’expression et la localisation des 

récepteurs aux glucocorticoïdes 

II.2.1 Le traitement à la corticostérone réduit l’expression de GR et favorise sa 

translocation vers le noyau 

Nos résultats montrent une réduction de 67% de l’expression de GR sur des 

astrocytes soumis à un traitement à la corticostérone pendant 6 jours. Cette réduction de 

l’expression semble associée à une translocation du récepteur aux glucocorticoïdes GR vers 

le noyau de cellules, tandis qu’aucune modification de la localisation de MR n’est observée. 

Cette régulation spécifique des récepteurs GR par l’hormone du stress est en accord avec les 

données de la littérature qui précisent que si les MR sont impliqués dans la régulation basale 

de l’axe corticotrope, ce sont les GR qui sont principalement activés en situation de stress 

(Lupien et al, 2007 ; Reul et de Kloet, 1985). De plus, il a été montré in vivo, une réduction de 

l’expression génique de GR suite à un stress chronique (Hageman et al, 2009 ; Kitraki et al, 

2004 ; Chen et al, 2008).  Ces résultats suggèrent la mise en place d’un rétrocontrôle négatif 

par la corticostérone sur l’expression du récepteur GR, afin de limiter dans le temps la 

réaction au stress.  
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II.2.2 Les AGPI (DHA et AA), malgré une réduction de l’expression de GR, ne modifient 

pas la réponse à la corticostérone 

Nos résultats montrent une réduction de l’expression de GR dans les astrocytes 

enrichis en AGPI, DHA et AA, sans modification apparente de l’organisation de la protéine au 

sein de la cellule. Des études menées chez le rongeur suggèrent qu’une déficience en AGPI 

n-3 stimule (Bhatia et al, 2011) et qu’à l’inverse des apports alimentaires en DHA réduisent 

l’expression de GR (Gomez-Pinilla et Ying, 2010) au niveau de différentes zones cérébrales 

telles que le cortex frontal, l’hippocampe ou l’hypothalamus. Cet effet inhibiteur des AGPI 

sur l’expression protéique de GR au niveau astrocytaire pourrait avoir un effet neuro-

protecteur en limitant les effets du stress. Par ailleurs, le maintien de l’inhibition de 

l’expression de ces récepteurs par la corticostérone dans les cellules enrichies en AGPI 

garantit la persistance d’un rétro-contrôle.  

Notre étude par immuno-marquage ne nous permet pas de voir de modification de la 

répartition nucléaire/cytoplasmique des récepteurs GR par les AGPI sur les astrocytes 

cultivés en présence ou non de corticostérone. Ces effets pourront être caractérisés en 

étudiant l’expression protéique du récepteur au sein des différentes fractions cellulaires. De 

plus, il serait intéressant de d’évaluer l’activation des récepteurs en mesurant leur degré de 

phosphorylation par Western Blot et leur liaison au GRE sur gels retard.  

II.3 L’impact de la corticostérone sur les capacités de capture du glutamate des 

astrocytes est inhibé par les AGPI 

II.3.1 la corticostérone stimule la capture de glutamate par les astrocytes 

Nos résultats ont montré un effet stimulant de la corticostérone sur les capacités de 

capture du glutamate par les astrocytes. Cet effet est relativement faible et augmente avec 

la durée d’incubation en présence de corticostérone. Une stimulation, augmentant avec le 

temps d’incubation en présence de corticostérone, de l’expression protéique du 

transporteur astrocytaire du glutamate GLT-1 sur des astrocytes en culture et donc de la 

capture du glutamate via ce transporteur a été mis en évidence précédemment (Zschocke et 

al, 2005). Cet effet des glucocorticoïdes sur l’expression de GLT-1 et sur la capture de 

glutamate est totalement inhibé en présence d’un antagoniste spécifique des récepteurs GR, 
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ce qui montre que la stimulation de la capture du glutamate par la corticostérone est 

médiée par les récepteurs GR.  

Nos résultats, montrant une régulation spécifique des récepteurs GR par la 

corticostérone, sans modification des récepteurs MR, vont également dans le sens d’une 

action de la corticostérone médiée par GR dans les astrocytes.  

Les astrocytes, en participant à environ 90% de l’élimination du glutamate 

extracellulaire, jouent un rôle crucial pour le maintien de l’homéostasie cérébrale (Danbolt, 

2001). En effet, le glutamate, lorsqu’il se trouve en excès dans la fente synaptique, est 

neurotoxique (Wang et Qin, 2010 ; Szydlowska et Tymianski, 2010). Cette augmentation des 

capacités de la capture astrocytaire du glutamate par la corticostérone pourrait refléter une 

adaptation des astrocytes à l’augmentation du glutamate extracellulaire potentiellement 

induite par le stress. Le stress est en effet un facteur pouvant contribuer à rompre 

l’homéostasie de la neurotransmission glutamatergique (Zarate et al, 2003). Lors d’un stress, 

l’augmentation de la capture du glutamate par les astrocytes activés par la corticostérone 

pourrait donc participer à la prévention d’évènements excitotoxiques. Nos résultats 

rejoignent ceux de Fontella et al (2004) montrant qu’un stress chronique de longue durée 

entraine une augmentation de la capture et de la libération du glutamate dans l’hippocampe 

chez le rat. 

II.3.2 Les AGPI, DHA et AA, inhibent l’effet de la corticostérone 

En l’absence de corticostérone, les astrocytes enrichis en DHA ne présentent pas de 

différence de capacité de capture du glutamate, ce qui a déjà été montré au laboratoire 

(Grintal et al, 2009). En revanche, nous observons une augmentation de la capture du 

glutamate chez les astrocytes enrichis en AA, cette augmentation est d’amplitude similaire à 

celle induite par la corticostérone (+30% par rapport aux cellules témoins). Sur ces cellules 

enrichies en AA, la corticostérone n’induit pas d’augmentation supplémentaire de la capture 

du glutamate. Ce résultat peut être analysé de deux manières, soit l’effet stimulant de 

l’enrichissement en AA l’emporte sur celui de la corticostérone, soit l’enrichissement en AA 

inhibe la réponse à la corticostérone, ce qui serait en accord avec l’effet inhibiteur de l’AA 

sur l’expression de GR. 
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L’enrichissement en DHA s’oppose clairement aux effets de la corticostérone : les 

cellules enrichies en DHA ne présentent plus d’activation de leur capture de glutamate en 

réponse à la corticostérone ; ce qui est en accord avec l’inhibition de l’expression de GR par 

l’enrichissement en DHA,  l’étude de Zschocke et al (2005) ayant bien montré que l’action 

des glucocorticoïdes sur la capture astrocytaire du glutamate était médiée par GR. 

Ces résultats suggèrent donc que l’enrichissement en DHA et en AA, s’oppose à la 

stimulation de la capture du glutamate par la corticostérone, s’opposant ainsi 

éventuellement à l’adaptation des astrocytes aux ruptures de l’homéostasie 

glutamatergique associées au stress. Ces interprétations devront être revues à la lumière 

d’expériences complémentaires. Il sera nécessaire dans un premier temps de caractériser de 

façon plus exhaustive l’influence de la corticostérone sur les fonctions astrocytaires régulant 

la neurotransmission glutamatergique en analysant l’expression de plusieurs autres 

marqueurs (glutamine synthétase, transporteurs du glutamate, sérine racémase). 

 

En résumé, nos résultats ont permis de mettre en évidence une régulation de la 

morphologie astrocytaire et une augmentation des capacités de capture du glutamate des 

cellules sous l’action de la corticostérone. Ces effets de la corticostérone sont associés à une 

forte inhibition de l’expression du récepteur aux glucocorticoïdes GR et une translocation de 

ce dernier vers le noyau, suggérant un mécanisme d’action au niveau de l’expression des 

gènes concernés. L’enrichissement membranaire en AGPI semble avoir un rôle régulateur 

complexe sur la réponse des astrocytes à la corticostérone. Ainsi, l’enrichissement en DHA 

ou AA réduit l’expression de GR sur ces cellules et s’oppose à la stimulation de la capture du 

glutamate par la corticostérone. De façon plus spécifique, l’enrichissement en DHA s’oppose 

partiellement aux effets dé-différenciateurs de la corticostérone sur la morphologie 

astrocytaire. Ces résultats, montrant des interférences entre la réponse des astrocytes à 

l’hormone du stress et leur statut en AGPI, devront être complétés. Il faudra notamment 

distinguer le rôle respectif du DHA et de l’AA et préciser les mécanismes en jeu, avant d’aller 

plus avant dans leur interprétation. 
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Peu d’études se sont intéressées à la régulation de la réponse au stress par les apports 

alimentaires en AGPI n-3 et les mécanismes potentiellement mis en jeu n’ont été que peu 

envisagés. Au cours de ce travail de recherche, nous avons soulevé l’hypothèse d’un rôle 

protecteur des AGPI n-3 face aux altérations induites par un stress chronique. Pour répondre 

à cette hypothèse nous avons étudié, grâce à 2 approches complémentaires in vivo et in 

vitro, l’impact des apports en AGPI n-3 sur la régulation de la synapse tripartite 

glutamatergique par le stress.   

 

Notre approche in vivo visait à étudier la réponse à un stress chronique de contention 

chez le rat et sa modulation par une déficience en AGPI n-3 ou à l’inverse un enrichissement 

en AGPI-LC n-3 (DHA + EPA). Cette première partie de l’étude montre que la réponse au 

stress est modulée par les apports alimentaires en AGPI n-3. En effet, sur différents 

paramètres, la déficience en AGPI n-3 accentue la sensibilité au stress, tandis que le régime 

enrichi en AGPI-LC n-3 atténue la réponse au stress chronique. Nos résultats soulignent 

également la complexité de cette régulation. Ainsi :  

 La déficience en AGPI n-3 renforce l’effet du stress sur l’activité locomotrice 

(réduction de l’activité globale mesurée en openfield) et sur la réponse 

émotionnelle (augmentation du temps de toilettage et de la sensibilité aux 

environnements anxiogènes).  

  L’enrichissement en AGPI-LC n-3 réduit la perte de poids, le pic de corticostérone 

et la réponse comportementale induite par le stress.  

 Le stress réduit la teneur cérébrale en DHA chez les rats équilibrés et enrichis en 

AGPI-LC n-3. Chez ces animaux, le stress réduit la libération pré-synaptique de 

glutamate (réduction reflétée par l’augmentation de la PPF) à un niveau proche de 

la réduction observée chez les rats déficients en AGPI n-3.  

 

Nos résultats posent plusieurs questions et ouvrent de nombreuses pistes :  

 Tout d’abord, la réponse au stress, chez les rats équilibrés, apparait relativement 

limitée, comme le montre l’absence de modification de l’expression des récepteurs 
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aux glucocorticoïdes GR et MR dans l’hippocampe, et la réponse comportementale 

restreinte. Il est possible que progressivement au cours des sessions de stress 

répétées, les rats aient développé des mécanismes d’adaptation au stress, et qu’au 

moment des différentes analyses les réponses au stress soient atténuées. Afin de 

vérifier cette hypothèse, il sera nécessaire d’effectuer l’analyse des différents 

paramètres à des temps intermédiaires (après 10 jours de contention et juste après 

la dernière session de stress). 

 Ensuite, l’analyse de l’expression génique de différents marqueurs (réponse au 

stress, fonctionnement de la synapse tripartite glutamatergique, métabolisme 

lipidique) ouvre des pistes mécanistiques faisant intervenir notamment le BDNF, le 

facteur de transcription PPARδ, les récepteurs métabotropiques pré-synaptiques 

du glutamate et certaines protéines de l’exocytose. Pour confirmer ces pistes, il est 

nécessaire de compléter ces résultats par l’analyse protéique de ces marqueurs et 

par une étude des conséquences fonctionnelles de leur modulation (utilisation 

d’inhibiteurs spécifiques, mesure d’activité enzymatique) 

 Nos résultats soulignent les modifications de la composition lipidique cérébrale en 

fonction des apports alimentaires en AGPI n-3, mais également en fonction du 

stress chronique. Afin de déterminer les mécanismes impliqués, il sera nécessaire 

d’effectuer une analyse du métabolisme lipidique plus complète, en étudiant d’une 

part la composition lipidique au niveau du plasma et au niveau du foie et d’autre 

part l’activité et l’expression de protéines impliquées dans le métabolisme lipidique 

cérébral, notamment celles des PLA2.  

 

Notre approche in vitro visait à caractériser la réponse spécifique des différents 

partenaires cellulaires de la synapse tripartite glutamatergique. Il en ressort les résultats 

suivants :  

 L’étude de la composition lipidique membranaire sur nos modèles cellulaires 

indique que les glucocorticoïdes favorisent l’augmentation du ratio en AGPI n-

6/AGPI n-3. Cet observation rejoint un aspect des résultats in vivo montrant que le 

stress réduit la teneur cérébrale en DHA. Cependant, cet effet dépend du type 

cellulaire considéré, ainsi que des AGPI disponibles dans le milieu. En effet, notre 
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étude mécanistique sur la lignée de neuroblastomes humains suggère que 

l’hydrocortisone facilite l’incorporation des AGPI disponibles dans les 

phospholipides membranaires.  

 Notre étude sur la lignée de neuroblastomes humains a mis en évidence une 

régulation complexe des paramètres de libération du neurotransmetteur en 

fonction de la supplémentation du milieu de culture en AGPI et de l’ajout 

d’hydrocortisone. Ainsi, si on observe des effets propres des AGPI (le DHA stimule 

la libération basale et inhibe spécifiquement la libération stimulée au KCl ; l’AA 

favorise la libération stimulée quel que soit le stimulus utilisé) et de 

l’hydrocortisone (effet « rapide » inhibiteur sur la libération basale), nos résultats 

soulignent également une interaction entre le statut membranaire en AGPI des 

cellules et l’action des glucocorticoïdes. Ainsi, l’inhibition de la libération basale de 

NA par l’hydrocortisone est annulée en présence d’AGPI à la concentration de 

30µM et, à l’inverse, accentuée en présence d’AGPI à la concentration de 70µM. 

Concernant la libération stimulée, les effets de l’enrichissement membranaire en 

AA sont potentialisés par l’hydrocortisone alors que les effets liés à 

l’enrichissement en DHA sont réduits sous l’effet de l’hormone. 

 L’étude sur le modèle de culture primaire d’astrocytes montre que la 

corticostérone induit une dé-différenciation morphologique des astrocytes et 

stimule leur capacité de capture du glutamate. L’enrichissement des astrocytes en 

DHA limite l’action de la corticostérone sur ces paramètres en ralentissant les 

modifications morphologiques et en prévenant l’inhibition de la capture de 

glutamate par la corticostérone.  

 

Cette approche in vitro a mis en évidence quelques mécanismes de régulation pouvant 

être impliqués dans la réponse au stress. Cependant, ces données nécessitent d’être 

complétées :  

 Si des effets spécifiques des AGPI et de l’hydrocortisone ont été mis en évidence 

sur les différents types de libération, les résultats sur les cellules SH_SY5Y ne 

permettent pas de déterminer les mécanismes impliqués. Il sera intéressant de 

compléter cette analyse par l’étude de 2 mécanismes de régulation : la signalisation 
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calcique et la voie des endocannabinoïdes. En effet, ces 2 voies sont connues pour 

être régulées d’une part par les AGPI et d’autre part par le stress, mais l’interaction 

entre les 2 facteurs n’a jamais été étudiée. 

 Bien que constituant un bon modèle d’étude des phénomènes d’exocytose, la 

lignée cellulaire de neuroblastomes humains SH_SY5Y reste éloignée de notre 

modèle d’étude in vivo. Il serait donc intéressant d’évaluer les paramètres de 

libération de neurotransmetteurs sur des modèles de culture primaire de 

neurones, ainsi que sur des systèmes de co-culture neurones/astrocytes. 

 Les résultats obtenus sur le modèle de culture primaire d’astrocytes suggèrent une 

régulation des fonctions astrocytaires par les AGPI et par le stress. Il sera 

intéressant d’appréhender ces aspects in vivo en étudiant la morphologie 

astrocytaire en immuno-histochimie cérébrale et en évaluant les capacités de 

capture du glutamate ex vivo sur des homogénats cellulaires d’hippocampe issus de 

rats carencés, équilibrés et supplémentés en AGPI n-3. De plus, comme pour 

l’étude des paramètres de libération de neurotransmetteur, il serait intéressant 

d’étudier les modulations des fonctions astrocytaires sur des modèles de co-

cultures neurones/astrocytes.  

 L’étude des récepteurs GR sur les astrocytes a montré une réduction de leur 

expression en présence de corticostérone, ainsi qu’une translocation vers le noyau 

de ces récepteurs. In vivo, l’étude de l’expression génique et protéique de ce 

récepteur n’a pas montré de modulation par les AGPI ou par le stress. L’étude de la 

répartition cellulaire (neuronale, astrocytaire, microgliale) de ces récepteurs in vivo 

par immuno-histochimie ou hybridation in situ pourrait apporter un complément 

d’information.  

 

En conclusion, cette étude suggère un effet protecteur des AGPI n-3 face au stress 

chronique. Nos résultats ont mis en évidence une régulation complexe de la réponse au 

stress chronique par les apports en AGPI n-3 et constituent une base solide pour de futures 

analyses visant à clarifier les mécanismes impliqués. 
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ANNEXE 1 : Composition des milieux de culture cellulaire 

 MEME (Sigma 

M2279) 

HAM-F12 (Sigma, 

N4888) 

MEME (Invitrogen, 

Gibco 21090-055) 

Sels inorganiques    

 CaCl2•2H2O 0.2 0.0441 0.264 

 CuSO4•5H2O — 0.0000025 — 

 FeSO4•7H2O — 0.000834 — 

 MgCl•6H2O — 0.123 — 

 MgSO4 7H2O 0.09767 (anhydre) — 0.2 

 KCl 0.4 0. 0.224 0.4 

 NaHCO3 2.2 1.176 2.2 

 NaCl 6.8 7.599 6.8 

 Na2HPO4 — (anhydre) 0.14204 — 

 NaH2PO4 2H2O 0.122 (anhydre) — 0.158 

 ZnSO4•7H2O — 0.000863 — 

Acides Aminés    

 L-Alanine — 0.009 — 

 L-Arginine•HCl 0.126 0.211 0.126 

 L-Asparagine•H2O — 0.01501 — 

 L-Aspartic Acid — 0.0133 — 

 L-cystine — — 0.024 

 L-Cysteine•HCl•H2O 0.0313 0.035 — 

 L-Glutamic Acid — 0.0147 — 

 Glycine — 0.00751 — 

 L-Histidine•3HCl•H2O 0.042 0.02096 0.042 

 L-Isoleucine 0.052 0.00394 0.052 

 L-Leucine 0.052 0.0131 0.052 

 L-Lysine•HCl 0.0725 0.0365 0.073 

 L-Methionine 0.015 0.00448 0.015 

 L-Phenylalanine 0.032 0.00496 0.032 

 L-Proline — 0.0345 — 

 L-Serine — 0.0105 — 

 L-Threonine 0.048 0.0119 0.048 

 L-Tryptophan 0.01 0.00204 0.01 

 L-Tyrosine 2Na•2H2O 0.0519 0.00778 0.036 

 L-Valine 0.046 0.0117 0.046 

Vitamines    

 Vitamine B-8 (Biotine) — 0.0000073 — 

 Vitamine B-4 (Chlorure de Choline )  0.001 0.01396 0.001 

 Vitamine B-9 (Acide folique) 0.001 0.00132 0.001 

 Vitamine B-7 (Inositol) 0.002 0.018 0.002 

 Vitamine B-3 (Niacinamide) 0.001 0.000037 0.001 

 Vitamine B-5 (Acide penthoténique) 0.001 0.00048 0.001 

 Vitamine B-6 (Pyridoxine) 0.001 0.000062 0.001 

 Vitamine B-2 (Riboflavine) 0.0001 0.000038 0.0001 

 Vitamine B-1 (Thiamine) 0.001 0.00034 0.001 

 Vitamin B-12 — 0.00136 — 

Autres    

 D-Glucose 1.0 1.802 1 

 Hypoxanthine — 0.00408 — 

 Linoleic Acid — 0.000084 — 

 Phenol Red (sodium) 0.011 0.0013 0.01 

 Putrescine•HCl — 0.000161 — 

 Pyruvic Acid (sodium) — 0.11 — 

 Thioctic Acid — 0.00021 — 

 Thymidine — 0.00073 — 

 L-Glutamine 0.292 0.146 — 

 Sodium Bicarbonate 2.2 — — 
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ANNEXE 2 : Composition lipidique des sérums de culture cellulaire (en %AGT) 

 Sérum de Veau Fœtal (SVF) 

 
Culture 

SH_SY5Y 

Culture 
primaire 

d'astrocytes 

16:0 20,69 17,05 

18:0 13,25 9,75 

Somme Saturés 38,91 47,07 

Somme Insaturés 35,05 23,49 

18:2 n-6 6,8 13,15 

20:4 n-6 5,35 4,24 

22:5 n-6 0,08 0,09 

Somme n-6 14,67 19,59 

18:3 n-3 0,42 1,3 

22:5 n-3 3,19 1,83 

22:6 n-3 4,33 2,23 

Somme n-3 9,07 7,06 

Somme n-9 0,48 0,48 

Somme DMA 1,82 2,32 
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ANNEXE 3 : Composition lipidique de la PE, PC et PS des cortex de rats (exprimés en µmoles/g de 

tissu) 

  

Déf Eq Enr 

NS S NS S NS S 

Σ AGS 7,08 ± 0,5 6,75 ± 0,5 6,53 ± 0,4 6,12 ± 0,3 6 ± 0,3 6,4 ± 0,2 

Σ AGMI 4,14 ± 0,3 3,97 ± 0,2 3,67 ± 0,4 3,51 ± 0,3 3,74 ± 0,2 4,58 ± 0,2 

20:4 n-6 3,95 ± 0,3a 3,87 ± 0,2 3,39 ± 0,2ab 2,82 ± 0,2 2,68 ± 0,1b 2,82 ± 0,1 

22:5 n-6 2,71 ± 0,1a 2,54 ± 0,1 0,12 ± 

0,01b 

0,1 ± 0,01 0,06 ± 

0,01b 

0,06 ± 0,01 

Σ AGPI n-6 9,34 ± 1,3a 8,88 ± 1 5,3 ± 0,6b 4,44 ± 0,4 4,14 ± 0,6b 4,32 ± 0,3 

20:5 n-3 0,02 ± 0,01 0,03 ± 0,01 0,03 ± 0,01 0,03 ± 0,02 0,04 ± 0,01 0,03 ± 0,01 

22:6 n-3 3,5 ± 0,2a 3,32 ± 0,2 6,24 ± 0,4b 4,94 ± 0,5 6,41 ± 0,4b 6,57 ± 0,2* 

Σ AGPI n-3 3,59 ± 0,2a 3,41 ± 0,2 6,59 ± 0,4b 5,07 ± 0,5 6,58 ± 0,4b 6,75 ± 0,2* 

Σ AGPI n-9 0,03 ± 

0,01a 

0,03 ± 0,01 0,02 ± 

0,01b 

0,02 ± 0,01 0,02 ± 

0,01b 

0,02 ± 0,01 

Σ DMA 6,49 ± 0,4 6,2 ± 0,4 5,63 ± 0,4 5,27 ± 0,3 5,53 ± 0,3 6,38 ± 0,2 

AGPI n-

6/AGPI n-3 

2,55 ± 0,2a 2,62 ± 0,2 0,8 ± 0,04b 0,89 ± 0,08 0,62 ± 

0,06b 

0,64 ± 0,04 

PE 14,8 ± 0,9 14,18 ± 0,9 13,63 ± 0,9 12,02 ± 0,6 12,78 ± 0,7 14,04 ± 0,5 

 

Teneurs en acides gras principaux de la phosphatidyléthanolamine (PE) du cortex frontal 

de rat 

Σ AGS : somme des acides gras saturés ; Σ AGMI : somme des acides gras monoinsaturés ; Σ AGPI : 
somme des acides gras polyinsaturés ; Σ DMA : somme des diméthylacétals ; Déf : Déficients en AGPI 
n-3 ; Eq : Equilibrés ; Enr : Enrichis en AGPI-LC n-3 ; NS : Non Stressés ; S : Stressés 

La composition lipidique corticale a été analysée sur des échantillons de cortex frontal, prélevés sur 
des rats recevant différents apports alimentaires en AGPI n-3 (déficient en AGPI n-3, équilibré, 
enrichi en AGPI-LC n-3) et soumis ou non à un stress chronique de contention. Les valeurs (Moyenne 
± SEM ; n=7 par groupe) sont exprimées en µmoles/g de tissus. Les résultats ont été analysés pour 
chaque AGPI par une ANOVA 2 facteurs (régime*stress), suivie de tests post-hoc de Bonferroni. a, b, 
c : pour chaque type d’AG, effet significatif du régime alimentaire chez les rats NS (p<0,05) ; * : pour 
chaque type d’AG, effet significatif du stress par rapport à groupe NS du même lot alimentaire 
(p<0,05)  
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Déf Eq Enr 

NS S NS S NS S 

Σ AGS 28,56 ± 3,5 27,33 ± 2,3 24,04 ± 0,7 24,79 ± 1,7 27,36 ± 2,8 28,08 ± 1,9 

Σ AGMI 14,09 ± 2,2 12,49 ± 1 12,25 ± 1,9 11,03 ± 0,7 12,17 ± 1,2 13,24 ± 0,9 

20:4 n-6 3,05 ± 0,5 2,66 ± 0,2 2,62 ± 0,4 2,2 ± 0,2 2,22 ± 0,3 2,17 ± 0,2 

22:5 n-6 0,98 ± 0,1
a 

0,85 ± 0,09
 

0,04 ± 0,01
b 

0,03 ± 0,1
 

0,02 ± 0,01
b 

0,03 ± 0,01
 

Σ AGPI n-6 4,76 ± 0,7
a 

4,12 ± 0,4
 

3,27 ± 0,5
ab 

2,79 ± 0,2
 

2,83 ± 0,4
b 

2,86 ± 0,2
 

20:5 n-3 0,01 ± 0,01 0 ± 0 0,01 ± 0,01 0 ± 0 0,02 ± 0,01 0,02 ± 0,01 

22:6 n-3 1,05 ± 0,1
a 

0,87 ± 0,08
 

1,89 ± 0,2
b 

1,49 ± 0,1
 

2,13 ± 0,3
b 

2,09 ± 0,2
 

Σ AGPI n-3 1,13 ± 0,1
a 

0,92 ± 0,08
 

1,98 ± 0,2
b 

1,56 ± 0,1
 

2,24 ± 0,3
b 

2,2 ± 0,2
 

Σ AGPI n-9 0,02 ± 0,01 0,02 ± 0,01 0,03 ± 0,01 0,02 ± 0,01 0,02 ± 0,01 0,02 ± 0,01 

Σ DMA 0,23 ± 0,03 0,02 ± 0,01 0,2 ± 0,03 0,15 ± 0,01 0,19 ± 0,02 0,21 ± 0,02 

AGPI n-

6/AGPI n-3 
4,15 ± 0,1

a 
4,5 ± 0,1

 
1,63 ± 0,05

c 
1,81 ± 0,08

 
1,26 ± 0,03

d 
1,31 ± 0,02

 

PC 26,17 ± 4 22,54 ± 1,9 22,74 ± 3,2 20,17 ± 1,4 22,41 ± 2,4 23,3 ± 1,6 

 

Teneurs en acides gras principaux de la phosphatidylcholine (PC) du cortex frontal de rat 

Σ AGS : somme des acides gras saturés ; Σ AGMI : somme des acides gras monoinsaturés ; Σ AGPI : 
somme des acides gras polyinsaturés ; Σ DMA : somme des diméthylacétals ; Déf : Déficients en AGPI 
n-3 ; Eq : Equilibrés ; Enr : Enrichis en AGPI-LC n-3 ; NS : Non Stressés ; S : Stressés 

La composition lipidique corticale a été analysée sur des échantillons de cortex frontal, prélevés sur 
des rats recevant différents apports alimentaires en AGPI n-3 (déficient en AGPI n-3, équilibré, 
enrichi en AGPI-LC n-3) et soumis ou non à un stress chronique de contention. Les valeurs (Moyenne 
± SEM ; n=7 par groupe) sont exprimées en µmoles/g de tissus. Les résultats ont été analysés pour 
chaque AGPI par une ANOVA 2 facteurs (régime*stress), suivie de tests post-hoc de Bonferroni. a, b, 
c : pour chaque type d’AG, effet significatif du régime alimentaire chez les rats NS (p<0,05) ; * : pour 
chaque type d’AG, effet significatif du stress par rapport à groupe NS du même lot alimentaire 
(p<0,05)  
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Déf Eq Enr 

NS S NS S NS S 

Σ AGS 20,85 ± 2,9 21,73 ± 1,7 13,86 ± 1,2 12,99 ± 1,7 17,79 ± 4,1 18,7 ± 2,7 

Σ AGMI 9,88 ± 1,2 10,8 ± 1,2 6,5 ± 0,7 6,42 ± 0,9 8,46 ± 1,7 10,22 ± 1,6 

20:4 n-6 1,9 ± 0,3 1,87 ± 0,3 1,55 ± 0,1 1,48 ± 0,2 1,41 ± 0,3 1,66 ± 0,2 

22:5 n-6 3,93 ± 0,7
a 

3,47 ± 0,5
 

0,21 ± 0,02
b 

0,21 ± 0,03
 

0,11 ± 0,02
b 

0,15 ± 0,03
 

Σ AGPI n-6 7,08 ± 1,2
a 

6,56 ± 1
 

2,81 ± 0,3
b 

2,7 ± 0,4
 

2,43 ± 0,4
b 

2,83 ± 0,3
 

20:5 n-3 0,06 ± 0,01 0,07 ± 0,01 0,07 ± 0,02 0,07 ± 0,02 0,08 ± 0,02 0,1 ± 0,05 

22:6 n-3 3,67 ± 0,7
a 

3,44 ± 0,6
 

7,04 ± 0,8
b 

6,48 ± 0,9
 

6,86 ± 1,2
b 

7,18 ± 0,6
 

Σ AGPI n-3 3,85 ± 0,7
a 

3,65 ± 0,6
 

7,2 ± 0,8
b 

6,67 ± 0,9
 

7,06 ± 1,3
b 

7,39 ± 0,6
 

Σ AGPI n-9 0,04 ± 0,01 0,05 ± 0,01 0,02 ± 0,01 0,02 ± 0,01 0,03 ± 0,01 0,03 ± 0,01 

Σ DMA 0,61 ± 0,08 0,75 ± 0,1 0,51 ± 0,09 0,41 ± 0,06 0,54 ± 0,1 0,58 ± 0,06 

AGPI n-

6/AGPI n-3 
1,89 ± 0,07

a 
1,87 ± 0,07

 
0,4 ± 0,02

b 
0,4 ± 0,01

 
0,34 ± 0,01

b 
0,38 ± 0,02

 

PS 21,15± 2,9 21,77 ± 2,3 15,45 ± 1,2 14,61± 1,9 18,15 ± 3,8 19,87 ± 2,5 

 

Teneurs en acides gras principaux de la phosphatidylsérine (PS) du cortex frontal de rat 

Σ AGS : somme des acides gras saturés ; Σ AGMI : somme des acides gras monoinsaturés ; Σ AGPI : 
somme des acides gras polyinsaturés ; Σ DMA : somme des diméthylacétals ; Déf : Déficients en AGPI 
n-3 ; Eq : Equilibrés ; Enr : Enrichis en AGPI-LC n-3 ; NS : Non Stressés ; S : Stressés 

La composition lipidique corticale a été analysée sur des échantillons de cortex frontal, prélevés sur 
des rats recevant différents apports alimentaires en AGPI n-3 (déficient en AGPI n-3, équilibré, 
enrichi en AGPI-LC n-3) et soumis ou non à un stress chronique de contention. Les valeurs (Moyenne 
± SEM ; n=7 par groupe) sont exprimées en µmoles/g de tissus. Les résultats ont été analysés pour 
chaque AGPI par une ANOVA 2 facteurs (régime*stress), suivie de tests post-hoc de Bonferroni. a, b, 
c : pour chaque type d’AG, effet significatif du régime alimentaire chez les rats NS (p<0,05) ; * : pour 
chaque type d’AG, effet significatif du stress par rapport à groupe NS du même lot alimentaire 
(p<0,05)  
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ANNEXE 4 : Composition lipidique de la PE, PC et PS des cellules SH_SY5Y exprimée en %AGT 

lorsque l’incubation pendant 24h à l’OH-C précède la supplémentation en AGPI 

 

24h de 

culture 

Témoins 

C 100 nM Témoins C 100 nM Témoins C 100 nM 

Suivie de 

48h de 

culture 

Témoins DHA DHA AA AA 

Σ AGS 21,1 22,5 27,4 23,1 26,3 22,8 

Σ AGMI 19,7 18,2 13,5 13,4 12,4 12,5 

20:4 n-6 13,1 13,7 5,7 6,3 17,0 20,5 

22:5 n-6 1,0 0,9 0,3 0,3 3,4 3,5 

Σ AGPI n-6 19,6 19,7 9,2 9,5 36,6 39,8 

20:5 n-3 1,0 1,6 3,0 3,4 0,1 0,4 

22:6 n-3 13,6 14,1 27,7 31,4 6,6 7,2 

Σ AGPI n-3 18,8 19,5 35,5 40,0 9,4 10,4 

Σ AGPI n-9 2,1 1,8 0,5 0,6 0,6 0,7 

Σ DMA 18,6 18,3 13,9 13,4 14,8 13,7 

AGPI n-

6/AGPI n-3 
1,0 1,0 0,3 0,2 3,9 3,8 

 

Teneurs en acides gras principaux de la phosphatidyléthanolamine (PE) des cellules 

SH_SY5Y 

Σ AGS : somme des acides gras saturés ; Σ AGMI : somme des acides gras monoinsaturés ; Σ AGPI : 
somme des acides gras polyinsaturés ; Σ DMA : somme des diméthylacétals  
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Teneurs en acides gras principaux de la phosphatidylcholine (PC) des cellules SH_SY5Y 

Σ AGS : somme des acides gras saturés ; Σ AGMI : somme des acides gras monoinsaturés ; Σ AGPI : 
somme des acides gras polyinsaturés ; Σ DMA : somme des diméthylacétals  

 

24h de 

culture 

Témoins 

C 100 nM Témoins C 100 nM Témoins C 100 nM 

Suivie de 

48h de 

culture 

Témoins DHA DHA AA AA 

Σ AGS 46,1 45,9 51,1 51,1 49,9 49,5 

Σ AGMI 42,8 43,0 27,7 26,1 26,2 25,7 

20:4 n-6 2,9 3,0 2,0 2,2 10,3 10,5 

22:5 n-6 0,2 0,2 0,1 0,1 1,6 1,6 

Σ AGPI n-6 5,1 5,0 3,9 4,7 19,5 20,5 

20:5 n-3 0,3 0,4 2,4 2,9 0,2 0,0 

22:6 n-3 2,2 2,3 11,6 12,2 1,8 1,8 

Σ AGPI n-3 3,6 3,6 16,1 17,0 3,0 2,7 

Σ AGPI n-9 1,0 1,0 0,2 0,1 0,4 0,4 

Σ DMA 1,1 1,4 1,0 1,0 1,2 1,2 

AGPI n-

6/AGPI n-3 
1,4 1,4 0,2 0,3 6,6 7,5 
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24h de 

culture 

Témoins 

C 100 nM Témoins C 100 nM Témoins C 100 nM 

Suivie de 

48h de 

culture 

Témoins DHA DHA AA AA 

Σ AGS 45,1 40,2 41,3 41,5 40,9 44,1 

Σ AGMI 36,4 31,8 31,6 25,4 34,7 28,6 

20:4 n-6 3,3 2,9 2,9 4,8 6,1 5,7 

22:5 n-6 0,5 0,1 0,2 0,2 1,5 1,8 

Σ AGPI n-6 8,4 9,2 9,3 12,7 17,4 19,5 

20:5 n-3 0,7 1,4 0,9 1,0 0,3 0,9 

22:6 n-3 4,2 12,1 11,9 13,6 2,3 2,6 

Σ AGPI n-3 6,6 16,1 15,5 17,1 4,3 5,2 

Σ AGPI n-9 0,8 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2 

Σ DMA 2,7 2,6 2,4 3,2 2,5 2,5 

AGPI n-

6/AGPI n-3 
1,3 0,6 0,6 0,7 4,1 3,8 

 

Teneurs en acides gras principaux de la phosphatidylsérine (PS) des cellules SH_SY5Y 

Σ AGS : somme des acides gras saturés ; Σ AGMI : somme des acides gras monoinsaturés ; Σ AGPI : 
somme des acides gras polyinsaturés ; Σ DMA : somme des diméthylacétals  
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ANNEXE 5 : Composition lipidique de la PE, PC et PS des cellules SH_SY5Y exprimée en %AGT 

lorsque l’incubation pendant 24h à l’OH-C succède à la supplémentation en AGPI 

 

48h de 

culture 

Témoins 

Témoins DHA DHA AA AA 

Suivie de 

24h de 

culture 

C 100 nM Témoins C 100 nM Témoins C 100 nM 

Σ AGS 21,1 21,0 22,5 21,7 21,9 23,6 

Σ AGMI 19,7 22,5 12,8 12,3 11,2 11,4 

20:4 n-6 13,1 12,5 4,8 4,9 20,3 19,7 

22:5 n-6 1,0 1,0 0,2 0,1 4,0 4,0 

Σ AGPI n-6 19,6 18,8 7,5 7,5 40,1 40,6 

20:5 n-3 1,0 0,4 3,8 4,0 0,1 0,3 

22:6 n-3 13,6 13,0 31,2 32,4 8,2 7,0 

Σ AGPI n-3 18,8 17,2 42,0 43,3 11,2 10,1 

Σ AGPI n-9 2,1 3,1 0,4 0,4 0,4 0,4 

Σ DMA 18,6 17,4 14,9 14,8 15,2 14,0 

AGPI n-

6/AGPI n-3 
1,0 1,1 0,2 0,2 3,6 4,0 

 

Teneurs en acides gras principaux de la phosphatidyléthanolamine (PE) des cellules 

SH_SY5Y 

Σ AGS : somme des acides gras saturés ; Σ AGMI : somme des acides gras monoinsaturés ; Σ AGPI : 
somme des acides gras polyinsaturés ; Σ DMA : somme des diméthylacétals  
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48h de 

culture 

Témoins 

Témoins DHA DHA AA AA 

Suivie de 

24h de 

culture 

C 100 nM Témoins C 100 nM Témoins C 100 nM 

Σ AGS 46,1 43,7 49,5 48,3 50,7 52,0 

Σ AGMI 42,8 45,4 31,9 32,2 27,7 26,8 

20:4 n-6 2,9 3,0 1,6 1,7 9,1 8,6 

22:5 n-6 0,2 0,2 0,0 0,0 1,7 1,6 

Σ AGPI n-6 5,1 5,2 3,8 3,8 17,6 17,3 

20:5 n-3 0,3 0,2 2,3 2,4 0,3 0,2 

22:6 n-3 2,2 2,7 9,0 9,6 2,0 1,7 

Σ AGPI n-3 3,6 3,7 13,7 14,7 3,2 2,7 

Σ AGPI n-9 1,0 0,4 0,2 0,1 0,2 0,2 

Σ DMA 1,1 1,7 0,9 1,0 0,7 1,0 

AGPI n-

6/AGPI n-3 
1,4 1,4 0,3 0,3 5,5 6,4 

 

Teneurs en acides gras principaux de la phosphatidylcholine (PC) des cellules SH_SY5Y 

Σ AGS : somme des acides gras saturés ; Σ AGMI : somme des acides gras monoinsaturés ; Σ AGPI : 
somme des acides gras polyinsaturés ; Σ DMA : somme des diméthylacétals  
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48h de 

culture 

Témoins 

Témoins DHA DHA AA AA 

Suivie de 

24h de 

culture 

C 100 nM Témoins C 100 nM Témoins C 100 nM 

Σ AGS 45,1  37,6 39,7 48,6 40,9 

Σ AGMI 36,4  28,2 27,7 28,6 34,7 

20:4 n-6 3,3  2,6 2,4 4,8 6,2 

22:5 n-6 0,5  0,1 0,1 1,5 1,6 

Σ AGPI n-6 8,4  8,3 7,8 16,3 18,3 

20:5 n-3 0,7  1,3 1,1 0,3 0,4 

22:6 n-3 4,2  17,7 17,4 2,0 2,4 

Σ AGPI n-3 6,6  23,6 23,3 3,6 4,2 

Σ AGPI n-9 0,8  0,1 0,2 0,1 0,1 

Σ DMA 2,7  2,2 1,3 2,8 1,8 

AGPI n-

6/AGPI n-3 
1,3  0,4 0,3 4,5 4,4 

 

Teneurs en acides gras principaux de la phosphatidylsérine (PS) des cellules SH_SY5Y 

Σ AGS : somme des acides gras saturés ; Σ AGMI : somme des acides gras monoinsaturés ; Σ AGPI : 
somme des acides gras polyinsaturés ; Σ DMA : somme des diméthylacétals  



 395 

ANNEXE 6 : Communications scientifiques affichées 
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