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INTRODUCTION GENERALE




Plusieurs études ont démontré I'importance duégys immunitaire et de I'état
inflammatoire chez les sujets obeses et diabétiqadgpe 2 (Rabinovitch, 1994 ; Rengarajan
et coll.,, 2000). Cette observation est fondée sufait que l'insulino-résistance est liée a
laugmentation des médiateurs pro-inflamammatoichsez ces sujets. De plus, il a été
rapporté que les adipokines (adiponectine et leptilibérées par les adipocytes, modulent
également l'état inflammatoire lors de linstaldati de ces pathologies. Le systéeme
immunitaire, particulierement I'immunité a médiaticellulaire, jouerait un rdle primordial
dans I'équilibre de I'état anti- inflammatoire atoginflammatoire lors du dévelopement de
linsulino-résistance. On se propose alors détude réle du Récepteur nucléaire
d’Activation et de Prolifération des Peroxysomes (PAR-a) dans la modulation de
inflammation des tissus adipeux et I'activation es cellules T.

Les acides gras alimentaires jouent un réle ingmbrdans la santé et les pathologies
humaines. lls sont les composants structurauxaimestaux des membranes cellulaires, mais
ils interviennent également dans de nombreuses \d#&esignalisation cellulaire. Depuis plus
d'une vingtaine d’années, des études épidémiolegiquliniques et expérimentales ont
montré que les acides gras polyinsaturés (AGPlJadamille n-3, présents en quantités
importantes dans les poissons, exercent un rokegienur au cours de certaines pathologies.
Les premieres études, concernant les effets bémé&figes huiles de poisson, datent des
années 70 et I'une des études pionnieres, bienueoart’heure actuelle, est I'étude réalisée
par les Danois chez les esquimaux du Groenland Kaimhentation est en grande partie
constituée de poissons. Les résultats ont monte® apite population d'individus était
relativement peu touchée par les maladies cardowaires ou par des maladies
inflammatoires chroniques de l'intestin (Bang etl.cd980). Quelques années plus tard,
Kromhout et coll. (1985) ont démontré que la cons@tion quotidienne de 30g de poisson
par jour diminue le risque de I'accident coronaridmsi, les premiers effets bénéfiques des
AGPI n-3 concernaient plutét les maladies cardiseuéaires.

La plupart des pathologies dans lesquelles les A=®éxercent un effet protecteur, semblent
reposer sur un processus inflammatoire. Aussi,Ole des AGPI n-3 sur le systéme
immunitaire est devenu I'objet de nombreuses ingatbns. Quelques études chez 'lhomme
ont été réalisées et divers parametres immunitarédsété pris en compte, suite a un
enrichissement de l'alimentation en AGPI n-3. B#sts bénéfiques d’'un tel enrichissement

ont été observés dans le cadre de la polyarthtitenatoide, le psoriasis, le lupus



erythémateux ou encore chez des patients ayantisaliransplantation rénale (Block et coll.,
1996). L'effet majeur des AGPI n-3 est leur activité immuromodulatrice. Dans cette
famille d’acide gras, I'acide eicosapentaenoligaBA) et I'acide docosahexaénoique (DHA)
sont biologiquement plus puissants que I'acidmolénique (ALA). Les études réalisées chez
les animaux indiquent que des régimes enrichis RA Bt DHA exercent des effets anti-
inflammatoires et immunosuppresseurs vivo (Miles et Calder, 1998 ; Calder 2001).
Cependant, les études d'intervention chez I'hommet sassez peu nombreuses. Les
parametres génétiques influencent également labdé@asdes individus au régime (Calder,
2001 ; Fritsche, 2006). Par exemple, les sujets &génblent étre plus sensibles a I'effet
immunosuppresseur des AGPI n-3 que les jeunesead(Nleydani et coll., 1991) et
répondent a des doses modérées (Thies et Coll1b208insi qu'a des faibles doses
journalieres de n-3 (600mg/j d’huile marine, doB0dg de DHA + 30mg d’EPA) (Bechoua
et coll., 2003). Les expériences réalisiegitro montrent que les AGPI n-3 sont capables de
diminuer la prolifération des lymphocytes murindatnains (Calder, 1995). Ces acides gras
affectent plus spécifiguement I'immunité a médiatiellulaire comme la prolifération des
lymphocytes T aux mitogenes et la production déagees cytokines comme l'interleukine-2
(Calder et coll., 2002). Cependant, leurs effetmimosuppesseurs dépendent également de la
concentration a laquelle ces acides gras sonsésiliEn effet, il a été mis en évidence qu'a
faibles doses (< 3M) (Kelly et Parker, 1979) ils stimulent la proli&tion, alors qu’'a des
concentrations plus élevées (> @) ils inhibent cette prolifération (Calder et coll991 ;
Calder et Newsholme, 1992 ; Brouard et Pascaud3)12®nsemble des études, tamtvivo
gu'’in vitro, montre que les AGPI n-3 ont la capacité de madakeréactions inflammatoires
et auto-immunes. Toutefois, les mécanismes moli&ealaqui sous-tendent leurs actions
bénéfiques sont mal connus. Bien qu’une partiedesleffets puisse étre liée a la modulation
de la production des eicosanoides issus du méammloxygéné de I'acide arachidonique,
acides gras majoritairement présent au niveau kespholipides membranairdes AGPI n-

3 peuvent également moduler les voies de signaliget intracellulaire, ainsi que l'activité

de certains facteurs de transcription (Miles et Caler, 1998).

Des lorsnous avons émis I'hypothése selon laquelle un agbionentaire riche en AGPI n-3
pourrait permettre leur incorporation dans les phofipides membranaires. Parmi les voies
de signalisation contrdlant la croissance celleldie signal calcique ainsi que 'hnoméostasie
du pH intracellulaire jouent un réle clé car ilseirviennent dans les étapes trés précoces de
I'activation des cellulesNous nous sommes donc proposé d’étudier I'effet dDHA sur

I'activation des cellules T isolées des souris PR&-null et des souris PPAR.



Plusieurs études ont identifié I'expression du PRARr les cellules T et B et son expression
semble diminuer lors de l'activation lymphocyta{@unard et coll., 2002 ; Jones et coll.,
2002).

Les ligands du PPAMR régulent I'inflammation car ils influencent la fdifenciation de
cellules Thl (Marx et coll., 2002). Ces ligandsraegtent I'expression de I'lL4, une cytokine
des cellules ThACunard et coll., 2002).

La plupart des résultats suggérent que le RPAdRRerait un réle immunosuppresseur et
favoriserait 'immunité Th2. Le fénofibrate, un digd du PPAR, augmente I'expressioin
vivo de I'lL-10 chez le rat atteint de myocardite aitonune (Maruyama et coll., 2002). Les
mémes chercheurs ont démontré que les agonistézRddsy, tels que WY14, 643 diminuent
la production de I'lFNy. Le gemfibrozil et le fénofibrate diminuent ladiation de I'lFNy et
augmentent celle de I'lL4 (Maruyama et coll., 200#4¥emblerait qu’il existe une interaction
entre la voie de signalisation des PPAR et lextastde transcription tels que les STAT et
GATA (Yang et coll., 2000). Il est a souligner does de la différenciation des cellules ThO
en Th2, le STAT-6 est transloqué vers les noyauabeutit a I'expression du GATA-3, un
régulateur de la différenciation du phénotype TK@réta et coll.,, 1999). Il a été mis en
évidence la spécificité du mécanisme d’action de asdes gras en ce qui concerne leur
intervention au niveau de la signalisation celh@aau cours de I'activation cellulaire T : ils
diminuent I'activation de NF-Kb (Denys et coll., @), la phosphorylation de ERK1/ERK2
(Denys et coll.,, 2004 ; 2001), le pH intracelluaiet modulent I'activité de différentes iso
formes de protéine kinase C (Madani et coll., 208t1dle RASGRP (Madani et coll., 2004)
Nous nous sommes donc posé la question de savoiles AGPI n-3 et les agonistes de
PPARa peuvent moduler ces situations physiologiques, epartie, via leurs effets

immunomodulateurs.

De nombreuses études ont démontré que l'alimentgtmvait jouer un réle essentiel dans
'amélioration des complications liées a la patigedo du diabéte. En effet, plusieurs
chercheurs ont observé que des régimes riches ks loe poissons présentaient des effets
bénéfiques dans les maladies inflammatoires etimasiculaires (Calder, 1999; Hunkar et
coll., 2002; Merzouk et Khan, 2003). Cependant,snoe disposons d’aucune étude sur les
expressions de GATA-3 et de T-bet en présence RIARE lors de la différenciation
lymphocytaire.Quel est alors le role du DHA sur les expressionsedces facteurs de

transcriptions ?



En effet, lors de l'activation des cellules T, lesies de signalisation convergent vers

I'activation des MAP kinases ERK1/2, qui sont inpates pour la prolifération cellulaire.

De plus, il a été mis en évidence au laboratoiee IguDHA inhibe les MAP kinases dans les

lymphocytes T Jurkat.’anti CD3 et L’anti CD28 sont-ils capables d’induire I'activation

de ERK1/2 ; cjun kinase ; et de p38 MAPK ? le DHA put-il moduler cette actiavation ?
Fort de ces différentes observations, nous présergeotre thése de la fagon suivante:

» La premiere partie de cette thése, consacrée ategtmscientifique et problématique,
comporte quatre chapitres. Dans le premier chapiti@us présentons la biosynthese, la
biodisponibilité et les effets biologiques des A@GH. Le second chapitre fait état du
systeme immunitaire, des cellules immunocompétentdu réle des lymphocytes T. Le
troisieme chapitre fait état des connaissances algs concernant les mécanismes
moléculaires par lesquels les AGPI n-3 pourraienkereer leurs effets
immunosuppresseurs. Enfin dans le chapitre 4 noaden@ns des meécanismes
moléculaires des PPARSs, les AGPI n-3 et de ladlesmphysiologiques.

»  La deuxieme partie rassemble les publicationgtirdes résultats de nos travaux,

» La troisieme partie présente la discussion deseéwhffts résultats publiés et les

perspectives qu’offrent les résultats de nos eepées.



PARTIE |

CONTEXTE SCIENTIFIQUE

ET PROBLEMATIQUE




Chapitre 1.

Les acides gras poly-insaturés (AGPI) de la fammies :
biosynthese, biodisponibilité, effets biologiques

1.1.Acides gras poly-insaturés et lipides

Les acides gras sont constitués d'une chaine hgdronée de longueur variable
présentant un groupement carboxylique a une deexseémités. Grace a cette fonction
carboxylique l'acide gras crée une liaison esteecales groupements hydroxyles du
glycérol, squelette de base pour former les trighyls et les phospholipides. La chaine
hydrocarbonée peut comporter une ou plusieurs deullinisons (insaturation). La
nomenclature des acides gras basée sur la longedarchaine carbonée est définie par le
nombre d’atome de carbone et le nombre de doulikoh. La famille est identifiée par le
sigle n- ouw- suivi d'un chiffre indiquant la position de lagmiére double liaison par
rapport a I'extrémité -CH3 (méthyle) de la chaimecdrbone. L'acide docosahexaénoique
(DHA) est un acide gras a 22 atomes de carbonepaxant 6 doubles liaisons, dont la
premiere se situe au niveau du 3éme atome de @rbqartir de I'extrémité —CH3. I
appartient donc a la famille n-3 et est désigné&@arn-3.

Il faut cependant savoir qu'’il existe quatre fagslid’acides gras insaturés : la famille n-9,
n-7, n-6, n-3. Ces acides gras peuvent étre sysdsépar la cellule a partir de leurs

précurseurs, ou apportés par I'alimentation sousdcestérifiée.

1.2 Biosynthese des AGPI

Chez I'nomme, les acides polyinsaturés a longuainehsont synthétisés a partir de
deux précurseurs, I'acide linoléique (C18:2 n-&) lpour la famille n-6 et l'aciden-
linolénique (C18 :3 n-3, ALA) pour la famille n-8dure 1). Ces deux acides gras sont dits
« acides gras essentiels » car ils sont nécesgaiteda croissance normale et les fonctions
physiologiques des tissus, mais ne peuvent passgttbétisés par 'Homme ou I'animal.
Seules les enzymes des plantad2¢ et A15-désaturases respectivement) sont capables
d’'insérer des doubles liaisons en n-6 et n-3.esgéntialité » de I'acide linoléique a été
démontrée chez 'homme dans les années 1950-2@R0n et coll., 1958 ; Hansen et coll.,

1958), sur des nourrissons recevant du lait deevagmi-écrémé comportant seulement



0,1% de I'énergie sous forme d'acide linoléique. I€gime pauvre en acide linoléique
entrainait une diminution de la prise de poids jaiiere. Ces symptdmes étaient corrigés

par apport en acide linoléique. (Tinoebcoll, 1978).

COOH

A/ "N CH

Acide linoléique (18:2 n-6)

A== N\==""p,

Acide a-linolénique (18:3 n-3)

Figure 1 : Structure de I'acide linoléique et de kcide a-linolénique.

(Tinoco et coll., 1978).
Bien que les cellules des mammiféres ne soientcppables de synthétiser les acides gras
linoléiques eta-linolénique, elles peuvent, par un double systémzymatique, allonger la
chaine carbonée et ajouter des doubles liaisossacides gras polyinsaturés a plus longue
chaine et biologiqguement actifs. Les principaux AG@R la famille n-6 sont l'acide-
linoléique (20 :3n-6, GLA) et I'acide arachidoniq(0 :4n-6, AA). Les AGPI de la famille
n-3 ont pour principaux représentants : eicosapeoigue (20: 5n-3, EPA) et l'acide
docosahéxaénoique (22 :6 n-3, DHAY\re 2).

e COOH e

o0 CoTo
CHx

Y | o N CH,

Acide arachidonique (20:4 n-6, AA) Acide docosahexaenoique (22:6 n-3, DHA

COOH
CH, A=/ \—e=\ CH,

Acide eicosapentaenoique (20:5 n-3, EPA)

Figure 2 : Principaux AGPI des familles n-3 et n-6(Tinoco et coll., 1978).



La régulation de la biosynthése des acides gréatgear un double systeme enzymatique qui
fabrique continuellement les AGPI n-3, n-6 et rIE8s deux enzymes sont les élongases et les
désaturased-{gure 3). Les élongases augmentent la longueur de la ghiEmelésaturases
augmentent le nombre d’insaturations. Les désasragissent dans des régions spécifiques
des acides gras mais ne sont pas spécifiques dida gras, ce qui entraine une compétition
de substrat vis-a-vis de ces enzymes. Les désatusasit au nombre de 5 : |89, A6, A5
communes aux animaux et végétaux etA#8, A15 spécifiques aux végétaux. L&s2, A15
permettent la synthéese de l'acide linoléique, premur des AGPI de la famille n-6 et de
'acide alpha-linolénique, précurseur des AGPI defammile n-3. Il est important de
respecter un équilibre d’apport entre les deuxys@ars du fait de la compétition de substrat
dans les voies de désaturation et d’élongatiorpd@entiel enzymatique est sensible a I'age et
a la qualité alimentaire. Lorsque l'acide gras davide plus en plus insaturé, la molécule se
tord de plus en plus, entrainant au niveau membeana empilement de phospholipides de

moins en moins compact, ce qui augmente la flurdiégnbranaire.
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Figure 3 : Représentation schématique de la biosymése des AGPI des familles n-6 et n-3.
D’'aprés (Voss et coll., 1991).
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1.3 Source alimentaire des AGPI et apports nutritionnes

conseillés (ANC)

1.3.1 Sources alimentaires

Les AGPI de la famille n-6 proviennent essentiedaimdes huiles végétales et animales

(Tableau 1). L’'acide linoléique (C18:2n-6) représente 50 a 78€% acides gras présents dans
les huiles de mais, noix, tournesol. Les huilessd@, colza et noix sont les principales
sources végeétales d’acide alpha-linolénique (C18)3rLes principaux acides gras poly-
insaturés (AGPI) de la famille n-3 sont les aciddisha-linolénique (18:3n-3 ou ALA),
eicosapentaénoique (20:5n-3 ou EPA) et docosaheipén (22:6n-3 ou DHA). L’acide
alpha-linolénique est également formé dans les raplastes du phytoplancton. Ce
phytoplancton est ensuite consommé par les poisganspar une série de réactions de
désaturation et d’élongation transforment I'acifgha-linolénique en EPA puis en DHA. Les
AGPI de la famille n-3 sont alors extraits prindgraent des huiles de poiss@rableau II).
Chez I'homme, ces acides gras poly-insaturés aumehaine sont apportés par I'alimentation
sous forme estérifiée dans les triglycérides ouplesspholipides. Les acides gras poly-
insaturés a longue chaine sont également syntbétdeez 'homme, par élongation et
désaturation successives a partir des deux préossrd@cide linoléique pour la famille n-6 et

I'acide alpha-linolénigue pour la famille n-3. G#esux acides gras sont dits essentiels.



Tableau | : Teneurs (mg/100g) en acide linoléiqud @-linolénique des principales huiles

12

végétales et des graisses animal&apres(Favieret coll., 2000)

Acides gras essentiels (mg/100 g)
Sources alimentaires Acide linoléique Acide a-linolénique
(n-6) (n-3)
Huiles végétales
- arachide 20a 29 traces
- colza 90
- mais 55
- NOIX 69a78 3al3
- olive 7 traces
- pépin de raisin 70 traces
- soja 50 &4 60 6a10
- tournesol 55 a 65 traces
Graisses animales
- beeuf 2 0,5
- oie 6,5
- poisson contient des dérivés
- porc (saindoux) 8 traces
- beurre 3ab
- lait 4a8
- jaune d’'ceuf

Tableau Il : Contenu (g/100 g) en EPA (20:5 n-3) ddHA (22:6 n-3) de certains
gine marine. D’aprés(Favieret coll., 2000)

aliments d’ori

Sources alimentaire

EPA (20:5-3)

DHA (22:6 n-3)

Morue 0,1 0,2
Hareng 0,7 0.S
Magquereau 0,9 1,6
Sagmor 0,3 0,
Crabe 0,2 0,1
Crevette 0.2 0.2
Huitre 0,3 0,2
Huile de foie de morue 9,0 9,5
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1.3.2 Les apports nutritionnels conseillés

Il est proposé que 30% a 35% de l'apport énergétigtal de la ration journaliére
soient apportés par les lipides, 10% al4% parrigteipes et 50% a 55% par les glucides. Sur
cette base, des apports nutritionnels conseill®)Apour les acides gras ont été fixés chez
l'adulte sain a partir de données expérimentalpglééniologiques et cliniques et ont été
réactualisés en 2001. Les valeurs des ANC ontix@éd dans un objectif d’optimisation des
apports, compte tenu de I'état des connaissanaagifiques. En ce qui concerne les AGPI, il
est recommandé que le rapport 18 :2 n-6/18 :3en@d vers 5 afin d’éviter une compétition
excessive entre la biosynthése des dérivés a locigaime de la famille n-6 et ceux de la
famille n-3. Les recommandations suggerent égalemea I'apport quotidien en AGPI a
longue chaine (AGPI-LC) de la famille n-3 soit d& @, dont 0,1 g sous forme de DHA

(Tableau I1.).

Les enquétes de consommation dans la populagogdise mettent en évidence que I'apport
en acidex—linolénique est insuffisant et est loin de coules ANC, en particulier pour ce qui
concerne la proportion acide linoléique/acidénolénique. Ces enquétes mettent également
en evidence que les apports en AGPI de la fam#Be sont insuffisants et correspondent
environ au tiers des apports recommandés. D'agesémes enquétes, il apparait également
gue ce sont les produits issus d’animaux terregtieassurent I'essentiel de I'apport en AGPI
n-3 (entre 50% et 70% des apports avec une plateyigre pour les produits laitiers). Il
semble également que le déficit en AGPI n-3, améplfar un rapport n-6/n-3 excessif
(environ 15 au lieu de 5) soit la cause de nombmdésordres physiologiques tels que les
maladies cardio-vasculaires. C’est pourquoi cesaffisance d’apport en AGPI n-3 (acide
linolénique et EPA/DHA) a conduit a promouvoir uaagmentation des apports via la
consommation d’aliments contenant naturellemenis§om gras, huile de lin...) ou des

aliments éventuellement enrichis (ceufs, margariagspain) afin de couvrir les ANC.
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Tableau Ill : Tableau de synthese des apports nutritionnelsed@ssen acides chez 'adulte.
D’apres Martin (2001)

Homme adulte Femme adulte Femme enceinte Femme allaitante sujets age
Apport énergétique total 2200 1800 2050 2250 1700
(Kcallj)
ol %AET | gj %AET | gj %AET | gj %AET | gj %AET

Acides gras saturés 195 | 8 16 8 18 8 20 8 15 8
Acides gras monoinsaturés 49 20 40 20 455 20 50 20 38 20
A | Acide linoléique (C18 :2n-6) | 10 4 8 4 10 4.4 11 4,4 7.5 4.4
G | Acide linoléique (C18 :3n-3) | 2 0,8 1,6 0,8 2 0,9 2,2 0,9 15 0,9
P | AGPI-LC 05 |02 0,4 0,2 1 0,4 1 0,4 0,4 0.4
|| DHA 0,12 | 0,05| 0,1 0,05 0,25/ 0,1 0,25 0,1 0,1 0,1
Apport lipidique total 81 33 66 33 76,5 33,7 84,2 3B | 62,5 33,7

AGPI-LC : Acides gras polyinsaturés (AGPI) a longhaine des familles n-6 et n-3
DHA : Acide docosahexaenoique (C221:3)
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1.3.3 Effets cardio-protecteurs

De nombreuses études ont mis en évidence queitissagras de la famille n-3 sont
favorables a la prévention de maladies cardio-tases (Kromann et Green, 1980;
Kromhout, 1989; Prichard et coll.,, 1995). Leursi@aw sont multiples : prévention des
arythmies, action anticoagulante, modulation derl@issance cellulaire dans la paroi des
arteres, amélioration de 'hémodynamique vascula#&gulation de la pression artérielle et
action hypolipidémiante. En effet, il a été égalatnabservé que ces acides gras diminuent
les triglycérides plasmatiques. De plus, il se pibdne baisse de synthése des lipoprotéines
de tres faible densité (VLDL) concomitante a l'awgiation des lipoprotéines de haute
densité (HDL) permettant d’épurer les vaisseauxliggdes excédentaires (Fumeron et coll.,
1991. Sanchez-Muniz et coll., 1999). Ces résulbaiséfiques, dans les maladies cardio-
vasculaires, sont également dus aux effets vasatdilas exercés par ces acides gras sur les

endothéliums (De Caterina et coll., 2000).

1.3.4 Effets anticancéreux

Des études réaliséés vitro et in vivo ont mis en évidence que le DHA et 'EPA
inhibent le développement de certains cancers. Enmodéles d’études de cancérogenése
mammaire, les huiles de poissons inhibent la cuoss tumorale et la prolifération des
meétastases (Carroll, 1992). Il a été démontré qealk o-linolénique (ALA), précurseur des
acides gras n-3, a un plus fort effet inhibiteudlaleroissance des tumeurs mammaires et des
métastases que I'EPA et le DHA. A I'opposé, leglesigras n-6, en I'absence des n-3, sont
des promoteurs de cancer du sein. Les acides ggasaxercent pas d’effet inhibiteur sur ce
type de cancer lorsque les n-6 sont en apportéi®ges. Ce n’est que lorsque les apports en
n-3 et n-6 sont équivalents que les effets antielanmx des acides gras n-3 sont visibles.
Ainsi, les acides gras n-3 exercent des effetsgantates sur la stimulation tumorale induite
par les n-6. Les effets anticancéreux des acidas gpnt liés a la régulation des cellules
tueuses ou a l'effet apoptotique des AGPI (Begicodit, 1986; Reddy et coll., 1991).
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1.3.5 Effets sur le systéme nerveux central

La présence de DHA, en concentration élevée, demsmembranes des cellules
cérébrales (Martinez, 1992), rend compte de soroitapce dans le fonctionnement du
systeme nerveux central. Des expériences de caemd@HA, menées sur les rats et les
singes, ont mis en évidence que les capacités idafpgsage et d’attention dépendent de cet
acide gras (Lauritzen et coll., 2001). Au-dela ds études, des résultats suggerent que des
anomalies du métabolisme des AGPI seraient impdisjians le développement de certains
troubles psychiatriques (Horrobin, 1998), tels daeschizophrénie (Horrobin, 1998), la
dépression (Edwards et coll., 1998 ; Maes et cdl@99; Bruinsma et Taren, 2000),
'hyperactivité de I'enfant (Burgess et coll., 200@ertains travaux rendent compte des
mécanismes engendrés par une carence en cet aasge Qutre les modifications des
propriétés des membranes, des changements conckrmagurotransmission, notamment la
capacité de libérer un ou plusieurs neurotransomstigu moment de la stimulation nerveuse,
sont observés. Ainsi, I'état de carence en AGPIlaifécte la fonction de plusieurs systémes
de neurotransmission, notamment les voies monoaginues (dopamine et sérotonine)
(Delion et coll., 1997; Chalon et coll., 2001; Ziraret coll., 2002).

1.3.6 AGPI n-3 et apoptose

L’AA, 'EPA, le DHA et leurs métabolites peuventduire I'apoptose des cellules
tumorales sans affecter les cellules normales ébietgcoll., 1987 ; Calviello et coll., 1998 ;
Finstad et coll., 1998). Cet effet semble dépemgr&habilité des acides gras a générer des
radicaux libres (Das, 1991 ; 1999). Calviello @l.q1998) ont montré que 'EPA et le DHA
agissent selon deux mécanismes différents suré&d@e du développement des tumeurs.
L'effet anti-tumoral de cellules cancéreuses (Gdloiet coll., 1998) des AGPI semblent
avoir un effet protecteur contre le processus @&pee dans les cellules normales a I'opposé
cellules cancéreuses soumises a des acides guadssdtls que l'acide palmitique (16:0)
(Calviello et coll., 1998).

Le mécanisme d’'action du DHA n’est pas encore coflependant, selon certains auteurs,
I'activation de la protéine Fas des cellules Jufkaterait impliquée (Weis et coll., 1995 ;
Wolf et coll., 1997 ; Zhou et coll., 1998). Le Siste Fas/Fas Ligand est critique pour le
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déclenchement de l'apoptose dans un nombre impodartypes cellulaires. Lorsque les
cellules sont incubées avec le DHA, il en résufte augmentation de I'expression de Fas et
de la sécrétion de son ligand qui induit I'apopt(&ieldiqui et coll., 2001).

1.3.7 Effets des AGPI n-3 sur I'acuité visuelle

Comme le cerveau, la rétine est une importanteceode DHA(Martinez M ,1992).
Une carence dans l'alimentation entraine une ditidnudes taux de DHA a ce niveau. Il en
résulte un électrorétinogramme anormal et une ditian de Il'acuité chez le singe
(Neuringer et coll., 1986). De plus, Polit et c¢2001) ont démontrén vitro, que le DHA est
essentiel pour la survie et la différentiation gestorécepteurs au cours du développement.
En effet, lorsque les photorécepteurs sont cultisées DHA, apres 4 jours un effet

apoptotique est observeé (Polit et coll., 2001).

L'ensemble de ces observations suggere que les A@dlla famille n-3, en particulier
'EPA et le DHA, ont un réle important dans la modation et la prévention d’'un certain
nombre de pathologies, bien que certaines étudasrissent un éclairage quelque peu
controversé concernant notamment la relation entreffet observé et les doses utilisées. |l
est donc d’intérét de santé publique que leurs appacoient rééquilibrés (augmentation
actuellement nécessaire en France) au niveau depdfs nutritionnels conseillésLes
effets des acides gras sur les maladies inflammat®iet auto-immunes ont été également
mis en évidence. Depuis les années 1980-1990, aebneuses études ont été reéalisées sur
la régulation de certaines fonctions du systeme iomiaire par les AGPI. Cependant, les
meécanismes par lesquels ils exercent leurs effeéssont pas encore clairement élucidés.
Ces aspects seront exposés dans les chapitresragied seront en relation avec le systéme

immunitaire.
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Chapitre 2

Systeme immunitaire et cellules immunocompeétent&dle
des lymphocytes T

2.1 Systeme immunitaire (SI) et cellules immunocompeétges

2.1.1 Systeme immunitaire

Notre environnement est peuplé de nombreux micesosgnes : virus, bactéries, levures,
protozoaires et parasites multicellulaires. Apraedtion, ces microorganismes peuvent
provoquer des maladies qui, dans certains cas,ug®mt a la mort s’ils se multiplient de
facon incontrélée. Cependant, la plupart des ildastguérissent rapidement et laissent peu
de séquelles. Ceci est d0 au systeme immunitairgprgiege notre organisme des agents

infectieux.

Des réponses immunitaires tres diversifiées sonessaires pour pouvoir lutter contre les
différents types d’agents infectieux. Le lieu dieafection et la nature de I'agent infectieux

déterminent quel type de réponse immunitaire sifiaee.

Toute réponse immunitaire implique d’abord la raw@iasance du non-soi, qu'il s’agisse d’un
pathogene ou de tout autre substance étrangéreupairéaction destinée a les éliminer se
met en place. Les réponses immunitaires peuvesntkissées en deux grandes catégories : la

réponse immunitaire naturelle (ou non adaptativé e2ponse immunitaire adaptative.

2.1.1.1 Immunité naturelle

Les premieres cellules sanguines assurant la prerfighe de défense de l'organisme
contre toute infection sont les cellules phagocgtaitelles que les monocytes, les
macrophages et les polynucléaires neutrophilesc€lades captent les microorganismes, les

internalisent puis les détruisent. Elles utilisdas systémes de reconnaissance primitifs, non
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spécifiqgues qui leur permettent de s’attacher a mtesluits microbiens tres divers ; c’est

pourquoi elles sont responsables des réponses iitaines naturelles.

2.1.1.2 Immunité adaptative

Les réponses adaptatives sont essentiellementaduasdeuxieme groupe de leucocytes
constitué par les lymphocytes. Ces cellules redseeat les microorganismes de facon
spécifiqgue, que ceux-ci soient a l'intérieur deflubes de I'héte ou a I'extérieur dans les
liquides biologiques. Il existe plusieurs typedytaphocytes qui peuvent étre classés en deux
grandes catégories : les lymphocytes T (ou cellli)est les lymphocytes B (ou cellules B).
Les cellules B s’attaquent aux microorganismes aegtiulaires et a leurs produits en
sécrétant des anticorps, qui reconnaissent speéeifignt I'antigéne et se lient a lui.
L’'antigéne peut étre une molécule a la surface dhioroorganisme ou bien une toxine
produite par un agent infectieux. Les lymphocytesnt une gamme d’activités plus large.
Certains sont impliqués dans le contréle du déysopent des lymphocytes B et de la
production d’'anticorps. D’autres cellules T intasagnt avec les cellules phagocytaires pour
les aider a détruire les microorganismes intralzties. Enfin, un troisieme groupe de
lymphocytes T reconnait les cellules infectéesymarirus et les détruit. En pratique, il y a
beaucoup d’interactions entre les lymphocytes gtcelules phagocytaires. Par exemple,
certains phagocytes peuvent absorber des antigénéss présenter aux cellules T. Ce
processus est appelé présentation de I'antigenéeWe&bte, les lymphocytes T sécrétent des
facteurs solubles, les cytokines, qui stimulentpleagocytes et leur permettent de détruire les
microorganismes. Du fait de ces interactions, gait des réponses immunitaires vis-a-vis
des agents infectieux mettent en jeu a la fois ééments de I'immunité naturelle et de
limmunité spécifique. Aux stades initiaux de l'ettion, 'immunité naturelle prédomine,
puis ultérieurement les lymphocytes mettent enepldes réponses spécifiques adaptées a
chaque microorganisme. Certains de ces lymphogyesent avoir une durée de vie de
plusieurs années, constituant la mémoire immunglagde I'organisme. Ainsi, tout nouveau
contact avec un microorganisme déja rencontré ieetia une réponse plus rapide et plus

efficace que la simple immunité naturelle.
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2.1.2  Cellules immunocompétentes

Les cellules impliguées dans la réponse immunitsanet tres hétérogenes tant par leur

origine que par leur fonction. Toutes les cellutks systeme immunitaire proviennent de

cellules souches pluripotentes qui s’organisenteumx voies principales de différenciation.

Celles-ci donnent naissance a deux lignées dis8nda lignée lymphoide et la lignée

myeéloide(Figure 4). Notre intérét principal et I'objet de notre étudeaét les lymphocytes

T, qui jouent wun réle central dans le systéeme imnitaire, nous n’aborderons que

brievement le rble des autres acteurs de la protect organique,

monocytes/macrophages et les lymphocytes B.

==

. myéloides

¢. [ymphoides

polynucléaires | monacytes | csllules
neutrophiles | macrophages | dendritiques

Ly.T | Ly.B

—— phagocytes expansion clonale

cellules présentatrices d'Ag

Immunité

Immunité innée adaptaie

les

Figure 4 : Origine Hématopoiétique des cellules immnitaires. D’apres(http:// image.google.fr).
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21.2.1 Les Phagocytes
21211 Les polynucléaires

lIs sont issus de la lignée granulocytaire. Subdae de leur aspect cytologique, on
distingue les polynucléaires neutrophiles (95 % pl@lynucléaires circulants) qui assurent
essentiellement la phagocytose et la bactéridieliepolynucléaires basophiles impliqgués dans
les processus d’hypersensibilité IgE-dépendantslest éosinophiles impliqués dans

I'élimination des parasites.

2.1.2.1.2 Les phagocytes mononucléés

lIs correspondent aux monocytes et a toutes ldsleglqui en découlent. Toutes ces
cellules proviennent de cellules souches multigeter_es monocytes ne demeurent que 2 ou
3 jours dans la circulation et se transforment exxrnophages tissulaires, grandes cellules au
polymorphisme considérable et qui présentent undgreombre de récepteurs membranaires.
Les macrophages ont pour fonctions essentiellgmiticipation a l'inflammation, l'activité
bactéricide et tumoricide et la présentation detlgéne.

2.1.2.2Les lymphocytes

Ce sont les cellules support de 'immunité spéua#igll n’est pas possible de distinguer
les lymphocytes T et B sur la base de criteres haggiques, bien qu'il existe des petits et

grands lymphocytes.

2.1.2.2.1l es lymphocytes B

Ce sont les cellules responsables de I'immunitédrata. lls représentent 10 a 20 % des
lymphocytes du sang périphérique et sont égalerpeddents dans les ganglions (zone
corticale), la rate (pulpe rouge) et la moelle asee On peut identifier les lymphocytes B par
leurs immunoglobulines de surface. Chaque lympleoBygxprime une seule Ig de surface, le
plus souvent IgM, parfois 1gG, IgA ou IgM+IgD. Orotive également, a coté des molécules
de classe Il, d’autres molécules de surface (C@I¥R1, CD22, CD24). Les lymphocytes B
ont pour fonction la production des anticorps. lygsphocytes B et T CD4+ coopérent dans

cette réponse qui est le plus souvent thymodépénd@e sont les plasmocytes, absents du
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sang circulant, qui sécretent les anticorps. Ursrptecyte donné ne produit qu’'une seule

variété d’anticorps.

2.1.2.2.2 Les lymphocytes T

Origine des différentes sous-populations

Les lymphocytes T sont directement impliqués dasstoyens de défense utilisant des
cellules. lls sont les acteurs de la reconnaissspéeifique des antigenes.

On distingue deux types de lymphocytes T : les lyoytes T CD% et les lymphocytes T
CDS8'.

Les CD4 ont pour fonction d'activer les autres lymphocytas sécrétant des cytokines.
lls sont appelés T (lymphocytes T CDZ4« helper ») et jouent un role auxiliaire en coapér
avec d'autres cellules (autres lymphocytes T, lyoggtes B, monocytes, macrophages).

Les CD8 ou lymphocytes cytotoxiques (CTL), ont une acfivilytolytique et éliminent

les cellules étrangeres ou les cellules infectéesip virus ou un parasite intracellulaire.

La différenciation de ces lymphocytes est indépetadale I'antigéne. Aux différents
stades de cette évolution, indépendante de l'amdigéu cours du développement, les
lymphocytes acquiérent la capacité de synthétisemablécules nouvelles. Ces derniéres sont
le support de leurs propriétés fonctionnelles eimgétent également de les identifier. C’est
dans le thymus que les précurseurs des lymphodytdss thymocytes) acquierent leur
compétence et les molécules de surface, caraajéast des cellules T matures, qui leur
permettent d’exercer leurs fonctions. lls représen65 a 80 % des lymphocytes circulants.
lls jouent un réle essentiel direct dans la défetlalaire, et, indirectement, ils interviennent

aux différentes étapes de la réponse immunitdicgigine de la production d’anticorps.

Contrairement aux lymphocytes B, les lymphocytaseTreconnaissent I'antigene que si
celui-ci est présenté, généralement sous formeetits fragments peptidiques, a la surface de
cellules spécialisées dites « cellules présentatrite I'antigene » (CPA). Dans ces CPA, les
fragments d’antigenes sont associés a des moléspéesalisées, codées par un ensemble de
genes, appelées « complexe majeur d’histocompatifiCMH) ». Ce dernier joue un réle

primordial dans de nombreux aspects du fonctionnéche systéme immunitaire.
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Les cellules T utilisent leurs récepteurs spécémd’antigenesT( Cell Receptoou TCR)

pour reconnaitre les peptides antigéniques assacés molécules codées par le CMH.

Trois types différents de génes ont été identifiés

- les genes de classe |, extrémement polymorphesuro réle important dans le rejet des
greffes. lls codent des glycoprotéines de classgdrimées a la surface de toutes les cellules
nucléées de lI'organisme et qui servent de marqueaésifiques du soi pour les lymphocytes
T cytotoxiques,

- les genes de classe Il produisent également lglegpgotéines qui jouent un réle important
dans le contréle des réponses cellulaires T et Bams les interactions macrophages/cellules
T auxiliaires (présentation de I'antigéne),

- les genes de classe Ill déterminent la struottife taux d’expression des composants du

complément.

Les molécules du CMH de classe | sont présentetoates les cellules de I'organisme et la
présentation antigénique via les classes | perraativer les lymphocytes T CDS8Les
molécules du CMH de classe Il sont présentes ssir GRA (macrophages, cellules
dendritiques, lymphocytes B) et certaines cellulesion immunes mais activées. La
reconnaissance d'un antigene présenté par une uteolda CMH de classe Il active les
lymphocytes T CD4

Les lymphocytes T sont subdivisés en trois sous-paptions :

. Les lymphocytes T auxiliaires ou « helper »)(Timpliqués dans la coopération
avec d’autres cellules, appartiennent le plus saiu&da population caractérisée par
I'expression de la molécule CD4. Cette moléculeuest glycoprotéine de 55 kDa,
qui a pour ligand l'une des structures moléculalesCMH (les molécules de
classe lI-cf paragraphe précédent). Les lymphocyt€®4 représentent 30 a 50 %
des lymphocytes circulants. lls exercent leurs tions par le biais de médiateurs
solubles, les cytokines, qu’ils sécretent lorsguwsibnt actives par I'antigene.

. Les cellules T régulatricesont un groupe de cellules lymphocytaires T, impes
dans le controle des réactions auto-immunes. Awupatacaractérisées par
I'expression de leurs marqueurs de surface CD4D025C elles sont aujourd’hui
également définies par I'expression intensive dexseg FoxP3 et CTLA-4. Ce

dernier conduit, notamment a I'expression plus irtgpde du récepteur de haute
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affinité a IL-2 (CD25). La majorité des cellulesgufatrices sont des CD4bien
qu’il existe de petites populations de cellulesutétices CD8 (ces cellules
représentent entre 5 et 10 % des cellules T'Gi8diphériques).

. Les lymphocytes T exprimant la molécule CR8,a 35 % des lymphocytes du
sang, sont spécialisés dans I'élimination de cdlimfectées ou étrangergs des

mécanismes de cytotoxicite.

Les lymphocytes CD4jouent un rble central dans la régulation de la pénse
immunitaire. Leur activation induit la prolifération cellulaire, et la sécrétion de cytokines.
La nature de ces dernieéres oriente le systeme imitauie vers une réponse humorale et

une maturation plasmocytaire ou vers une réponséutaire.

Les lymphocytes T CD4naifs (n'ayant pas rencontré d’Ag) produisent migmement de
I'IL-2 lorsque les cellules rencontrent pour lamiére fois I'Ag. Ces cellules, dites aussi ThO,
sont capables, sous l'influence de cytokines, diifs&rencier soit vers le phénotype Thl, soit
vers le phénotype Th#figure 5). Les cellules T helper 1 (Thl) produisent de I'lL¢&
l'interférony (IFN-y), et le TNFp. Les cellules Th2, quant a elles, produisent le4; IL-5,
IL-6, IL-10 et IL-13 (Liblauet coll, 1995).. Les cellules ThO sécretent les cytokihesype
Th1l et ThZfigure 5).

Les cellules Thl favorisent la réponse immunitarenédiation cellulaire et, par
conséquent, favorisent linflammation et la cytotité cellulaire tout en modulant
négativement la réaction d’hypersensibilité, tandise les cellules Th2 sécretent des
cytokines permettant aux lymphocytes B de proddes IgGl et IgE (Mosmann et Sad,
1996).

La sous-population Thl agit comme un activateus @eonocytes/macrophages qui
augmentent alors leurs capacités phagocytairess action de I'lL-12, sécrétée par les
macrophages ou les cellules dendritiques, leslesllihl produisent I'IL-2, I'IFNy et le
TNF-o ce qui permet l'activation des macrophages (Mosmah Coffman, 1989). Les
macrophages activés sécretent I'lL-12, du NO, détabolites de I'oxygéne et des molécules
de CMHII, ce qui permettra, en retour, I'activatides lymphocytes Th1l.

Les couples de molécules d'adhésion CD28/B7.1e2tCD2/LFA-3 participent aussi a cette
activation, ainsi que le TNE-de membrane des Thl. La production d'IL-12, par le

macrophages, dépend d'un signal induit par IYF-d'un signal provenant des Thl activés



25

par l'intermédiaire du couple CD40 (macrophage)/@D{Thl). En revanche, les Th2, par
I'intermédiaire de I'lL-10, inhibent les fonctioeBectrices des macrophages.

Le TGR(, d'origine variée, est également une cytokine inhda des Thl. L'IL-4 des Th2
entraine la diminution d'expression des IL-17R)(des T, et I'lL-10 des Th2 diminue la
sécrétion d'IL-12 par les macrophages. Donc, I'letdl'IL-10 freinent le passage vers le
phénotype Thl : ces cytokines sont donc considé@a@ase anti-inflammatoires.

Au contraire, puisque les cytokines produiteslpatymphocytes Thl activent les monocytes
et les macrophages, elles sont considérées consmaalécules pro-inflammatoires.

Il est admis qu’une mauvaise régulation de la ladarh1/Th2, est impliquée dans un certain

nombre de pathologies humaines (Lucey et coll.6199
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Figure 5 : Différenciation cellulaire des lymphocyesT helper (Th). Un lymphocyte T CD4 naif (Th0) est activé via le TCR losqu'il
rencontre I'’Ag présenté par une cellule présergile I'Ag (CPA). Une fois activée, la cellule Tbnemence a proliférer, sécréte de I'lL-2
et exprime le récepteur de I'lL-12 (IL-12R). En geéce d'IL-12, sécrétée par les macrophages ocopdact avec les cellules dendritiques
(DC) CD&:", un programme de différenciation vers le phénoflipk est initié. En présence d’IL-4, produite g@iThO ou par contact avec
les cellules dendritiques C@8il y a une différenciation vers le phénotype Et2ine diminution de I'expression du récepteutlal? (IL
12R12). Abréviations : TCRT-cell receptor, Th1,T helper 1, Th2,T helper 2. Daprés (Rengarajan et coll., 2000).
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Les lymphocytes NKT

lls sont un type de lymphocytes présentant des uearg de cellules T(CD3) et des
marqueurs de cellules NK. lls sont donc un lierreei¢ systeme immunitaire inné et le
systeme immunitaire adaptatif. Contrairement auxrplgocytes T conventionnels, dont le
TCR reconnait un peptide présentée dans une moléadude Complexe Majeur
d’Histocompatibilité CMH, les NKT sont capables ticonnaitre un glycolipide présenté
dans une molécule appelé CD1d, structurellementhgralu CMH de classe |. Une fois
activés, les NKT sont capables de lyser les ciblete sécréter des cytokines.
Au fur et & mesure de leur maturation, ils expritrdéfierents marqueurs de surface : CD2 et
CD3 exprimés sur 100% des lymphocytes circulanB4 @xprimés par les lymphocytes T
auxiliaires belpers= 60 a 70% des lymphocytes circulants) et CD8 iex@rpar les
lymphocytes T cytotoxiques. Les lymphocytes T pdesé entre 30 000 et 40 000 récepteurs

identiques pour I'antigene, fonctionnellement agsesa la molécule CD3.

Les lymphocytes T exercent diverses fonctions intsragissent avec d’autres cellules de
limmunité (lymphocytes T auxiliaires CD4+ jouanh wble amplificateur, T cytotoxiques
CD8+ qui ont la capacité ou non d’'induire I'apomtpsLes lymphocytes T sont également
impliqués dans la réponse immunitaire a médiatelhulaire, par exemple les lymphocytes T
cytotoxigues CD8+. Les lymphocytes T activés predut diverses interleukines.

2.1.2.2.3 Autres cellules du systéme immunitaire

Parmi ces cellules, on trouve les cellules NKatiural Killer) qui détruisent
directement les cellules cancéreuses sans immigmsaréalable. Ce sont de grands
lymphocytes granuleux exprimant le marqueur CD1&uDes cellules mal identifiees en
terme de lignée, les cellules K, lysent des cellulibles dans le contexte de la cytotoxicité
cellulaire & médiation anticorps (ADCC). Enfin, lesastocytes sont présents dans de
nombreux tissus. lls se rapprochent des polynuel@diasophiles sous beaucoup d’aspects.
lls contiennent de grandes granulations cytoplasesgbasophiles riches en médiateurs

vasoactifs, notamment I’histamine.
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2.1.3 Mécanisme d’activation des lymphocytes T

Dans cette partie, nous verrons les mécanismesigu@sl dans I'activation des
lymphocytes T et les voies de signalisation déed¢léms a partir du TCR, en partant de
I'activation cellulaire, voies étudiées dans lagarite théseDe nombreuses études réalisées
sur les lymphocytes T mais également dans d'autedsiles du systéeme immunitaire,
démontrent que les AGPI n-3 modulent I'ensembleedeétapes selon des mécanismes varies

gue nous discuterons plus en détail dans le cleagiivant.

2.1.3.1Le récepteur des cellules T

Le TCR est composé de deux chaines polypeptidigéggsodiméres (chaineset
ou, plus rarement, chaineset d), liées de maniére covalente par des ponts digsfu
(Figure 6) Ces chaines sont composées de domaines constamssiables. Les parties
variables se situent vers I'extréemité N-terminalesent responsables de la reconnaissance
d’'un antigene présenté par une molécule de CMH plaeses variables sont générées par un
réarrangement génique complexe, produisant ainsigm@@des possibilités d’affinité a
différents peptides.
Contrairement aux CMH, un seul type de TCR estig¥rsur un lymphocyte. La sous-
population Bp représente environ 85% des lymphocytes T sang8imsls les lymphocytes
T, réagissant contre un antigéne reconnu spécifigné par leur TCR, vont générer une
réponse immunitaire. Le TCR est accompagné de qussiautres molécules de surface
essentielles a I'activation d’'un lymphocyte T. Paoalles-ci, on distingue le CD3. Le CD3
est un complexe protéique formé de 5 chaines diités (les chaineg 9, ¢, { etn) qui
s’associent pour former 3 diméres : un hétérodingarama et epsilory€), un hétérodimere
delta et epsilondg) et, soit un homodimére formé de deux chaines g&pa soit un
hétérodimere zéta et étay). L'’hétérodimereln ne se retrouve que dans 10% des CD3. Les
chaines du CD3 sont responsables de la signahsatioléculaire du TCR, menant a
l'activation du lymphocyte. Chacune des chaines @D3 posséde des sites de
phosphorylation de tyrosine au niveau intracellelailTAM, «immunoreceptor tyrosine-
based activation motif »). Ces ITAM servent de sadbgour des kinases de la famille Src
(Lck et Fyn) (Huang et Wange, 2004 ; Razzaq et.,caD04). Il se déclenche alors une
cascade complexe d'activation de différentes engyfigere 6).
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La particularité de la reconnaissance, par le lymogte T, du peptide antigénique en
association avec une des deux classes de CMH, anjgasstence de co-récepteurs. AsSsociés
au complexe TCR-CD3, ces co-récepteurs sont le®aulgls CD4 et CD8 capables de
distinguer, respectivement, les molécules de CMHldsse Il et I. Comme nous l'avons
mentionné dans le chapitre précédent, on distimgune, grace a elles, deux populations de

lymphocytes T :

- les lymphocytes T auxiliaires ou Helper exposanii@écule CD4 qui est une
glycoprotéine monocaténaire transmembranaire dekB4 dont la portion
extracellulaire comporte 4 domaines. La molécul€Bd est capable de se lier a
la partie invariante du CMH de classe Il. Les Aggemtés sont des Ag exogenes
qui ont été endocytes par les CPA.

- les lymphocytes T cytotoxiques exposant la moléc@B®8 qui est un
hétérodimere constitué de deux chaineset(3) liées de maniere covalente. Ce
sont des glycoprotéines transmembranaires dissino@is de poids moléculaire
identique (32 kDa) possédant un seul domaine elivdaire. Ce domaine
reconnait la partie invariante des molécules de GMHlasse I. Les Ag présentés

sont des Ag endogénes, produits par toutes ladelhucléées de I'organisme.
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Figure 6 : Le complexe TCR et ses co-récepteurse TCR est une glycoprotéine de la membrane ptasei
composé de deux unités €tp). Le complexe CD3 est associé a ce récepteurset@es-unités sont organisées
en deux hétérodimerede(et ye) et un homodimére({). Elles portent toutes le motif ITAMrimune Receptor
Tyrosine-based Activation Mdtihécessaire a la transmission du signal du TCRmb#écule CD4 est un
monomere contenant quatre domaines de type immolnoighie (D1-4). La molécule CD8 est un hétérodimere
formé d’'une chaine et d’'une chain@, chacune a un seul domaine variable, associéesad&m covalente,
par un pont disulfure. Les molécules de CD4 et Gb8t impliqguées dans la reconnaissance de la ctisse
CMH portée par la CPA. Ces deux récepteurs somicEss entre autre, a une protéine tyrosine kinkséa
famille Src, la protéine LcK, nécessaire a la sigation du TCR. Les lymphocytes nécessitent uoseésignal,

le signal co-stimulateur qui est délivré par lasten de la molécule CD28, présente sur les lymplescya la

molécule B7 présente, quant a elle, a la surfas€CiA. D’aprésiRazzaq et coll., 2004).
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2.1.3.2 Activation des lymphocytes T par le TCR

Au cours de l'activation lymphocytaire, il existestéponses précocese produisant
de quelques minutes a quelques heures aprésafiaitide la transduction du signal, alors que
d’autres réponses, ditéardives peuvent se produire des jours aprés stimulafamant la
phase précoce de [lactivation, les lymphocytes Dissent d’énormes modifications
biochimiques, telles que des phosphorylations-dgjpiharylations de protéines, des variations
de la membrane lipidique, des flux d’ions, desratténs du taux des nucléotides cycliques,
des variations de synthése d’ARN ainsi que destians de synthese protéique.

La réponse cellulaire plus tardive, telle que lalifgration, résulte généralement d’'une
cascade complexe d’événements impliquant I'activatiie génes. Le déclenchement des
événements tardifs requiert un signal de co-stittmiamedié par le récepteur CD28 (Ward,
1996). La molécule CD28 (présente de maniére datigé a la surface des cellules T CD4
et a la surface de 50% des cellules OD&st un hétérodimére glycoprotéique capable
d’interagir avec les ligands B7.1 et B7.2 présesus les CPA. Cette interaction permet
'expression de I'lL-2 et de son récepteur (IL-2R GD25) et la progression des cellules au
travers de la phase G2/M du cycle cellulaire. Sasssignaux issus de ce récepteur, la
stimulation du TCR provoque l'anergie et la mortludaire par apoptose (Appleman et
Boussiotis, 2003).

Dans cette partie de la these, nous aborderons &®nements précoces de
I'activation des cellules T, événements auxquelsiamous sommes intéressés.

De telles modifications influencent la prolifératioet la différenciation de ces cellules.

2.1.3.3 La transduction du signal

La plupart des phénoménes régulant la physiologilelaire sont activés ou inhibés
par difféerents stimuli externes ou internes. Césugdt activent des voies de transduction du
signal qui permettent a leur tour d’activer dedeasizellulaires. La modulation de I'activation
de ces cibles cellulaires participe a la physi@argllulaire et régule des phénomenes tels que
la prolifération cellulaire, la différenciation ollapoptose. Les principales voies de
transduction du signal au sein des cellules sombia des MAP kinases (mitogen-activated
protein kinase, MAPK), la voie PI3 kinase (phosphatinositol-3 kinase)/Akt (PI3K/Akt), la
voie JAK/STAT (Janus Kinase/Signal Transducer amtivator of Transcription) et la voie

d’activation du facteur de transcription &B-(Nuclear Factor kappa B).
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L’activation de ces voies se fait en général par cscades de phosphorylation de protéines
kinases. Ces cascades d’activation par phosphionylaé déroulent jusqu’a I'activation de la
cible cellulaire finale et sont régulées par dessphatases qui en déphosphorylant les

protéines kinases peuvent inhiber leur activité@tetrrompre la transduction du message.

Les voies de signalisation déclenchées incluenuganentation de la concentration
en calcium intracellulaire ([C&'];), la variation du pH, I'activation des protéines kinases C
(PKC) et la voie des MAP (Mitogen Activated Protekinases. Ces voies de signalisation

sont complexes et interconnectées.

2.1.3.3.1La voie des MAPKs

La voie des MAPKs peut étre activee par une graradigété de stimuli externes ou
internes mais le schéma classique d’activation ette o/oie fait intervenir la fixation d’'un
ligand a son récepteur membranaire. Cette fixatidnit une modification de la conformation
du récepteur qui conduit a la phosphorylation diepéeur lui-méme ou de protéines qui lui
sont associées. Ceci conduit généralement a laativ directe ou indirecte de protéines de la
famille des protéines G, qui sont couplées au técemu bien sous forme libre comme la

protéine Ras.

L’activation du récepteur et des protéines assecge situe en amont de la cascade des
MAPKs qui est constituée de trois kinases: une KMARnNase kinase (MAP3K), qui
phosphoryle et active une MAPK kinase (MAP2K ou MKHKui a son tour, active la MAPK.
L’activation des MAPKs est consécutive a leur plmsplation au niveau de résidus
thréonine (Thr) ou tyrosine (Tyr) situés sur dedifad hr-X-Tyr et placés dans un domaine

appelé boucle d’activation (activation loop).

Cette organisation en cascade permet une ampliircdtl signal, mais fournit aussi de fagon

importante, des cibles supplémentaires de régulalkkda cascade.

Les MAPKs se divisent en trois sous-familles nomsneRK (extracellular signal-regulated
kinase), JNK (c-Jun NpHterminal kinase) et p38 (Johnson et Lapadat 2002).
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<+ La voie dERK

De nombreux stimuli tels que des facteurs de samise, des cytokines, des agents
chimiques ou des infections virales peuvent actavenie d’ERK (Johnson et Lapadat 2002).
La voie de transduction d’ERK est organisée enames@ui conduit a la phosphorylation
d’ERK1 et/ou ERK2. La fixation d’'un ligand sur soécepteur active le protooncogéne Ras
qui est a l'origine de l'activation de la MAP3K, faotéine Raf (Stokoe et coll. 1994). Les
isoformes de Raf phosphorylent a leur tour les MRA®8e la famille MEK, MEK1 et MEK2.
MEK1 et MEK2 sont activées par phosphorylation ctigesur leurs résidus sérines (Pearson
et coll. 2001). MEK1 et MEK2 sont alors en mesueepthosphoryler et activer ERK1 et
ERK2 . Ces MAPKs semblent étre les seuls subst@igus de MEK1/2. Les deux MEKSs
phosphorylent ERK1/2 sur les résidus tyrosine skdhine qui se situent dans le segment
d’activation du domaine catalytique (appelé endooecle d’activation) (Pearson et coll.
2001). ERK1 et ERK2 sont des protéines de 43 &DH qui sont homologues a 85%. ERK
phosphoryle a son tour de nombreux substrats quti isgpliqués dans la régulation de la

prolifération cellulaire et de la différenciation.

«+ La voie de JNK

Les protéines JNK/SAPK (c-Jun N-terminal kinase&tractivated protein kinase), sont
codées par trois génes conduisant a la productan rdoins dix isoformes. Les isoformes
identifiées sont INK1/SAPK JNK2/SAPKi, et INK3/SAPK, leurs domaines catalytiques
présentent 85% d’homologie.

Les JNK/SAPKs sont activées par phosphorylation deux sites, tyrosine et thréonine,
comme toutes les autres MAP kinases. Les JNK/SABis activées par les cytokines,
certains ligands pour les récepteurs couplés anbéipes G, par un stress environnemental et
dans une certaine mesure par des facteurs de ammoessinsi que des agents transformants
(Kyriakis et coll. 1994, Coso et coll. 1995). L'ation de la voie de JNK implique de tres
nombreuses MAP3K dont l'action converge vers lation d’'un nombre restreint de
MAP2K. En effet, seulement deux membres de la famdes MAP2K, MKK4 (SEK1,
MEK4, JNKK1, SKK1) et MKK7 (MEK7, JNKK2, SKK4), onété impliqués dans les voies

JNK/SAPK (Davis 2000). L’activation de la voie dBIK est généralement associée a la
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régulation des processus de mort cellulaire, adastiuction du signal insulinique et a la

régulation du cycle cellulaire (Johnson et Lap2f#2, Sabapathy et Wagner 2004).
+ La voie de p38

Il existe quatres isoformes de p38 chez les mamesfe p38 (SAPK2), p38
(SAPKZ), p38 (ERK6 ou SAPK3), et p3B(SAPK4) (Pearson et coll. 2001). Une variété de
facteurs, y compris les cytokines, les chocs osqnes, les chocs thermiques ainsi que bien
d’autres types de stress peuvent activer les meamtheela famille de p38. Ces facteurs
activent les MAP3K nommées MEKK4, TAK1 ou ASK1 quont a leur tour activer les
MAP2K impliqguées dans la voie de p38 mais peuveatieiment activer la voie de JNK
(Ichijo et al. 1997, Zarubin et Han 2005). Deuxtpimoes MAP2K, MEK3 (MKK3) et MEK6
(MKK®), activent fortement les p38 MAP kinases (3a2000). MEK3 parait favoriser la
phosphorylation de p38et les isoformes de ppBBalors que MEK6 phosphoryle efficacement
tous les membres de la famille p38 (Davis 2000activation de la voie de p38 est
généralement associée a l'activation de facteurdralescription et de protéines kinases
impliqués dans la régulation des processus de cetitaire, de différenciation et de réponse

inflammatoire (Johnson et Lapadat 2002, Zhang @®2Di02).
2.1.3.3.2R6le du TCR

Les chaines polypeptidiques du cbété cytoplasmiqueT@R sont courtes et sans
propriété de transduction du signal. Elles sontcdassociées a d'autres polypeptides afin de
transmettre une information du milieu extracellidarers le milieu intracellulaire suite a leur
engagement. Ces polypeptides sont les molécules 3y,CH ¢ et { dont la partie
intracytoplasmique est longue. Elle possede un lasiqurs motifs conservés formés de
résidus tyrosines appelés ITAM (intracytoplasmrosyne-based activation motif).

La phosphorylation, sur les tyrosines des motifANTdu récepteur, initie la cascade de
transduction du signal. Les motifs ITAM sont phosptés par des kinases de la famille src,
p56ick et p59fyn. Suite a cette phosphorylatiors faotifs ITAM peuvent induire la
translocation des kinases a deux domaines SH2relerg telle que ZAP-7(Zgta-chain-
Associated Protein of 70 klpavers la membrane plasmique ou cette dernierfixeesur
'unité ¢ du TCR (Buet coll, 1995). ZAP-70 est nécessaire pour la fonctionleet
développement des lymphocytes T (Arpeiacoll, 1994; Zolleret coll, 1997). ZAP-70 doit
étre phosphorylée par la protéine p56Ick pour @tteve.

Une fois recrutée au niveau du récepteur et acipagdes kinases de la famille src, ZAP-70

peut, a son tour, phosphoryler ses substrats. larenale ces substrats commence a étre
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connue ; ce sont des protéines adaptatrices teld 4T (linker for T cell activation) et des
enzymes, parmi elles, la phospholipasyé(BLCyl) dont l'activation est directement induite
par ZAP-70.

Les protéines adaptatrices sont des molécules aatigité enzymatique propre mais
possédant de nombreux sites de phosphorylatioss Etint servir a rapprocher les molécules,
impliquées dans la transduction du signal, ved&.

2.1.3.3.3Activation des MAP kinases, ERK1/ERK2

Déclenchement des événements précoces :

Des la fixation de l'antigene au récepteur, deues/ae signalisation sont activées,
l'une impliquant la protéine p21ras, 'autre la gptwlipase ¢ (PLCyl) (Downward etcoll.,
1990; Izquierdo et coll., 1992).

En ce qui concerne la protéine p21lras, son aabivatiépend de la phosphorylation des
protéines adaptatrices SLP-76 et Vav, substra8Ad®70. Lorsque Vav est activée, elle se
lie a la protéine ras, liaison essentielle powtiVation de ras et la transduction du signal
(Gulbins et coll 1994). La protéine p2lras est couplée a la véaetidation des MAP
kinases, ERK1/ERK2, impliqguée dans la différencragt la prolifération cellulaire.

Une autre voie d'activation indépendante de ragy@séralement couplée au TCR. Dés la
reconnaissance de l'antigéne par le TCR, layPle8t recrutée vers la membrane ou elle
hydrolyse le phosphatidylinositol-4,5-bisphosph&H#>) en inositol-1,4,5-trisphosphate §)P

et diacylglycerol (DAG). Les DAG sont des activateunaturels des protéines kinases C
(PKC) impliguées également dans I'activation desPMkinases indépendamment de ras.3L'IP
se lie a un récepteur membranaire du réticulum gadmique, favorisant ainsi la sortie du
calcium vers le cytosol et entrainant l'augmentatie la concentration de calcium
cytosolique.

Ces deux voies de signalisation, déclenchées ar miat la stimulation du complexe
TCR/CDS3, convergent en aval de Ras et des PKClagnotéine Raf-1.

Il a été récemment démontré que les DAG sont capabictiver la voie de signalisation de
facon PKC-indépendante et ras-dépendante viavidicin d'une protéine, RasGRP (Ras
Guanyl nucleotide releasing protein). RasGRP edaateur d'échange. La protéine contient
un site de liaison pour les DAG et un site de dimipour le calcium (Ebinet coll, 2000).
RasGRP active ras en permettant la formation dupt®om Ras-GTP qui peut alors
phosphoryler Raf-1.
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Raf-1 transmet le signal en phosphorylant des MARade kinase, MEK1 ou MEK2
(Kyriakis et coll, 1992). MEK1/2, activés, sont phosphorylées rethpament sur les sérines
218/222 et sur les sérines 222/226 chez 'hommard@Jzt coll, 1997). MEK1/2 sont des
protéines cytosoliques retenues par une séquentieupare, la séquence d'exportation
nucléaire (NES) (Fukudet coll, 1997). Dans le cytosol, lorsque ces MEK sontaes, elles
phosphorylent respectivement ERK1, de 44 kDa et ERI€ 42 kDa.

La structure des MAP kinases, ERK1/ERK2, non phospées, a été mise en évidence par
Zhang et coll. (1995). Les MAP kinases sont forsndein petit domaine N-terminal et d'un
large domaine C-terminal reliés par un troisiemmm@mn a I'ensemble des protéines kinases.
L'ATP se lie au niveau du site catalytique et labstrats en surface de celui-ci. Lors de
l'activation par phosphorylation, ERK1 et ERK2 cpent de conformation. ERK1 est
phosphorylée sur les résidus thréonine 202 et ity@o®04 et ERK2 sur les résidus thréonine
185 et tyrosine 187 (Colsdd coll, 1991).

Les domaines N- et C- terminaux subissent alors ratation I'un par rapport a l'autre
permettant de fermer le site actif et d'alignerriesidus du site catalytique (Robbins et .coll
1993). Des mutations réalisées dans la zone depbpgation ont mis en évidence que cette
région est peu stable et sujette a de nombreuxgenaents, lesquels doivent aller dans le sens
d'une activation de la protéine. Cette région deosphorylation doit acquérir une
conformation pouvant étre phosphorylée par MEK.uiesune autre conformation sera prise
par ERK1 et ERK2 afin que leur activité catalyticaset maximale.

Cible des MAP kinases

Les cibles de ERK1/ERK2 sont des protéines looadisdit dans le cytosol, soit dans
le noyau et impliquées dans la transcription déages genes.
Tant que les cellules ne sont pas stimulées, ERKIEK sont maintenues liées dans le
cytosol. Lorsque les cellules sont stimulées, ME#ivée phosphoryle ERK entrainant la
dissociation des deux kinases. ERK phosphoryléeglets entrer dans le noyau.
Concernant les cibles nucléaires d’ERK, on peuemla facteur nucléaire kappa B (K,
nuclear factor kappa B) car il est impliqué dansrdascription du gene de I'lL-2, cytokine
cruciale pour la prolifération et la différenciatides cellules T. NEB est lié dans le cytosol a
un inhibiteur kB (inhibitor kappa B), empéchant la translocationfacteur nucléaire dans le
noyau. kB est phosphorylé par ERK entrainant la séparateMMB et de son inhibiteur.

NFKB peut alors pénétrer dans le noyau pour se lieivsaau du promoteur du géne de I'lL-2.
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De plus, les cibles nucléaires des MAP kinaseandifibi et coll, 1993) et c-Fos (Chest
coll., 1996), ont été bien documentées par des étudkséesin vitro, mais leurs effets n'‘ont
pas encore été mis en évidemterivo. Le réle de ces facteurs nucléaires dans les eslilil
sera décrit par la suite.
Déclenchement des événements tardifs

La production / libération de I'lL-2 détermine lagsage des cellules T au travers de
phases du cycle cellulaire. En effet, I'lL-2 libétérs de la phase S se fixe sur les récepteurs a
I'lL-2 (IL-2 R) présents sur les cellules T et preuh la transition du cycle cellulaire. Par la
suite, les signaux de costimulation via le CD28en ligant (B-7.1/B-7.2) permettent le
passage au travers de G2/M. La molécule CD28 pdarsthbilisation du mRNA de I'lL-2.
En effet, celui-ci serait instable car possédaset ls@quence d'instabilité" non traduite dans la
région 3' de ce mRNA (Umlawt coll, 1995). Cette instabilité prévient la libératiamntinue
de la cytokine et favorise sa régulation. La sitsdiiion de 'ARNm accroit de 20 a 30 fois la
synthése d'IL-2. Lorsque la cellule T reconnaintiggne spécifique en absence de
costimulation via CD28, peu d'IL-2 est produit at dellule ne peut induire sa propre
prolifération.
L'expression de I'lL-2R nécessite moins de phénasédactivation du TCR suffit a induire

son expression. Ceci permet a I'lL-2 produit pag cellule voisine de s'y fixer.

2.1.3.3.4Réble des protéines kinases C

A ce jour, 11 isoformes de PKC ont été mises erdeide. Les PKC dites
conventionnellesa ,31 32 et y dont l'activation est dépendante des DAG et dciwal, les
PKC nouvelles, €, n, 6 dépendantes des DAG mais indépendantes du caétiles PKC
atypiques(, A etv activées en absence de calcium et des DAG (NikhjzZLR95). Ces PKC
sont régulées selon deux mécanismes importantspréeier est un phénomene de
phosphorylation permettant un réarrangement deduescides aminés, et le second est le

déplacement d'un pseudosubstrat laissant le sitaisien au substrgdFigure 7)
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Figure 7 : Activation des protéines kinases C La liaison du calcium a PKC (1) permet sa
translocation du cytoplasme vers la membrane aimoseent les DAG et des phosphatidyls
sérine (PS) essentiels pour I'activation de I'ere{®). La liaison du calcium, de DAG et de la
PS a leur site spécifique provoque un changemerbdformation des PKC (3) libérant le
site catalytique dans le domaine C-terminal paradéplu pseudosubstrat (4). D’aprés
(Nishizuka, 1995).

La structure des PKC est bien connue. Les 11 is@smpossedent des régions trés conservees
(région C1 a C4) et des régions variables (V1 a \/&)région C1 est le domaine de liaison
des DAG. Le domaine C2 possede le site de fixationalcium, il est donc présent seulement
sur les isoformes dépendantes de cet(fagure 8). Le domaine C3 est trouvé sur toutes les
PKC et contient le site de liaison a I'ATP qui dst cosubstrat de la réaction de
phosphorylation en tant que donneur de son phosphatdomaine C4 forme l'essentiel du
site catalytique et les différences observées,rdveau, entre les isoformes jouent un réle sur
la spécificité de substrat. Le domaine N-terminakggde le site de fixation pour le

pseudosubstrat, lequel occupe et inhibe le siedytajue de la PKC non activée.
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Figure 8: Représentation schématique des caractéristiques striturales des différentes isoformes

de PKC. Les PKC sont divisées en trois grandes familless: dlassiques (cPKC), les atypiques
(aPKC) et les nouvelles (nPKC). Elles possedenttodes domains conservés, chague PKC contient
un domaine catalytigue C-terminal fortement homologt un domaine régulateur N-terminal qui est
composé de motifs clé, qui médie la liaison duaidur et I'accéssibilité du substrat. Les domaines

conservés et variables sont notées C et V respeutint. D’'apre¢Niedel et coll, 1983).

Depuis qu'il a été mis en évidence que les phorbstisrs étaient capables d'activer les PKC
en mimant l'action des DAG, de nombreuses invasbigs ont été réalisées afin de montrer
I'implication des PKC dans divers processus d'atitm cellulaire. Les PKC sont impliquées
dans la régulation de la croissance, de la diffdegion cellulaire et de lI'apoptose (Niedel et
coll., 1983). L'activation prolongée des PKC induittiization des cellules T via la voie de
signalisation de ERK1/2.

2.1.3.3.5 RO0le du calcium

La stimulation du TCR induit une augmentation tram® du calcium cytosolique via
la cascade TCR, ZAP 70 - PLCY1 - IP3. Cette augmentation joue un role important dans
la transduction du signal. Elle est due a la libéradu calcium stocké dans le réticulum

endoplasmique (RE) induite par la fixation de 3l'lur les récepteurs membranaires de
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l'organite. Cependant, cette augmentation estitoamrescar rapidement le calcium sort vers le
milieu extracellulairgFigure 9). Afin de maintenir I'élévation de la concentratotuncalcium
intracellulaire [C&"];, un influx calcique via les canaux CRAC (Caelease-activated €2
se produit. Le mécanisme par lequel I'influx caleigst déclenché n'est pas encore bien clair.
Selon certains auteurs, la diminution des stocksall@um dans le RE pourrait entrainer la
libération de facteurs cytosoliques dits CIF {Canflux factor), qui, & leur tour,
déclencheraient I'ouverture des canaux CRAC (Ranmdnmpita et Tsien, 1993; Xat coll,
1994).
Concernant le rble des acides gras sur I'homéestealcique, l'effet du DHA sur
'augmentation du calcium cytosolique a été étadigs notre laboratoire. En effet, Bonin et
Khan (2000) ont mis en évidence que le DHA agit dois sur le pool du RE et sur
'ouverture des canaux CRAC.
L'augmentation de la [¢§; va du simple au double. La [Eh basale est de 70nM-100nM.
Le maintien de cette augmenation est nécessaifgaeitulier pour la différenciation et la
prolifération des lymphocytes T (Lewis et CahatB®89). En effet, le passage de la{Qale
70 nM a 200 nM :

- stimule I'activation de NF-AT (Negulescu et coll994)

- augmente la production de I'lL-2 (Negulescu et.ctB94)
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Figure 9 : Homéostasie calciqueD’apres(Randriamampita et Tsien, 1993; ¥ticoll, 1994).
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2.1.3.3.6 RO0le des facteurs de transcription

Les facteurs de transcription sont d'importantsiaiédrs de différents signaux, facteurs
de croissance, sérum, PMA. lIs induisent la trdpson de différents génes en se liant & une
séquence consensus promoteur de ce gene. Ce phiagizordera le rdle de trois facteurs de
transcription, NF-AT, NkB, et AP1 impliqués dans la prolifération des deBuT via la
régulation de I'expression du gene de IL-2 (Gagitgoll, 1994; Jairet coll, 1995).

La famille de facteurs nucléaires activateurs ddhkiles T (NF-AT) est caractérisée par un
domaine conservé de liaison a I'ADN et un domaieelidison a la calcineurine, une
phosphatase calcium dépendante. L'activation de®ANidans les cellules T nécessite au
moins deux signaux activés par le TCR. Le premignad est I'augmentation du calcium
cytosolique, suivi de l'activation de la calcinegriet le deuxieme signal est la stimulation de
plusieurs protéines tyrosines kinases (PTK) tajles p56Ick et p21lras. Alors que l'activation
de la calcineurine stimule la translocation de NF+{Aiu, 1993; Crabtree, 1999), I'activation
de la voie ras/raf/ERK contrdle I'activation detdanscription de NF-AT et l'induction de la
protéine activée 1 (AP-1) (Treisman, 1996). Ledesilile NF-AT sont, pour la plupart, des
promoteurs de génes de différentes interleukines.gomoteurs posseédent plusieurs sites de
liaison pour NF-AT. Ainsi chez 'homme, les promot du géne de I'lL-2 possedent deux
sites de liaison pour NF-AT (Randak et goll990) ; il existe 4 sites de liaison sur le géne
codant I'lL-4, et un seul site de liaison sur l®moteur du géne de I'lL-5. Les NF-AT
contrblent également I'expression de I'liét du TNFe.

En ce qui concerne le facteur de transcriptiomBlRI est retenu dans le cytosol paBldans

les cellules non stimulées. Lorsque ERK est actieée phosphorylekB kinase qui devient
alors active et phosphoryleB. La phosphorylation d’lIkB induit la dissociatioln complexe
NFkB/IKB. Alors que kB phosphorylé subit une protéolyse puis une dégiagaNFB est

transloqué vers le noyau ou il se lie au promotieugene de I'lL-ZFigure 10).
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Figure 10 : Activation du facteur de transcription NFkB. D’aprés (Garrityet coll, 1994).

L'activation du facteur de transcription AP1 dépdeda costimulation via CD28. Des études
ont montré que la costimulation induit I'activatide la cascade de signalisation c-jun kinase
(Su et coll, 1994; Fariset coll, 1996). AP1 est formé de la dimérisation de cgtirc-fos
(Hirai et coll, 1989; Rydeet coll, 1989). L’AP1 serait également impliqué dans lecpssus

d'apoptose.

2.1.3.3.7 Role de PI3 Kinase

Nous avons décrit la voie des MAP kinases comme wuoie d'activation de
I'expression du gene de I'lL-2. Cependant I'lL-2 également produite via les voies
Jak/STAT et PI3 kinase / Akt (Lin et Leonard, 2Q00)

Dans les cellules T, les PI3 kinases (PI13K) sotivées via le TCR et les cytokines. Lors de
l'activation cellulaire, les récepteurs sont autgphorylés sur les résidus tyrosines. Cette
autophosphorylation est nécessaire pour le recerierde I'enzyme et la stimulation de
I'enzyme par le récepteur. La PI3K joue un réle angnt dans le processus d'apoptose
(Kauffmann-Zeh et coll 1997). De plus, I'enzyme serait susceptible detréter chaque
elément de la voie de signalisation ras/Raf/ERKlaitormation d'un complexe avec d'autres

protéines, telles que fyn ou Ick, impliquées dansignalisation cellulaire (Hurlegt coll,
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1993; Dhand et call 1994; Bondevaet coll, 1998). L'activation de la PI3K dépend de sa
liaison a ras-GTP (Rodriguez-Viciama coll, 1994). Bondeva et coll (1998) ont démontré
que la PI3K induit I'activation des MAP kinasesoseplusieurs mécanismes : sa liaison a
p2lras, la synthése du 3-hydroxy phosphatidyliobsjsource de DAG) activateur de
différentes protéines kinases dont les PKC.

La voie de signalisation PI3K/Akt régule la croisse, la survie, et la différenciation

cellulaire (Kauffmann-Zeh et coll1997).

2.2 Role de la différenciation des cellules T

Ces derniéres années, de nombreux travaux ont énqué les lymphocytes T auxiliaires
(T helper, CD4+) présentent des réponses fonctlmsngolarisées dépendantes des cytokines
gu'’ils produisent. Les cellules Thl, qui produisdatl’lFN-y, du (TNF)$ et du (TNF)-alpha,
activent les macrophages et sont impliqués dangéastions d’hypersensibilité retardée
(Cher et Coll., 1987 ; Mosmann et coll., 198@&sllymphocytes Th2, qui produisent de I'IL-
4, de I'IL-5, de I'lL-10 et de I'lL-13, sont des @moteurs des réponses humorales et inhibent
de nombreuses fonctions macrophagiquigure 11). Les facteurs responsables de la
polarisation Th1/Th2 des réponses immunes spéesiqunt été bien largement étudiés chez

I’'hnomme et la souris.
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Figure 11 : Représentation schématique du mécanisme d’action sleellules Thl et Th2Les cellules Thl
sécretent la cytokine IFM-et activent la voie inflammatoire principalemeir factivation des macrophages.

Les cellules Th2 sécrétent les cytokines IL-4 eblgui augmentent la production d’'anticors pardelules B,

les mastocytes et les éosinophiles. Les cellulds€kiTh2 peuvent s'inhiber mutuellement. D’ap(&her et

Coll., 1987 ; Mosmann et coll., 1986).
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Les cellules Thl et Th2 ne dérivent pas de ligmkstinctes mais plutét d’'un précurseur ThO

commun sous l'influence de facteurs environnemen{iuvoie d’entrée, les caractéristiques

et la dose de l'antigéne, la nature des adjuvagitgjénétiques agissant au niveau de la
présentation de I'antigéne. Ces facteurs détermilzenature des cytokines prédominantes
dans le micro-environnement de la cellule ThO réleoise. La présence d’IL-4 dans les

phases précoces d’activation est un puissant stsmdur une différenciation Th2, tandis que

la présence d’'IL-2 et d’'IFN favorise la différentoe Thl(Figure 12).

A\ IL-4 %

Figure 12 : Action des différentes cytokines sur laifférenciation des lymphocytes Thl et Th2.
D’apres (Cher et Coll., 1987 ; Mosmann et cA986).

Il a été clairement établi, a travers divers moslebepérimentaux de diabete, que la sécrétion
de cytokines joue un rdle important dans la réguiate la tolérance aux antigénes des
cellulesp des ilots de Langerhans (Rabinovitch, 1994). logpetion de ces cytokines lors de
linflammation des filots pourrait, en partie, expler la capacité des cellules auxiliaires T (T
helper, Th) CD4+ a provoquer seule la destructiesakllule$ (Rabinovitch, 1994).

Les cellules Thl sont celles qui régulent la répanemunitaire a médiation cellulaire et, par
conséquent, favorisent l'inflammation et la cytatité cellulaire et modulent négativement la
réaction d’hypersensibilité. Les cellules Th2, quamlles, favorisent la réaction immunitaire
humorale et inhibent l'action inflammatoire desldels Thl (Rengarajan et coll., 2000).

(Figure 13)
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Figure 13: Schéma simplifié de la différenciationdes cellules ThO (naives) en
cellules sécrétrices de cytokines Thl et ThR'apres (Rengarajan et coll., 2000).

En fait, tres peu d’études sont disponibles surstget et, c’est pour cette raison que nous
nous sommes proposé d’évaluer la sécrétion de gtskines Th1/Th2 chez la souris. Les
résultats de cette étude sont publiés dans I'aginP2.

Toutes ces observations montrent I'existence d’uaténflammatoire permanent et d’'une
baisse de I'immunité naturelle chez ces souris. €egant, le réle des sous-populations de
ces cellules T auxiliaires de la ratte dans la nutation de la pathologie n'a pas été
exploré. C’est pour cette raison que nous avonslégadans cette thése, I'expression des

ARN messagers des régulateurs de Thl et de Th2.
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2.2.1 Déterminants de la balance Th

Il est important de caractériser les facteursggident la polarisation Thl, mais a ce
jour, ils demeurent largement inconnus. Le systemmaunitaire possede différentes fagcons de
réagir a un antigene. Le choix approprié de c&fpmmse est déterminé par la maniere dont
'antigene est présenté, sa quantité et sa lotalisaBien que la distinction Th1/Th2 ne soit
pas absolue, une simultanéité pouvant étre obseceéte classification est utile pour mieux
comprendre les réactions immunitaires dans de neusbs maladies.

Une étude de 1998 a montré que les macrophagekeypdonction de cellules présentatrices
d’antigenes (CPA), influencent fortement la répomrs#iulaire Thl et sont capables de
supprimer une réponse humorale Th2 déja exist@#snjedt et coll., 1998).

D’autre part, il a été récemment montré que lesnboes stéroides jouent un réle important
dans le contréle de la balance Th1l/Th2. En 2005siaki et coll. ont démontré que des
hormones appelées immuno-stéroides constituent utksgmts régulateurs de la balance
Th1/Th2 et de ce fait de certaines maladies autaina® (Matsuzaki et coll., 2005). Lors de
cette étude, il a été montré que la progestérooduiie par les cellules Th2, (et non pas par
les cellules Thl), induit la mort cellulaire paroppse des cellules Thl et inhibe la
différenciation de ces cellules. Le second exerdjflermone immuno-stéroide est I’hormone
1 alpha, 25 dihydroxyvitamine D3 (1, 25(OH)(2)D¥cestéroide produite par les cellules
dentritiques. Cette hormone serait capable dimhibertaines maladies autoimmunes
(Matsuzaki et coll., 2005). D’autres cellules dgsteme immunitaire peuvent également

influencer la balance Th1/Th2. Ces cellules samtymphocytes T régulateurs.

2.2.2 Les principaux marqueurs des cellules Th1/Th2
2.2.2.1 GATA-3 et differenciation Th2

L’étude des génes préférentiellement exgsipar les cellules Th2 a mené a I'isolement
de GATA-3 (GATA-binding protéin-3). GATA-3 est expré au cours de la différenciation
des cellules Th2, mettant en jeu des voies probabie impliquées dans l'activation IL-4-
dépendante de Stat6. Contrairement aux cellules T#TA-3 est indétectable dans les
cellules Thl (Zheng et Flavell., 1997 ; Zhang dL cb997 ; Ouyang et coll., 1998). Bien que
l'activation de Stat6 est requise pour la difféiation Th2, son réle direct dans la
transcription de I'lL-4 reste encore a détermindtu(ster et coll., 2000). Il a également été

montré que GATA-3 régule directement I'expressier’tL-5 et de I'lL-13 et de fait apparait
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jouer un role global dans la régulation des cytegih2 (Zhang et coll., 1998, 1999). D’autre
part, des études ont montré que GATA-3 est capdiblaiber la production d’IFNg. Des
transductions rétrovirales de GATA-3 au sein déuted Th1l en développement entraine une
diminution significative de la production d’IFiN-et par conséquent de la différenciation en
Thl (Ouyang et coll., 1998Figure 14).La capacité de GATA-3 a promouvoir 'engagement
des cellules dans la lignée Th2 avec, concomitarint@rhibition du développement des
cellules Thl, suggere un réle clé de ce facteuratescription dans le devenir de la balance
Th1/Th2.
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Figure 14 : Implication de GATA-3 et T-bet dans lapolarisation de la
balance Th1/Th2.D’aprés (Rengarajaet coll., 2000).
Les cellules Th naives recoivent des signaux praverdu TCR et des molécules
costimulatrices. Si les conditions au moment detivation favorisent linitiation de la
différenciation Thl, par exemple la signalisatioduite par I'lL-12 et passant par Stat4, T-bet
est alors induit et promouvoit 'engagement dudige Th1l. Cependant, si GATA-3 est induit
via l'activation de Stat6, les cellules Th se tamhvers la voie Th2 qui augmente la

régulation de c-maf et la production d’IL-4 et dgmar conséquent la polarisation Th2. Le
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Northern Blot représenté au milieu de la figure tm@nles résultats obtenus aprés

différenciationin vitro des cellules Th naives soit en Thl soit en Th2.

2.2.2.2 T-betet IFN-y dans les cellules Thl

Une sensible avancée dans I'étude de I'engagenssntellules dans la lignéee
Th1l et de I'expression de I'lFN-a été réalisée par I'isolement d’une nouvellegins : T-bet
(T-box expressed in Tells) (Szabo et coll., 2000). Comme son nom lindiqlidget est un
membre de la famille des facteurs de transcripteEppable de réguler de nombreux processus
développementaux. L’'expression de T-bet correleefoent avec I'expression de I'IFN-II
est spécifiquement surexprimé par les cellulesd@rtour de différenciation mais pas les Th2
(Szabo et coll., 2000). Des études de transducéisavirales de T-bet au sein de cellules Th
en développement entraine des productions élevéds-g par ces cellules. La transduction
de T-bet dans les cellules Th2 completement difiéées les converti en cellules Thl
sécrétrices d’'IFN¢ et reprime simultanément les cytokines Th2 tetjas I'lL-4 et I'lL-5
(Szabo et coll., 2000).
L’ensemble de ces données tend a montrer que THoeictionne en initialisant le
programme de différenciation Th1l tout en réprimala différenciation Th2

2.2.3 Tissus adipeux comme glande endocrine

Pendant longtemps, le TA (Tissu Adipeux) a été iclémé comme un simple tissu de
stockage emmagasinant les graisses (triglycéridespériodes d’abondance et les libérant
(acides gras) lors de périodes de jelne. Il est bligr maintenant que ce tissu joue le role
d’organe endocrine en plus de son role importans dlamétabolisme énergétique
Une étape majeure dans la reconnaissance du rétiseé du TA blanc est arrivée dans les
années 90 avec la découverte de I'expression dauiade nécrose tumorale alpha (T)--
par ce tissu (Hotamisligil et coll., 1993), expieasaugmentant avec I'obésité. Cette cytokine
joue un réle important dans l'induction de l'ingurésistance (Hotamisligil et coll., 1995).
En plus, le TNFe a des effets sur le métabolisme des adipocytesjted la stimulation de la
lipolyse et de I'apoptose (Prins et coll., 1997as@, 1999 ; Trayhum et coll., 2006). Il est a
noter que les macrophages infiltrés dans le TA kosburce majeure de TNFproduit par

ce tissu.
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Le facteur de nécrose tumorale algffi&lF-a) et I'interleukine 6(IL-6) sont des cytokines
identifiées a l'origine comme des molécules prdaimimatoires. Le TNF produit par les
macrophages et les lymphocytes, a de nombreux seffeintitumoral, procoagulant,
anorexigene et pyrogéne. L’IL-6, produite par lésdblastes, les cellules endothéliales, les
myocytes et les cellules endocrines, stimule laypcton des anticorps par les plasmocytes et
la synthése des protéines de phase aigué par pegobgtes. TNFx et IL-6 sont aussi
produits par les adipocytes (Fried et coll., 1998¢s cytokines ont une action autocrine
(dirigée vers les cellules sécrétrices), paradpnees les cellules voisines) et endocrine. Leurs
actions autocrine et paracrine prédominent sur é&f@t endocrine, ce dernier s’observant

surtout en cas d’hypersécrétion (comme c’est lalaas I'obésité).

TNF-o est fortement suexprimé dans divers modeles anirdabésité et chez des patients
obeses insulinorésistants (Hotamisligil et colf93). Chez le rat obese, la neutralisation du
TNF-o résulte en une amélioration de la sensibilitéirgsliline et une augmentation de la
capture péripérique de glucose (Hotamisligil et.c4P93). Cependant, cet effet n’a pas été
mis en évidence chez 'homme. Chez les sujets shdsg concentrations en TNfFsont
€levées et associées a des marqueurs d’obésiiasetlidorésistance. Environ 30% de I'lL-6
sécrétée est issue du tissu adipeux. L'IL-6 plagmatcroit proportionnellement avec le
développement de I'obésité (Mohamed-Ali et colf91), et les études épidémiologiques en
font un facteur de risque d’athérosclérose.

L’insulinorésistance induite par TNd-pourrait étre indirecte, par augmentation des taux
d’AGL (Acides Gras Librés mais aussi directe, par blocage des voies desrregsion du
signal insuline en inhibant I'activité tyrosine ke du récepetur de I'insuline (Hotamisligil et
coll., 1995). TNFa blogue également la capture de glucose par régulatégative de
I'expression du géne du transporteur de glucose TGtYHauner, 1995). Par ailleurs, TAF
exercerait des effets déléteres sur la fonctiotadmellule p pancréatique en augmentant sa
sensibilité aux effets glucolipotoxiques a travees production de radicaux libres.
L’implication du TNFe dans I'insulinorésistance a été confirmée cheolais obéseop/ob
invalidée pour le TNF: ou pour ses récepteurs, les résultats montrantcaesentrations
réduites d’AGL et une amélioration de la sensibiditl'insuline.

Il est cependant difficile de déterminer si 'augration des niveaux de TNket d’'IL-6 sont

la cause ou bien la conséquence de linsulinoadsist induite par I'obésité. A la différence
de la leptine, dont I'effet métabolique maximalréalise dans I'organisme de poids normal,

I'effet délétere du TNFe survient lorsque I'animal commence a devenir ob&€spendant,
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'hyperproduction de TNFe par l'adipocyte du sujet obese inhibe la synthékes
triglycérides dans les adipocytes, limitant I'hypephie adipocytaire. Si la participation du
TNF-o et de I'lL-6 au syndrome métabolique ne fait gudeedoute, leur contribution au

risque génétique de diabete de type 2 et d'insidsistance reste discutée.

Une autre étape importante dans l'identificationTducomme organe endocrine consiste en
la découverte de I'expression de la leptine en 1@ang et coll., 1994). La leptine, une
autre cytokine produite principalement par le tiaslipeux, a pour role majeur d’assurer un
contrle a long terme de la masse graisseuse eklleonsidérée comme une cytokine pro-
inflammatoire avec une structure similaire aux IetdL-12. Son role essentiel est le contrble
de l'appétit et la régulation de la prise alimergdiLa Cava et coll.,, 2004). Sa sécrétion est
proportionnelle a la masse de tissu adipeux eteffess sont principalement centraux : la
liaison de la leptine sur son récepeteur hypotajamréduit la prise alimentaire et modifie le
tonus du Systéme Nerveux Autonome, agissant aimsilas sécrétion de l'insuline, la
production hépatique de glucose et le métabolislmeotipidique musculaire (Harris, 2000 ;
Rayner et coll., 2001). Comme il existe des réagptde la leptine fonctionnels au niveau des
tissus périphériques insulinosensibles, une adioecte de cette hormone a été suggéreée,
mais les résultats des études sont contradictdiresgmble cependant que la leptine, tout
comme l'adiponectine, soit capable de stimuler BAMMitogen Activated Protejrkinase et
agir ainsi sur la concentration musculaire de mal@oA et sur I'oxydation des acides gras.
Le role clef de la leptine est la régulation de hméostasie énergétiqué&lle fonctionne en
donnant un signal négatif pour le stockage deddmila leptine est une forme de lipostat : en
réponse a l'augmentation des réserves adipeusegqrel/oque I'arrét de la prise alimentaire
et augmente les dépenses énergétiques, exercantunimétrocontréle négatif sur la masse
adipeuse (Ailhaud, 2006). Par ailleurs, la sécnétle la leptine est plus importante dans le
TA sous-cutané que dans le tissu adipeux viscérl eoncentration circulante élevée de
cette hormone trouvée chez les femmes est probehterelative & une proportion, plus
élevée, de TA sous-cutanée (Ahima et coll.,, 200Q).leptine joue encore un rdle dans
limmunité en stimulant la sécrétion des IL-12, 6Let TNFea dans les macrophages et les
monocytes (Gainsford et coll., 1996).

Parmi les autres protéines sécrétées essentieligmaenes adipocytes, on peut citer aussi
'adiponectine qui est une protéine plasmatiqueré&ée également par les cellules
musculaires squelettiques et les cellules endatleéliDelaigle et coll., 2004 ; Wolf et coll.,

2006). Elle a été identifiée et caractérisée deienamndépendante et simultanée par plusieurs
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auteurs, chez 'homme comme chez la souris. Celtigere ses diverses appelations dans la
littérature : adipoQ, par analogie structurale aleedraction C1q du complément et des
cytokines de type TNF, ACRP3®dipocyte Complement-Related Protein 8 GBP28
(Gelatin Binding Protein 28 Des sa découverte par Scherer en 1995, le réle d
'adiponectine dans I'homéostasie énergétique as@specté du fait de la modulation de sa
sécrétion par I'insuline. Son implication dans &abolisme des lipides a été aussi suggérée.
Il a fallu attendre les années 2000 pour que latioel étroite entre insulinorésistance et
adiponectine soit métaboliguement confirmée etbss®s moléculaires en partie expliquées.
Chez 'homme, I'adiponectine est corrélée négatmeina I'indice de masse corporelle (IMC)
(Weyer et coll., 2001). Les situations pathologgjuessociant une insulinorésistance au
diabete de type 2 et a I'obésité, comme c’est e diadiabéte gestationnel, présentent des
taux sériques d’adiponectine effondrés (Guerredvigt coll., 2004 ; Atégbo et coll., 2006).
Cela sggere que l'adiponectine pourrait étre namegseent un marqueur de sensibilité a
linsuline, mais aussi un lien métabolique entreactivité du tissu adipeux et
l'insulinorésistance.

Si la variation des taux sériques d’adiponectirieégsitement liée a la sensibilité a I'insuline
chez 'hnomme, la reletion causale entre ces dearéwents reste a démontrer. Cependant, la
diminution des taux d’'adiponectine semble précd@dgparition de l'insulinorésistance, et
prédit mieux que la glycémie et I'insulinémie laogression vers le diabéte de type 2 (Stefan
et coll., 2002). Une perte de poids chez des safgses accompagnée d’'une amélioration de
l'insulinosensibilité entraine une augmentation @esx plasmatiques d’adiponectine. De plus,
les effets insulinosensibilisants des nouvelleséaules antidiabétiques comme les agonistes
du récepetur nucléaire PPAR(thiazolinediones) s’accompagnent d’une élévatiba
'adiponectinémie. L'effet de I'adiponectine damasrégulation de ’'homéostasie énergétique a
ete le plus étudié ; elle induirait un accroissetmenl’oxydation des AGL (Fruebis et coll.,
2001) et la dissipation d’énergie par le musclendeisant & une diminution du contenu
musculaire, mais aussi hépatique, en triglycér{t¥@snauchi et coll., 2001). L'adiponectine
permettrait également d’augmenter la capture maseuldu glucose et de diminuer sa
production par le foie (principale anomalie resines de I'hyperglcémie postprandiale des
diabétiques), sans variation directe des taux tgoes. Tous ces effets entraineraient une
amélioration des parametres majeurs de I'homéeastgkicidique (capture de glucose,
production hépatique de glucose) non pas a trawemrsffet sur la sécrétion d’insuline, mais

par la potentialisation de ses effets tissulaires.
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Il reste beaucoup d’'inconnues dans le mode d’actebadiponectine. Si cette hormone ne
semble pas avoir d’effet direct sur la cell@l€l'incubation d’llots de Langerhans avec de
I'adiponectine ne modifie en particulier pas larééon d’insuline en réponse au glucose),
d’autres effets sur la balance énergétique, encpler centraux, ne sont pas a exclure. De
plus, I'expression du gene APMAdipose Most abundant gene transcript dodant

I'adiponectine et sa sécrétion semble hautementléégpar I'état métabolique : d’'autres
cytokines, le TNFa en particulier, sont de puissants inhibiteurs’eepression d’APM1 ce

qui pourrait expliquer I'hypoadiponectinémie asgeca I'obésite.

2.2.3.1Les adipokines

Comme le nombre des protéines sécrétées par le eTBesse d’augmenter, il est
devenu primordial de leur accorder un nom colle€tifayhum et coll., 2004). Le terme
introduit et couramment utilisé est <<adipocytokime (Funahashi et coll., 1999). Mais,
comme la majorité des protéines sécrétées par Aeselsont ni des cytokines, ni ne s’y
apparententdytokine-likg, il a été recommandé d’adopter universellemerddaomination
<<adipokine> pour définir une protéine sécrétée par le TA (Teagtet coll., 2004). Le terme
<< adipokine >> est utilisé en général pour défiensemble des molécules (cytokines ou
non) sécrétées par le TA, et non seulement paadgmcytes puisque les macrophages qui
infiltrent ce tissu sont responsables de la sémréd’'un bon nombre de ces adipokines
(Weisberg et coll., 2003).

Le nombre total d’adipokines répertoriées, a las fdocumentées et spéculées dépasse la
cinquantaine. Bon nombre de ces adipokines sorliguges dans la réponse immunitaire et
dans l'inflammation ainsi que dans les interacti@rdre les adipocytes et le systeme
immunitaire (Pond, 2005). La diversité des adipekiest considérable, en termes de structure
de protéine et de fonction. Les adipokines englbbles cytokines pro-inflammatoirs telles
que (TNFe, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10), des chimiokines telles que I&rotéine
Chémoattractrice des Monocytes de type 1 (MCPslptetéines du systeme de complément
alternatif (ex, adipsine), les protéines impliqgudass I’homéostasie vasculaire (ex, Inhibiteur
de I’Activateur de plasminogene-1 (PAI-1), dangtassion artérielle (angiotensinogene), le
meétabolisme des lipides (ex, protéine de transkestesters de cholestérol, protéine de liaison
du rétinol), 'homéostasie du glucose (ex, adiptiney, la prise alimentaire (leptine) et

'angiogenése (Facteur Endotélial Vasculaire déssemce) (VEGF) (Trayhum et coll., 2006).
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2.2.3.2Les cytokines

Les cytokines ont été décrites par McDermott (20@bmme des protéines
pharmacologiquement actives avec une masse malkécuoddativement faible (8 a 30 kDa)
agissant a distance sur d’autres cellules pourégnler I'activité et la fonction. Elles sont
généralement sécrétées par les cellules du systémenitaire dont le but est de modifier ses
propres fonctions (effet endocrine) ou celles désea cellules adjacentes (effet paracrine).
Ces cytokines exercent des activités biologiqueliples surtout dans l'inflammation et la
réponse immunitaire (Coppack, 2001). Plus de 2fntis de cytokines ont été identifiés et
regroupés sous plusieurs familles comme :

- Les interférons (IFN), découverts en 1957 et conposr leur activité anti-
virale. Il en existe trois isoformes,-f, -y.

- Les interleukines (IL). Il s'agit de cytokines regpées sous cette terminologie
sans parenté biochimique ni de fonction, mais éespar commodité au gré des
découvertes. Le terme a été créé en 1979 a uneu€pmi seulement deux
interleukines étaient connus (IL-1 et IL-2).

- Les chimiokines. Ce terme définit 'ensemble detokipes de trés faible poids
moléculaire, ayant toutes en commun un pouvoir itamatique.

- La famille du facteur de nécrose tumorale (TNF)s Dembres issus d’'un gene
ancestral commun pouvant aussi étre a la surfaxealkiles comme TNF ¢; -

p)-

- Les facteurs de stimulation des colonies (CSFagit de cytokines jouant un
réle dans I’hnématopoiese, mais aussi pouvant adésdeucocytes matures.

- Les facteurs de croissance transformant (TGF). Qe sles facteurs de

croissance impliqués dans la cicatrisation et [ga@le négatif de I'inflammation.

2.2.4 Inflammation et immunité : implications dans I'obésté et le diabete

2.2.4.1Cellules Thl et Th2 dans I'obésité et I'insulino-¢sistance

Il a été récemment développé un modele de bébésosmemiques, nés de rattes
rendues diabétiques qui, a I'dge adulte, devienngléses, qui sont marqués par
laugmentation du taux de lipides (cholestérol ltotdDL,VLDL, etc.) et qui développent
linsulino-résistance. De méme, il a été constate ¢gs animaux obéses ont un taux trés éleve

en cytokines pro-inflammatoires, I'lFN-et I'lL-2 (Khan et coll.,, 2006). Chez ces mémes
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animaux, il n'y a pas eu modification du taux dd.-B, mais le rapport I'lFNy/IL-4
augmente de l'ordre de 21, suggérant que la diftéagion des cellules naives ThO vers le
phénotype Thl est accélérée lors de I'installatieri’obésité (Khan et coll., 2006). A notre
surprise, nous avons constaté que le taux de agskiro-inflammations Thl diminue chez
les sujets atteints du diabete gestationnel (Ateggbaoll., 2006). En effet, il a été démontré
gu’une baisse du phénotype Thl est impliquée darsddllation de la grossesse. Les bébés
macrosomiques, nés de ces meres, ont par contrediffideenciation accélérée vers le

phénotype Th1l, indiquant un état inflammatoite ele enfants.

Verwaerde et coll., (2006) ont effectué une étudtedes souris maintenues sous un régime
riche en lipides (HFD en anglaigight fat die}. lls ont démontré que ce régime module les
fonctions lymphocytaires car ils constatent 'augtaéon du rapport 'lFN¢/IL-4, indiquant

un réle du systeme immunitaire dans le micro-emwisoment hépatique de la souris ob/ob
(souris obéses déficientes en leptine). lls onstadé que le régime HFD induit 'obésité chez
ces animaux et oriente la différenciation des tdlulr hépatiques vers le phénotype Thl.
Ainsi les cellules Thl, responsables de linflamrwat hépatique, pouvaient aggraver

I'obésité et I'insulino-résistance.

2.2.4.2 Modulation des cellules Th1/Th2 par la leptine, Bdiponectine et I'insuline

La leptine, impliquée dans la régulation de l'obésité, en miadtf le métabolisme
lipidique, diminue l'appétit en interférant avec teuropeptide Y et le récepteur de la
mélanocortine dans I'hypothalamus (Halaas et cb895 ; Li et coll., 2005). La leptine est
également produite par le placenta ; sa concentrast €levée chez les sujets obeses. Elle
exerce un effet agrégeant sur les plaquettes saegjuet, par conséquent, pourrait réguler le
systeme immunitaire. Les récepteurs de la leptine &é récemment identifiés sur les
lymphocytes murins (Papathanassoglou et coll., 200§ inhibent I'apoptose cellulaire T et
favorisent leur survie en modifiant la signalisatioa le facteur de transcription STAT-3 qui
régule les genes de réparation de ’'ADN et permeésistance aux traitements génotoxiques
(Vigneron et coll., 2006). En ce qui concerne Fédénciation cellulaire T, la leptine induit la
polarisation des cellules ThO vers le phénotype &hhugmente la sécrétion de cytokines

proinflammatoires.
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Une étude effectuée sur des enfants obeses indigee corrélation positive entre le
pourcentage de cellules T sécrétant I'lisNa concentration de leptine et I'insulinorésisian
(Pacifico et coll., 2006). Lorsque les cellules diiques humaines sont traitées par cette
protéine, on constate gu’elles favorisent la pektion des cellules naives ThO vers le
phénotype Thl et diminuent la sécrétion de IL-X& aytokine de phénotype Th2 (Mattioli et
coll., 2005). Chez les enfants malnutris, 'augraéoh du poids corporel est liée a
laugmentation du taux de leptine et a la difféfation accélérée des cellules Thl qui
sécretent abondamment 'IFN¢Palacio et coll., 2002)l est maintenant clairement établi
gue la leptine, en stimulant la différenciation desellules ThO vers le phénotype Thi,

exerce une action proinflammatoire.

En ce qui concerneddiponectine,nous ne disposons pas d’étude directe qui démesnotre
action sur la différenciation de ces cellules. Bté@ démontré que l'inflammation hépatique,
induite par l'activation des cellules T, est as8eca une baisse du taux d’adiponectine
(Morris et coll., 2006), suggérann effet anti-inflammatoire de cette adipokine.

Les lymphocytes T n’expriment les récepteurs desllline (IR) que s’ils sont activés. Des
lors, l'insuline oriente la différenciation des Iphocytes naifs vers le phénotype Th2
(Viardot et coll., 2006), indiquant que ledfets anti-inflammatoires de cette hormone
passeraient également par une action directe surs ceellules immunitaires. Ces
observations, a nouveau, démontrent une interaetdre la différenciation des cellules T et

cette hormone hypoglycémiante.

2.2.4.3 Role des cytokines pro-inflammatoires (TNFe et IL-6) dans I'obésité et
l'insulinorésistance

I a été démontré que le tissu adipeux, mis a [arisécrétion des adipokines
(adiponectine et leptine), sécrete également dekiogs pro-inflammatoires, principalement
TNF-a et IL-6. Creely et coll., (2007) ont étudié linteractiontrenles adipokines et les
récepteurs TLR (en anglaimll-like receptor$, impliqués dans la détection des composés
microbiens, sur des adipocytes humains isolésoriis conclu que le lipopolysaccharide,
composant essentiel de la paroi bactérienne, augmen seulement la sécrétion diNF-o
et de I'lL-6 mais également I'expression de TLR& $es adipocytes via la cascade de

I'inflammation.
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En ce qui concernéNF-a, on peut noter les observations suivantes : 1)-&dNBt exprimée
d’'une maniére constitutive par le tissu adipeukle& souris génétiquement obéses (ob/ob) et
les rats (fa/fa) Zucker) expriment abondammentecetftokine dans leur tissu adipeux
(Hotamisligil et coll., 1994 ; 1995), et 3) TNFest le médiateur de I'insulinorésitance chez
ces animaux.Le tissu adipeux des sujets obésegrbdbnc beaucoup plus de TNHFgue

celui des sujets minces (Hotamisligil et coll., 49%artipy et coll., 2003).

Il a été signalé par Weisberg et coll., (2003) tpéssu adipeux des sujets obéses contient
non seulement des adipocytes mais aussi des ceHuldothéliales et des macrophages qui
linfiltrent. Ces mémes auteurs ont démontré gquMC est directement lié au degré
d’infiltration des macrophages. De plus, les adypes liberent des facteurs qui favorisent
linfiltration et la différenciation des macrophageomme le MCP-1 (en anglaisonocyte
chemotactic proteinjl un agent chimiotactique monocytaire, et le CSEflanglaisgcolony
stimulating factoy, un facteur responsable de la différenciation oegte-macrophage.
Récemment Lacasa et coll., (2006), effectuant gpéreences sur des adipocytes humains en
présence de surnageant de macrophages, ont suggeiés macrophages infiltrés dans le
tissu adipeux pourraient exercer unes action paecet, par consequent, moduler les

fonctions adipocytaires.

Il existe une corrélation positive entre THFet le taux de C-peptide (Winkler et coll., 2002).
Le tissu adipeux de sujets obéses contient beaugloispd'iNOS (en anglaisnducible NO
synthasg de TGF Transforming Growth Factor-beta},lde protéine C-réactive et d'ICAM
(Intercellular Adhesion Molecujegue les sujets minces (Hotamisligil et coll., 49%artipy

et coll., 2003). Il est intéressant de noter quelx des ARNm de TNE-diminue apres une
baisse de poids chez les sujets obeses (Hotaristigioll., 1995 ; Kern et coll., 1995).
Clement et coll., (2004) ont constaté, chez legeptt obéses, qu’'un régime peu calorique
diminue non seulement la masse graisseusse maismégd I'expression des genes des
cytokines pro-inflammatoires dans les adipocyte® f&gime augmente par contre
'expression des génes codant pour les agentafiatimatoires. D’autres études démontrent
aussi qu’'une baisse de I'IMC est associée a larditinn de facteurs inflammatoires chez les
sujets obeses (Kopp et coll., 2003 ; Esposito kt @03). Ces observations suggérent qu'il
existe une corrélation directe entre I'obésitéénat inflammatoire (Dandona et coll., 1998 ;
2004 ; 2005).
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I a été démontré que TN&k-interfere avec le mécanisme d’action de [linsuline
probablement, au niveau de l'activation des récegpteyrosine kinase de cette hormone
(Cheatham et coll., 1995). L'effet inhibiteur de B sur I'insuline va également influencer
la lipogenese adipocytaire et stimuler la lipolygekel, 1992), suggérant que TNFest un
modulateur des fonctions adipocytaires. L’admiaistn des récepteurs de TNEF-qui se
fixent sur la cytokine TNF: endogene, normalise l'insulinosensibilité (Hotdigiket coll.,
1993).

Une croissance soutenue du tissu adipeux aboutitdéxeloppement du syndrome
métaboligue marqué par le diabéte de type 2, dgpdhension et de I'état inflammatoire.
L’inhibiteur physiologique de I'activateur tissulaidu plasminogéne (PAI-1) constitue I'un
des facteurs impliqués dans ce processus. En egféetté rapporté que TNd;-sécrétée par
les adipocytes, serait responsable de 'augmentalgola concentration plasmatique de PAI-
1, puis de complications cardio-vasculaires (Saetacdoll., 1999).0n peut donc conclure
gue TNF-a est responsable de I'insulinorésistan¢Pandona et coll., 2004 ; 20p%t que
son role principal serait d’induire [linflammation et de prolonger un état

d’insulinorésistance.

L'IL-6 semble également étre impliquée dans la pathogehediabete de type 2, I'adiposité
anormale et les anomalies lipidiques (Mohamed-Atadl., 1997).1l est intéressant de noter
gu'entre 10% et 30% du taux d’IL-6 circulant sontédivés des tissus adipeux, ce qui
suggere son rble probable dans les pathologies metigues. L'IL-6 régule I'équilibre
énergétique. Chez 'homme et chez I'animal, il &xisne corrélation positive entre son taux
et celui de la leptine. L'IL-6 peut aussi jouer tite dans I'adiposité au niveau central. En
effet, I’hnypothalamus ventro-médiane, région quitcdle I'équilibre énergétique, exprime les
récepteurs de I'lL-6 (Schobitz et coll., 1993). Lssuris, n’exprimant pas le géne de cette
cytokine, développent prématurément I'obésité dlas enangent exagérément (Wallenius et
coll., 2002) alors que son administration intraébeo-ventriculaire corrige l'obésité
(Wallenius et coll., 2002) et diminue la masse sgaiise chez les primates (Ettinger et coll.,
1995). Malgré ces observations, le role exactiiied’dans la régulation de I'obésité n’est pas
bien défini. Toutefois, il exite une corrélationgitove entre le taux de L'IL-6 circulant,
I'adiposité (Mohamed-Ali et coll., 1997) et I'ingnbrésistance (Bastard et coll., 2002).

Il a été suggéré que 'augmentation de TdNEt de I'lL-6 chez les sujets diabétiques est une

conséquence du stress oxydatif induit par I'hypedgiie (Sternberg, 1992). Mohanty et
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coll., (2000) ont démontré que l'ingestion de gkeahez les sujets normaux diminue la
concentration de d-tocophérol (vitamine E) et augmente I'expressiarfatteur cytosolique
p47phox dans les cellules mononucléaires périphésiq De plus, chez ces sujets, la
production des ROS (en anglais, reactive oxygerispeaugmente de I'ordre de 200% par
rapport a la concentration basaltout comme TNFe, I'IL-6 diminue également la
signalisation de [linsuline (Senn et coll., 2002 et, par conséquent, contribue a

I'insulinorésistance.

2.2.4 dinteractions entre adiponectine, leptine, IL-6 et NF-a

L'adiponectine exerce un effet insulinosensibilisant, anti-athérogénigeie anti-
inflammatoire ; son taux élevé est parallele asliino-sensibilité (Diez et coll., 2003).
L’adiponectine agit comme une hormone insulino-geisante dans le foie et les muscles et,
par conséquent, augmente I'oxydation des acidesdaas les muscles squelettiques (Combs
et coll., 2001 ; Hotta et coll., 2001). Bahia ell.c§2006) ont effectué une étude sur des sujets
minces et obéses, atteints du syndrome métabatigoet établi une corrélation entre le faible
taux d’adiponectine et ceux élevés de la CRP, linfigene et de PAI-1 observés chez les
sujets obéses. Meller et coll., (2006) ont démontré la concentration de l'adiponectine
diminue au cours des grossesses compliquées gablete maternel, diminution responsable,

en partie, de I'’hyperglycémie.

Les femmes atteintes de diabéte gestationnel otduwnd’adiponectine significativement bas
comparées aux sujets téemoins (Ategbo et coll., ROD@&xisterait une corrélation inverse
entre le taux plasmatique d’adiponectine, I'insoHn@sistance, le taux de triglycérides et des
récepteurs de TNE-(Fernandez-Real et coll., 2000). L'adiponectingraente I'insulino-
sensibilité mais son mécanisme d’action n'est pao®e élucidé (Arita et coll., 1999), bien
gue ses deux récepteurs AdipoR1 et AdipoR2 soiemtireés dans les flots pancréatiques
(Staiger et coll., 2005)La cytokine TNFa et I'adiponectine peuvent contrecarrer leurs
mécanismes d’action ; ils exercent des effets ogsosur la signalisation de l'insuline :
TNF-o diminuant et I'adiponectine augmentant la phosglation des récepteurs tyrosine
kinases de l'insuline (Stefan et coll., 2002). Dgsples taux élevés de TNFpeuvent aboutir

a une baisse de la synthese de I'adiponectinelecpremier freine la synthése du dernier
(Ruan et coll.,, 2004). Par ailleurs, Lihn et co{R003) constatent quéNF-a et IL-6

diminuent la synthese et I'expression de I'adipotiee.
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La leptine induit la sécrétion de TNE-et del’'IL-6 ainsi que celle de I'lLfl(Mattioli et coll.,
2005) ; elle semble exercer un effet immunomodulatgii augmente le risque de l'infection.
Il est interessant de noter que les souris ob/omegusynthétisent pas cette adipokine sont
susceptibles aux infections car leur systeme imtawai est déprimé. Ces souris sont
résistantes pour des pathologies auto-immunes oéssitent I'activation prolongée du
systeme immunitaire. L'adminitration de la leptirexogéne a ces animaux restaure
l'installation de ces pathologies et accélere tatation du diabete chez la souris NO&n (
anglais, non-obese diabeYifMatarese et coll., 2002). Toutes ces observatsmmt en accord
avec le fait quda leptine est I'inductrice de la différenciationetiulaire ThO en phénotype
Thl qui sécrete les cytokines proinflammatoires iigpées dans linstallation des
pathologies auto-immunedl est a noter que les femmes ont un taux pluséétievieptine que
les hommes et qu’elles développent les maladiesieuhunes beaucoup plus fréquemment
gue ces derniers. La leptine induit également tesst oxydatif, I'inflammation dans les
cellules endothéliales (Matarese et coll., 2002)aetivation du facteur transcriptionnel NF-
kB (Nuclear Factor-kappa B) (Mattioli et coll., Z80Lorsqu’on provoque une inflammation
hépatique en injectant & des souris la concavaélinen constate une augmentation de la
sécrétion de leptine et de TNFalors que la concentration de I'adiponectine direifMorris

et coll., 2006). D’autre part, I'administration desnticorps anti- TNF: diminue

linflammation et restaure le taux de I'adiponeetin

Ces résultats suggerent que la leptine est proanfmatoire et que I'adiponecctine exerce
un effet anti-inflammatoire.

Nous venons de voir, dans ce chapitre, que I'activa cellulaire T est complexe et fait
intervenir de nombreuses voies de signalisationt-Es que les AGPI n-3 peuvent interférer

avec ces voies de signalisation ? Ces aspectsesquisés dans le chapitre suivant.
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Chapitre 3.

AGPI n-3 et systeme immunitaire : mécanismes impkg
dans leurs effets immunomodulateurs

3.1 Introduction

Le fonctionnement du systéme immunitaire peut &téxé par une malnutrition ou un
déséquilibre alimentaire. En effet, certaines mftaations sont parfois favorisées par un
apport trop important ou insuffisant, par l'alinmegian, de nutriments particuliers. Concernant
le réle des AGPI sur la modulation du systeme imitaire, de nombreuses études ont été
réalisées au cours de ces dernieres années. Lesismes moléculaires des acides gras sont
encore mal connus. lls pourraient avoir soit déstefirects, soit des effets indirects.

Les AGPI pourraient exercer des effets sur :
* le métabolisme des cellules, du fait du changendentomposition des
phospholipides membranaires en acides gras
* la peroxydation lipidique
* l'expression de certains genes

* la production de certains eicosanoides

3.2 Effets des acides gras sur la prolifération des tgphocytes

Les premieres études réalisées dans les annéesl280Mmnt montré que, chez le rat, I'acide
oléiqgue, 'EPA et le DHA inhibent la prolifératiodes lymphocytes induite par deux
mitogénes, la concanavaline A (ConA) et la phytoaggiutinine (PHA), dans la rate, le
thymus et les ganglions (Yaqoob et Calder, 1998)plbs, les acides gras saturés ont moins
d'effets que les AGPI. Par conséquent, il poureaister une corrélation entre le degré
d’insaturation et l'activité biologique de ces asdjyras. Des études ont mis en évidence que
l'acide laurique (&) et myristique (&) n'exercent pas d'effet inhibiteur sur la probtéwn

des cellules T. Cependant, l'acide stéariqug) erce des effets similaires a I'acide oléique
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(Calder et Newsholme, 1992; Soylagidcoll, 1993; Rotondet coll, 1994). La longueur de

la chaine pourrait également étre responsablertkEress actions des acides gras.
ALIMENTATION
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Figure 15: Effets des acides gras sur le systéme immunitairB.apres
(Chancet col., 1992; Pat et col., 1997.

La prolifération des cellules T résulte de la skonréde cytokines, particulierement [I'lL-2.
L'IL-2, cytokine essentielle a la croissance dliféérenciation cellulaire T, est parfois utilisée
pour induire la prolifération de ces cellules. Rwto et coll (1994) ont montré que plusieurs
acides gras inhibent la prolifération des cellulesdu thymus stimulée par I'lL-2. La
peroxydation des lipides et les eicosanoides pt®dupartir de ces acides gras ne sont pas
responsables de cet effet (Soylatdcoll, 1993; Rotondeet coll, 1994; Calder, 1997). Par
contre, l'incorporation dans les phospholipides im@amaires des acides gras ajoutés pourrait
modifier la fluidité membranaire affectant la tramssion du signal c'est-a-dire la réponse des
cellules aux différents mitogénes employés.

Calder et coll. (1997) ont mis en évidence que 80% de la production de I'lL-2 est inhibée
par l'acide oléique, l'acide linoléique, l'acidelinolénique, I'AA, I'EPA et le DHA. Par

contre, les acides gras saturés (AGS) n'exercennaeffet.
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De plus, Soyland et coll. (1993) ont mis en évigega'une alimentation enrichie en AGPI
diminue I'expression du récepteur a I'lL-2 (IL-2Rependant, le mécanisme de régulation de
I'expression du géne de I'lL-2R n'est pas encanawco

La production d'autres cytokines, telles que lfiet&kine 1 (IL-1) et le facteur de nécrose
tumorale (TNF), impliquées dans les phénomeénesniiemmmatoires, diminue lors de la prise
d'un régime enrichi en AGPI n-3 tel que le régim&diterranéen. L'arrét du régime entraine
un retour des taux d'IL-1 et de TNF au niveau stéthient avant la prise du régime (Endres
et coll, 1989).

De plus des études ont montré que la dimunutiola geoduction d'IL-1 varie selon la durée
du régime (de Pablo et cgllLl998). De plus, de Pablo et coll (1998) ont égalet démontré
gu’'un régime a base d'huile de poisson peut sugprianproduction d'IL-1 au bout de quatre
semaines chez le rat alors qu'un régime a baseedtholive agit au bout de 8 semaines. Les
effets des acides gras sont doses-dépendants.

Les acides gras agissent également sur la diffixeot des cellules T, notamment les
cellules T CD4+. La décision finale pour une cel@D4 de se différencier en cellules Thl
ou Th2 est prise au cours de sa premiere rencante I'antigene. Des études ont mis en
evidence que I'EPA et le DHA diminuent la productide I'lL-2 par les cellules Thl et
stimulent la production de I'lL-4 issues des cebul'h2 (Arringtoret coll, 2001; Wallaceet
coll,, 2001). Ainsi, les AGPI n-3 semblent modifier laldnce Th1/Th2 en favorisant la
différentiation des cellules T effectrices immat{ThO) en cellules T auxilliaire (Th2.).

En ce qui concerne les acides gras de la famiieihsemblerait qu'ils n‘ont pas d'effet sur la
prolifération des cellules Ex-viva Cependant, les études réalisées ont été tremeergées
car les concentrations d'acides gras utiliséesi gire la durée des régimes étaient différentes

d'une expérience a l'autre.

3.3 Effet des acides gras sur l'activité des cellulegeuses

Les cellules tueuses (NK, natural killer) protegéotganisme contre les virus, les
bactéries ou le développement des cellules tunsréla composition en acides gras de
l'alimentation influence la résistance a ce typefettion (Baroneet coll, 1989; Jefferyet
coll., 1996). En effet, la diminution du taux d'acidegsgtotaux dans l'alimentation induit une
augmentation de l'activité des cellules NK. De pluse alimentation enrichie avec de I'huile
de poisson ou de I'huile d'olive entraine une fditeinution de l'activité de ces cellules. Cet
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effet est bénéfique pour certaines maladies autotines impliquant une suractivation des
cellules NK telles que le psoriasis, certainesraeth et scléroses (Kastrukadt coll, 1998;
Filaci et coll, 1999). Kastrukoff et call(1998) ont déterminé chez des patients atteints de
psoriasis une surexpression de marqueurs desexMNK : CD16, CD57 et CD94. De plus,
certains auteurs ont observé chez ces patientsliomeution du taux d'IL-2, IL-12 et IL-15,
cytokines capables de diminuer l'activité des NKpé&z-Botetet coll, 2000; Woldmaret
coll., 2001). Les NK semblent étre trés actives au monheméclenchement de la maladie et
auraient un role dans l'initiation de son développet (Lanier, 2000; Lopez-Botet coll,
2000). Cependant, le mécanisme d'action des Nkerastre mal connu. Ces cellules sont
capables d'induire la différenciation des cellulesers le phénotype Thl qui infiltrerait les
Iésions au cours de cette pathologie (Bomistoll, 2000; Lanier, 2000; Lopez-Botet coll,
2000).

Les effets des acides gras n-3 sur l'activité édales NK ont été bien documentés. Kelley et
coll. (1992) ont montré que les effets observéprésence d'huile de poisson et d'huile d'olive
pourraient étre corrélés a leur richesse en DHAulils observent le méme effet lorsqu'ils
donnent une alimentation enrichie avec cet acids.gdotons que Yamashita et coll (1986)
ont démontré que I'EPA et le DHA exercent des tefieditifs sur l'inhibition de l'activité des
cellules NK.

Par contre, la consommation d'acides gras n-6amidé's gras saturés provoque une moindre
diminution de cette activité (Thiex coll, 2001). La supplémentation du régime alimentaire
en AA (1,5g/j pendant 50 jours) n'a pas d'effetl'mativité des cellules NK, la prolifération
des lymphocytes T et la prolifération des lymphesyB stimulée par des mitogenes. De
méme, les sécrétions de I'lL-2 et du ThiFre sont pas modifiées. Selon certains auteurs, les
effets des acides gras n-6 sont dus a la produdiésneicosanoides (Roder et Klein, 1979;
Bray, 1986).

3.4 Acides gras, phagocytose et réponse inflammatoire

Le phénomeéene de phagocytose permet d'éliminer lesoforganismes et les
différentes particules produits par les vésiculeadbcytose. La fluidité membranaire joue un
réle important dans ce mécanisme, ce qui est enélation avec les effets modulateurs des
acides gras. Cependant, les acides gras n-3 rémhipas ou n'ont pas d'effet sur la
phagocytose. Ces résultats ont été obtenus a gatiides réalisées sur les animaux, souris et

porcs, mais n'‘ont pas encore été démontrés clogartie (De Pablo et coll, 2000).



63

En ce qui concerne les phénomeénes inflammatoiresm&r et coll. (1990) ont démontré
gu'une alimentation enrichie en acides gras n-Z cl&s personnes atteintes de polyarthrite
rhumatoide (PR) diminue les symptdmes de la mal&eplus, il est intéressant de noter que
chez les personnes atteintes de psoriasis onvebsae augmentation du taux d'AA et des
produits dérivés de la 5-lipoxygénase. Par ailleung alimentation enrichie en n-3 diminue
le taux d'AA et les dérivés des lipoxygénases.

Ainsi chez 'homme, la PR, le psoriasis ainsi quédupus érythémateux sont des maladies
sensibles au DHA et a I'EPA (Bittinet coll, 1988; Mayseret coll, 2002). A I'oppose,
toujours chez I'homme, un enrichissement en AA tanthire augmenter les désordres
inflammatoires et les phénomenes allergiques.

De plus, différentes études ont démontré, chezpdéents, qu'une alimentation enrichie en
EPA et/ou en DHA peut diminuer ou augmenter lesistance a certaines infections suivant
l'agent infectieux Kigure 15). Ainsi, 'EPA et le DHA diminuent la résistancesdeatients
infectés par certaines bactéries commaenycobacterium tuberculosis et Salmonella
typhimurium (Chang et coll, 1992; Paulet coll., 1997). Par contre, ces acides gras
augmentent la résistance des patients atteint&lpasiella pneumonigébactérie colonisant

le tube digestif (Bjornssoet coll, 1997).

Ainsi, ces acides gras insaturés sont capablesad®iser ou de diminuer la résistance a

I'infection.

3.5 Les eicosanoides

3.5.1 Les médiateurs de lI'inflammation

Les acides gras polyinsaturés n-6 et n-3 sont leicupseurs de molécules
biologiquement tres actives : les eicosanoidest 8assées sous ce terme les leucotrienes et
les prostanoides formées via, respectivement deaynees clés, les lipoxygénases et les
cyclooxygénases (COX). Ces molécules se compogelst fois comme des médiateurs
intercellulaires et des hormones locales et ebbegent de nombreux rdéles physiologiques et
physiopathologiques dans les processus inflamnegtoir

- L'acide Dihomoy-linolénique donne naissance aux prostaglandindz@nboxanes
de la série 1

- L'AA donne naissance aux prostaglandines ettboxanes de la série 2

- L'EPA donne naissance aux prostaglandines etboxanes de la série 3
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- Le DHA ne donne naissance a aucun eicosanoide

3.5.2 Synthese

L'acide arachidonique (AA) incorporé dans les photipides membranaires est libéré
par l'action des phospholipases. AUne partie de cet acide gras est transformée en
endoperoxyde sous l'action des COX. Il existe dsaformes de COX : COX-1, constitutive,
présente au niveau de l'estomac, du rein, des bHooytes, et COX-2, enzyme inductible,
présente au niveau des fibroblastes, des macrophdge chondrocytes. Cette derniére est
activée par I'lL-1, le TNé& et des substances mitogénes.

Un certain nombre de cancer sont liés a l'indudtiema surexpression de la COX-2 (TsHjii
coll., 1997; Hwanget coll, 1998; Tuckeet coll, 1999; Guptaet coll, 2000). Les fonctions
mitogéniques et pro-inflammatoires de la COX-2 didas a une synthése exagérée de PGEZ2.
Le taux de synthese de PGE2 est limité par le thacide arachidonique présent dans les
phospholipides membranaires.L'acide arachidonigtisustitué par 'EPA ou le DHA dans
les phospholipides membranaires lors d'un enriemsat de l'alimentation avec des acides
gras n-3. Il en résulte une diminution de la coteion de prostaglandines de la série 2 et
une augmentation de la synthese des prostaglandénkssérie 3 moins pro- inflammatoires
gue les PGE2. Concernant la voie des lipoxygéndergdation de I'acide arachidonique par
ces enzymes conduit surtout a la formation des dpgioxyacides (HPETE ou
hydroxyperoxyeicosatetraenoique) et des leucoiee fonction de I'atome de carbone sur
lequel se fixe l'oxygeéne, on distingue une 5-lippkyase et une 12-lipoxygénase. La 5-
lipoxygénase est présente dans diverses celludss,néutrophiles, les éosinophiles, les
monocytes et les macrophages. La 12-lipoxygéndgaé&sente dans les plaquettes et la peau
mais aussi dans certaines cellules tumorales. L#ip@%ygénase est trouvée dans les
plaquettes, les macrophages et les cellules épitbl Elle engendre, a partir de I'acide
arachidonique, la synthése de l'acide 15-hydroxgeaitetraenoique (15-HETHyigure 16)

Le 15-HETE est un médiateur cellulaire anti-inflaatoire capable d'inhiber la formation des
leucotrienes pro-inflammatoires via la 5-lipoxygéea Il exerce également des effets

immunosuppresseurs.
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Acide arachidonique présent dans les phospholipides membranaires
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Figure 16: Eicosanoides issus du métabolisme dedide arachidonique.COX,
cyclooxygénase ; HETE, acide hydroxyeicosatétraprepiHPETE, acide
hydroxyperoxyeicosatétraenoique ; LOX, lipoxygéndsg, leucotriene; PG,
prostaglandine ; TX, thromboxane. D’'apres. (Tsefjicoll, 1997; Hwanget coll, 1998;
Tuckeret coll, 1999; Guptaet coll, 2000).

3.5.3 Effets des eicosanoides sur le métabolisme cellu&i

Les fonctions des cellules T, B et NK sont régulgasles eicosanoides (Goldyee
coll.,, 1984). Les eicosanoides les plus étudiées sempriestaglandines (PG). Les PG sont
impliquées dans les phénomenes inflammatoiressatlgonses immunitaires. La production
de PGE2 augmente lors d'une inflammation et Idrdedtions. Selon certains auteurs, les
lymphocytes T possédent des récepteurs pour led RGEs PGE2 (Goodwin et Ceuppens,
1983; Hwang, 1989).

Dans les cellules T, les PGE1 et PGE2 sont capdblasipprimer la production d'IL-2 et, par

conséquent, la prolifération cellulaire. Elles pentvégalement inhiber la synthese d'IL-1 et
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de TNF par les macrophages. Par contre, les PGiessdent pas de récepteurs a la surface
des cellules T ; elles n‘auraient, donc, aucun daes la régulation des fonctions de ces
cellules.

Les leucotrienes, LTB4, induisent la production'tel par les macrophages et la production
d'interférony par les lymphocytes (Rola-Pleszczynskicoll, 1983). Selon certains auteurs,
les LTB4 chez des patients atteints d'arthrite riioiidle augmentent de 10 fois la
concentration basale d'IL-1 (Kageyaetacoll, 1994).

Par conséquent, les eicosanoides influent sur talugtion de cytokines. Ainsi, des
changements au niveau de la composition des phligioles des membranes plasmiques

pourraient modifier le métabolisme cellulaire vagoroduction d'eicosanoides.

3.5.4 Mécanismes immunosupresseurs des AGPI n-3

Il apparait clairement que les AGPI n-3 exercestaféets immunosppresseurs et anti-
inflammatoires. Cependant, les mécanismes d’actlences molécules ne sont encore
clairement élucidés. Par ailleurs, il est commumi#nra€mis que la principale cible des AGPI
est la membrane plasmique ou ils s’incorporent dasgphospholipides, changeant ainsi la
composition lipidique membranaire. Une fois incogs) les AGPI pourraient agir
directement ou indirectement sur le fonctionnenoefitlaire. En effet, plusieurs hypotheses,
concernant les mécanismes d'action par lesquelsAlB®l n-3 exercent leurs effets

immunomodulateurs, ont été proposés :

- augmentation de la fluidité membranaire ce qui fepeolinteraction

des protéines membranaires et réegule la transadudtisignal ;

- diminution du taux d’acide arachidonique dans Iégpholipides
membranaires et de la production des eicosanoiglés thmille n-6 (principalement
issus de 'acide arachidonique) connue comme @taninflammatoires ;

- augmentation des eicosanoides de la famille n-3 ;

- altération du statut oxydant puisque les AGPI ssemsibles a la

péroxydation et la génération de radicaux libres ;

- modulation des voies de signalisation intraceltel@jui jouent un rdle

clé dans I'activation cellulaire
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- modulation de I'expression des genes impliqués tapsoduction des

cytokines.

Nous parlerons sommairement, dans cette partiy@anisme par lequel les AGPI exercent
leurs effets immunosupresseurs sur le systeme intama) sans entrer dans les détails des
mécanismes de signalisation intracellulaire. Eretef€es acides gras commencent a étre
utilisés dans des essais cliniques comme adjuvantstraitements anti-inflammatoires ou
anti-rejet de greffe (Maachi et coll., 1995; Fortet coll., 1995). Les mécanismes
moléculaires qui sous-tendent cet effet sont encoaé compris. Plusieurs étapes de la
cascade de signalisation conduisant a la recoramiegle I'antigene par son récepteur TCR a
la réponse proliférative pourraient étre affectpasles acides gras poly-insaturés. Une des
étapes précoces de l'activation mitogénique esnddbilisation du calcium intracellulaire.
Dans le lymphocyte T, ce processus est biphasigugeraction antigene/TCR induit tout
d’abord la libération du calcium stocké dans lectdim endoplasmique et son efflux vers le
milieu extracellulaire. Ce mouvement calcique astien retour, des canaux calciques CRAC
(C&* released-activated €3 qui permettent I'entrée du calcium extracelkdaet la
reconstitution des stocks intracellulaires. Plusiegroupes ont montré que les acides gras
poly-insaturés, et en particulier les acides grds stimulent la libération du calcium stocké
dans le réticulum endoplasmique, ce qui conduih @&puisement des stocks intracellulaires
(Chow et Jondan, 1990, Boni et Khan, 2000). En rrela, les résultats de la littérature
concernant l'effet des acides gras sur l'influx cidcium sont contradictoires. Différents
auteurs ont décrit une inhibition de la hausseal@uwm induite par les mitogenes lorsque les
lymphocytes sont incubés en présence d’acidesppiysinsaturés (Richieri et coll., 1990 ;
Chow et coll., 1990 Breittmayeur et coll., 1993gId ces derniers auteurs, les acides gras
stimuleraient I'expulsion du calcium vers le miliextracellulaire en activant une TATP-
ase. Par contre, les résultats de Bonin et Kha®0j2@nontrent que les n-3 facilitent
'ouverture des canaux CRAC et, part conséqueentiée de calcium dans le lymphocyte.
Chez les rats spontanément hypertendus (SHR) seuomgégime supplémenté en acide gras
n-3, le relargage du calcium induit par la thapgigadans les lymphocytes T est nettement
diminué par rapport a ce qui est observé chezatssSHR nourris avec un régime standard
(Triboulot et coll., 2001). L'ensemble de ces réasl suggere que les acides gras n-3 sont

capables de moduler la signalisation calcique thplyocyte T.
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3.5.4.1Modulation de la signalisation lipidique par les AG°I

Les phospholipides membranaires sont fortemenligongs dans les mécanismes de

transduction des signaux pergus a I'extérieur deliale.

3.5.4.1.1l es phospholipases
Apres leur estérification en positien2 par les acides gras polyinsaturés apportés par

I'alimentation, les phospholipides membranairesvpeati étre impliqués dans les mécanismes
de la transduction des signaux percus par les leglluJne fois incorporés dans les
phospholipides membranaires, ils peuvent étre Hysike par l'action de diverses

phospholipases. lls sont des enzymes qui hydraiyssriaisons esters des phospholipides. I

existe plusieurs liaisons esters dans un phosptelip

e entre chacun des acides gras et le glycérol

» entre le glycérol et le phosphate

e entre le phosphate et l'alcool (choline, éthanatamisérine, glycérol,

inositol, ...)

Les phospholipases Al (PLA1) conduisent a la lith@made I'acide gras présent en position
sn-1 du glycérol et la formation de lysophosphdipi Les phospholipases A2 (PLA2)
conduisent a la libération de I'acide gras en pasisn-2 du glycérol et la formation de
lysophospholipide. Les phospholipases C (PLC) Hydemt les phospholipides contenant un
inositol en patrticulier le phosphatidylinositol-4lbsphosphate (PP libérant ainsi deux
seconds messagers qui sont les diacylglycérols (D&d'inositol-1,4,5-triphosphate (3
Les phospholipases D (PLD) hydrolysent I'alcoolaléonction acide du phosphate, libérant
ainsi un acide phosphatidique et un alggog 17). Selon 'action de chaque phospholipase,
ils pourront influencer les voies de signalisatgwit sous forme d’acides gras libres par
l'intermédiaire de l'action de la PLA2, soit sousrrthe de DAG et d’IP3 via I'action de la
PLC et PLD.
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Figure 17: Les différents sites d’action des phospholipases rsules
phospholipides membranaires.D’aprés (Colley et coll., 1997 ; Kodaki et
Yamashita, 1997 & Lopez et coll., 1998).

A- La phospholipase D

Selon leur sensibilité au PiPon distingue deux grandes familles de PLD chez le
mammiféres. Certaines PLD ont besoin de la présdecBIP2 pour étre actives alors que
d’autres fonctionnent en I'absence de ce lipide.d3tingue donc les PLD PIP2-sensibles et
les PLD PIP2-insensibles. Dans le groupe des PIH2BEnsibles on cite deux classes :

e La PLD1, dont I'activation se fait grace a destgstprotéines G de la famille
ARF (Factor d’ADP-ribosylation) et Rho, et par Ipsotéines kinases C
(PKC) (Hammond et coll., 1995).

* La PLD2 qui possede une activité basale forteitro, mais qui est peu ou
pas stimulée par les proteines activatrices dd.[da1RColley et coll., 1997 ;
Kodaki et Yamashita, 1997 & Lopez et coll., 1998).

Quant aux PLD PIP2-insensibles ils ne sont pasadites par les protéines impliquées dans
la stimulation des PLD1 et PLD2. Cependant lesexigras, comme l'acide oléique, les
activent (Frohman et coll., 1999). Elles sont &g PLD-oléate-dépendantes. Ces PLD ne
sont pas toutes exprimées dans une seule cetlales; certaines cellules comme les cellules T
on trouve les PLD2 et la PLD-oléate — dépendantaséKet coll., 1998). Dans les TRCs,
aucune étude n’a révélé encore I'expression des PiEB études ont mis en évidence que la
PLD2 est exprimée majoritairement au niveau de éanbrane plasmique alors que la PLD1

est localisée au niveau des endosomes et des igesgdMcDermott et coll., 2004). De plus,
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de nombreuses études mettant en évidence que IBssBht localisées au niveau des
cavéoles, qui sont des domaines spécialisés aawige la membrane plasmique riche en
cholestérol et en sphingolipides, appdigisl rafts ou radeaux lipidiques (McMermott et coll.,
2004). Des études trés récentes ont montré qumlijporation de I'acide docosahexaenoique
(DHA), dans les phospholipides membranaires desopytes, était capable d’activer la PLD
par un mécanisme protéine kinase C (PKC) déperglainimplique l'activation de I'ARF
(Diaz et coll., 2002). Il semblerait que I'activati de la PLD dans les lymphocytes T soit
associée a des signaux antiprolifératifs et a papge (Kasai et coll.,, 1998 ; Diaz et coll.,
2005).

B- Les phospholipases A2

Les phospholipases A2 sont une famille d’izoenzymatalysant I'hydrolyse des
acides gras en position sn-2 des phospholipidegrganainsi un lysophospholipide et un
acide gras libre qui est en général I'acide aramfigle (Dennis, 1994). L’hydrolyse des
phospholipides par les PLA2 est une étape clé derégulation des phénoménes
inflammatoires. Ainsi, la libération de I'AA dansd cellules permet sa métabolisation en
eicosanoides (Serhan et coll.,, 1996). Ces enzyomsctassées en plusieurs groupes selon
leur poids moléculaire, leur homologie, leur démard au calcium, de méme que leur

distribution cellulaire (Dennis, 1997). On distirgainsi :

- les PLA2 cytosoligues (cPLA2) dont l'activité esépgndante du
calcium (type 1V)

- les PLA2 cytosoliques dont Il'activité est indépem@adu calcium
(IPLAZ2 ou type VI)

- les PLA2 sécrétées (sPLA) dont deux types, les Pha#titréatiques de
type IB et V, et les PLA2 inflammatoires de IIB.

Il a été mis en évidence que les AGPI peuvent grhitactivité et la sécrétion des
PLA2 (Franson et coll., 1990 ; Shikano et coll.949 Alaoui El Azher et coll., 2000). Ces
acides gras empécheraient la libération des AGRésien position sn-2 des phospholipides
membranaires, en particulier la libération de 'Afs études mettent également en évidence
gue les acides gras sont capables de réguler tensysenzymatique impliqué dans leur
libération a partir des phospholipides. lls peuvegalement exercer un rétrocontréle négatif

sur leur propre libération (Kambe et coll., 199%aoui El Azher et coll., 2000 ; Sergeeva et
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coll., 2002). Cependant, les effets des acides graactivité des PLA2 varient en fonction

des stimuli et du type cellulaire.

Outre leur réle dans I'hydrolyse des phospholipidea été mis en évidence que les PLA2
sont impliquées dans la transition au travers qehdese G2/M du cycle cellulaire des cellules
T (Roshak et coll., 2000). Au laboratoire, il a éé en évidence que les lymphocytes T
Jurkat expriment les sPLA2 (type IB et V) de méme ta cPLA2 Ca2+-dépendante de type
IV et la iPLA2 (type VI) (Tessier et coll., 200De plus, il a été montré que, lors d’'un apport
exogene en AGPI n-3 (EPA ou DHA), ceux-ci se stibstit & '’AA en position sn-2 des

phospholipides et s’incorporent préférentiellemsuivant I'ordre phosphatidylsérine (PC)>
phosphatidyléthanolamine (PE)> phosphatidylinogi®d)/phosphatidylsérine (PS) (Denys et
coll., 2005). Les PLA2 présentent également uneipé vis-a-vis de la nature de l'acide

gras présent en position sn-2 des phospholipidegffet, 'EPA est libéré par I'action de la i

PLAZ2 alors que le DHA est préférentiellement libpar ¢ PLA2 (Dennis, 1994 ; Denys et
coll., 2005).

C- Les phospholipases C

Les phospholipases C phosphoinositides-spécifi@e®LC) sont des protéines qui
clivent les tétes polaires des phospholipides aailoes inositol. Chez les mammiferes, 4
sous-types ont été identifies : 4 isoformes PL@ isoformess, 2 isoformesy et une
isoformese (Rhee, 2001). Nous ne parlerons ici que des pludigRises @ car elles sont
spécifiguement impliquées dans la transduction sigmaux issus de [I'activation des
récepteurs a tyrosine kinase, tels que les réceptias cellules T (Kamat et Carpenter, 1997).
Les effets des acides gras, sur I'activité de hame ont bien été documentés (Irvine et coll.,
1979 ; Siess et Lapetina, 1988 ; Casabiell et,ctd91). Irvine et coll (1979) ont observé que
l'ajout d’acide oléigue ou d’AA, dans des fractiomsicrosomales de rat, augmente
I'hydrolyse des phosphoinositols. L'action de 'A% s’effectue pas de maniére directe mais
plutét par le biais de ses métabolites. Ceci arégéen évidence en bloquant I'activité de la
PLC par un inhibiteur de la cyclooxygénase, l'indthacine (Siess et Lapetina, 1988). Plus
récemment, Husain et Jafri (2002) ont montré quertstaglandine F2 (PDF2) active la
PLCyl par phosphorylation de la protéine sur des résiguosyls. Les expériences de
Sanderson et Calder (1998), menées chez des matsissa un régime enrichi en huile de
poisson, ont mis en évidence que, dans les lympesdgolés de ces rats au régime, les taux
de PLG1 n’étaient pas significativement altérés, en retanils ont constaté que, suite a une

stimulation des lymphocytes, le niveau de phosghtion de I'enzyme ainsi que d’autres
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protéines associées étaient significativement digsn Dans certaines situations, I'activation
de la PL@ ne reqiert pas la phosphorylation des résidusysoll a été mis en évidence que
l'acide phosphatidique (AP) est capable d'activer & méme facon que la PLC
phosphorylée ou non les résidus tyrosyls et ceugmantant I'affinité de I'enzyme pour son
substrat (Jones et Carpenter, 1993 ; Zhou et d8189). Etant donné que I'AP contenant les
AGPI est issu de I'hydrolyse de la phosphatidylst®lpar la PLD, l'activation de cette
derniere dans les cellules peut conduire a I'attinede la PLG.

Des AGPI comme I'AA sont capables d'activer la RlL.Gndépendamment de la
phosphorylation sur des résidus tyrosyls, en ppEsed’une protéine majoritairement
exprimée dans les neurones (Hwang et coll., 198épendant, I'interaction entre 'AA et la
PLC peut étre retrouvée dans des cellules non nale® En effet, une protéine similaire a la
protéine tau, AHNAK, est exprimée dans differengpes cellulaires et il a été mis en
evidence une action combinée de I'AA avec AHNAK sldiactivation de la PLC (Shtivelman
et coll., 1992 ; Sekiya et coll., 1999).

3.5.4.1.2 Les diacylglycérols

Les differences de structure du PIP2 clivé en répanl’activation de la PLC sont a
l'origine des différentes formes de DAG produitsadtion de la PLC est de cliver
spécifiguement la liaison entre le groupement phatpde l'inositol et la chaine carbonnée
du glycérol au sein du PIP2. Ce clivage condui @rbduction d’une forme préférentielle,
appeléesn-l,2-diacylglycérol. Cependant, les acides grasowetts sur la position 1 et 2
peuvent étre trés différents les uns des autreganNuent le caractere polyinsaturé,
diinsaturé, monoinsaturé ou saturé leur conferepdagriétés distinctes. On trouve plusieurs
formes structurellement différentes de sn-1,2-dglggérol (Pettitt et Wakelam, 1993). La
production de DAG est biphasique. La premiére pligska production est rapide de I'ordre
de quelques secondes a 5 min, transitoire et gmnelsa I'hydrolyse du PIP2 par la PLC.
Cette premiere génération de DAG via I'action dBI& contient des acides gras spécifiques,
en particulier 18:0 / 20:4 n-6, 18:0 / 20:5 n-318t0 / 20:3 n-9 (Pettitt et Wakelam, 1993).
Au contraire, le DAG produit au cours des tempssphrdifs de stimulation, a partir de 15
min, correspond a un second mécanisme, I'hydraligséa phosphatidylcholine (PC) par la
PLD, ce qui produit des phosphatidates déphospe®rgar la suite en DAG par la
phosphatidate phosphohydrolase (PAP) (Nishizukd2)1l9 es formes des DAG produites par

ce mécanisme dans ces temps tardifs ont une distinoemarquable avec ceux décrits



73

précédemment, les chaines d’acides gras qui lepasent sont principalement saturées ou

monoinsaturées. Les DAG issus de I'hydrolyse du2Rpermettent I'activation des PKC

(figure 18). Ces protéines, par rétrocontrble possitif, vastivar a leur tour la PLD, cette

derniere va assurer une production de DAG suffespour entretenir I'activité des PKC. Des

études faites sur les PKC, cibles privilégiées DA&, ont montré que toutes les formes des

DAG ne sont pas capables d’activer les PKC (Mangeacoll., 1996).
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Figure 18 : Cinétique de production des DAG suite dactivation des PLC et PLD.
D’apres(Pettitt et Wakelam, 1993).

3.5.4.1.3AGPI n-3 et pH intracellulaire

Civelek et ses collaborateurs (1996) ont étudiéeféets des acides gras libres (AGL)

sur le pH intracellulaire des adipocytes. lls oig en évidence que les variations de pHi dans

les adipocytes coincident avec le transport des AGQtavers la membrane plasmique. De

plus, I'exposition des cellules a des agents lifigplyes ou a des acides gras libres exogenes,

provoque une acidification rapide du milieu intladaire. Le métabolisme des acides gras ou

leur déplacement de la membrane plasmique, pat dpwsérum albumine bovine (SAB),

n’'induit pas d’acidification du milieu intracellufe, mais une alcalinisation de celui-ci.

L’insuline, induisant la lipogenése, provoque unlealiisation intracellulaire. Ainsi,

I'hydrolyse des triglycérides entraine une dimiontdu pHi, cependant leur synthéese, induite

par l'insuline, conduit & une augmentation du ph$itashkin et coll. (1993) avaient démontré
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gue I'AA inhibait la prolifération des lymphocytdshumains, induite par des mitogénes tels
gue la concanavaline A. lls ont mis en évidencelgiet anti-prolifératif de I'AA était d0 a
linhibition du NHE et a la modulation de la [Cak+]'effet de I'AA, apporté de facon
exogene, sur la modification du pHi, a été egaléraardié par Cavallini et coll. (1996) dans

les plaquettes sanguines.

3.5.4.1.4Atres mécanismes

Depuis quelques années, il a été suggéré qu'umdeanismes par lesquels les AGPI
de la famille n-3 pourraient agir, serait via ladutation des radeaux lipidigues. Comme nous
'avons mentionné précédemment, les lipids raftat stes domaines particuliers de la
membrane plasmique, riches en cholestérol et ennggipides impliqués dans la
signalisation des cellules immunitaires (Alonsdviitan, 2001). De nombreuses études ont
mis en évidence, que les tyrosines kinases de nalldéa Src, ainsi que la protéine
transmembranaire LAT (Linker for Activated T celpnt hautement localisées au niveau des
rafts lymphocytaires par une palmitoylation poangductionnelle de ces protéines (Rodgers
et coll.,, 1994 ; Zhang et coll., 1998). Stulnig all. (1998) ont mis en évidence que
I'enrichissement en AGPI| des membranes des lymgasclurkat, conduit a un déplacement
en dehors des rafts des tyrosines kinases Src,etLdkyn et, par conséquent, inhibe la
signalisation en aval. Par la suite, il a été dénégogue I'EPA inhibe I'activation cellulaire T
en déplacant les protéines acylées des raftsogtimpliquées dans la transduction du signal
(Stulnig et coll. 2001). Plus récemment, Li et c{H005) ont démontré que le DHA altére la
composition des rafts lymphocytaires et inhibei¢malisation de STAT (Signal Transducer
and Activator of Transcription), en déplacant miement des rafts les récepteurs a I'lL-2.
Webb et coll. (2000) ont également mis en évideque I'AA et I'EPA, inhibent la
palmitoylation de Fyn et, par conséquent, la I@edion de cette protéine au niveau des rafts.
Par ailleurs, une étude nutritionnelle chez la ispumet en évidence qu’'un régime
alimentaire, supplémenté en huile de poisson, imetrdes modifications de la composition
des rafts (Fan et coll., 2003).
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Chapitre 4.

Peroxisome proliferator-activated receptors (PPAR)

et Acides gras poly-insaturés

Les PPARs eroxisome proliferator-activated receptorsguscitent un intérét
considérable depuis 1990 oQ ils ont été identifid®s connaissances sur leurs roéles
physiologiques ne cessent d’évoluer. Impliqués damégulation du métabolisme des lipides
et des lipoprotéines, I'homéostasie du glucoserddifération cellulaire et la différenciation,
les PPARs sont une cible pharmacologique pourleetnent de désordres métaboliques tels
gue les hyperlipidémies ou le diabéete. Ils ont E&emment impliqués dans la réponse
inflammatoire (Chinettet coll, 2000).

Dans ce chapitre, nous allons décrire, dans uniprei@mps les mécanismes moléculaires
d’action des PPARs, leurs roles physiologiques.sham second temps, nous mettrons un
accent particulier sur PPARen évoquant son possible implication dans le @é-

inflammatoire.

4.1 Mécanismes moléculaires d’action des PPARS

4.1.1 Régulation de la transcription

Les PPARSs, quand ils sont inactifs, sont probablgrseus forme de complexes avec
des protéines co-répresseurs et peuvent, dansnsetypes cellulaires, avoir une localisation
plutét cytoplasmique que nucléaire (Chinetti et.c4998). En réponse a leur liaison avec un
ligand, les PPARs se dissocient de leurs co-répeees et recrutent alors des protéines
accessoires jouant le réle de co-activateurs. pacaité des PPARs de recruter des co-facteurs
et d’activer la transcription peut étre modifiée fmphosphorylation de leur région amino-
terminale. Les PPARs, apres avoir formé des héit@gds avec un autre récepteur nucléaire,
le récepteur de l'acide 9-cis-rétinoique (RXR : iRa@td X Receptor), reconnaissent les
séquences spécifiques, les PPRE (PPAR responseerg)ersituées dans les régions
promotrices des genes cibles dont I'expressionakst stimulée (Chinetti et coll., 2000)

(Figure 19. Les PPRE sont constitués de deux répétitionecidis de la séquence
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hexamétrique AGGTCA, séparées par deux nucléoti@ss. processus de liaison des

récepteurs aux PPRE correspond a la<< trans-dotivet

Les PPARs peuvent aussi réprimer la transcript®ceattains génes interférant négativement
avec des voies de signalisation de NF-kB, STAIgifal Transducers and Activators of
Transcription) et AP-1 Activating Protein L C’est ce que I'on appelle alors la << trans-
répression>>. Les mécanismes impliqués regroupertte eautres des interactions
protéine/protéine et la formation de complexestifgda liaison aux cofacteurs de ces voies
de signalisation qui deviennent alors inefficaaas)'induction d’lkBa, inhibiteur majeur de

la voie de signalisation NF-k B. On pense actuediengue cette trans-répression pourrait étre
le mécanisme de base des propriétés anti-inflamreatdes PPARs (Delerive et coll., 2000).

4.1.2 Distribution tissulaire des PPARs

La distribution tissulaire et le niveau d’expressidifferent selon [lisoforme
considérée (Braissant et coll., 1996). PRAIRt exprimé principalement dans les tissus o0 le
métabolisme des acides gras est important, teldegfee, les reins, le cceur et les muscles.
PPARy est exprimé de fagon préférentielle dans le tispeack et I'intestin, mais on le détecte
aussi dans les glandes mammaires et dans de nootls®uws. Les deux isoformesety sont
egalement exprimées dans les cellules de la pasuwaire : cellules endothéliales, cellules
musculaires lisses et monocytes/mcrophages (Chetetbll., 1998). Alors que PPARest
exprimeé aussi bien dans les monocytes que damsdesophages, I'expression de PRAG®t
surtout mise en évidence dans les macrophagesdi@iren coll., 1998). De plus, PPARet
PPARy sont tous deux présents dans la plaque d’arthé@rose, au niveau de la région sous-
endothéliale et dans le noyau lipidique des lésathgrosclérotiques ol ils sont co-localisés
avec des marqueurs spécifiques des macrophages;etleles musculaires lisses et des
cellules spumeuses (Ricote et coll., 1998 ; Chinettcoll., 2000). Enfin I'expression

tissulaire de PPARest ubiquitaire.

4.1.3Ligands naturels et synthétiques des PPARs

Un large spectre de composés a été identifié coligards des PPARs (Kersten et
coll., 2000). Les trois isotypes PPAR ont des ldgnommuns, tels que les acides gras poly-
insaturés a longue chaine, qui lient cependant RPP&RC une plus grande affinité. Les
eicosanoides 8(S) HETE et LTB4 sont égalementigaads de PPA& ainsi que les fibrates
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utilisés en clinique comme molécules hypolipidérteanLa 15-désoxy D-prostaglandine J2
est également un ligand naturel de PRARuant aux principaux ligands synthétiques des
PPARs, leurs noms sont bien connus en thérapeutijg@agit, pour PPAR, des fibrates,
médicaments utilisés dans le traitement de I'hyjggytéridémie et de I'hyperlipidémie ; et,
pour PPAR des glitazones qui sont utiliés dans le traitententliabete de type 2Figure

19) (Willson et Wahli, 1997).

D’autres agonistes naturels de PRAR PPAR sont dérivés de I'acide arachidonique par les
voies de la cycloxygénase et de la lipoxygénasepé noter en particulier le leucotriene B4
(LTB4) et la 15-déoxyr** * prostaglandine J2

Enfin, d’autres principes actifs comme des anfaimimatoires non stéroides pourraient aussi
étre des agonistes des PPARs.
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Figure 19 Les PPAR: récepteurs nucléaires activés par un ligil. Les PPAR sont des
facteurs de transcription dont I'activité dépendl’'deeraction avec un ligand. Parmi ces derniégs, acides gras, tels que
I'acide linoléique ou l'acide linolénique, lientde¢rois PPAR, avec cependant une préférence pouR&HZ4 clofibrate est
un ligand de PPAR utilisé pour ses propriétés hypolipidémiantes.rbziglitazone, ou BRL, appartient a la famille des
thiazolidinediones, antidiabétiques ligands de PPRARprés leur liaison avec un ligand, les PPAR, sdosne
d’hétérodimeres avec leur partenaire RXR, interagtsagec des séquences spécifiques appelées PPRIR (RRBponse
element) présent dans le promoteur de leurs gébles,cet activent alors la transcription de cesege L’acide rétinoique 9-
cis est le ligand de RXR, qui peut également pakica 'activation du complexe PPAR-RXR. D’aprés ¢kéilik et coll.,
2002).
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4.2 Roles physiologiques des PPAR

Le r6le de I'hypercholestérolémie, et des dyskpiies en général, est maintenant
reconnu comme majeur dans le développement desliemlaétaboliques. L'étude des effets
des agonistes des PPARs a permis de montrer guilsurent un bénéfice global sur le
meétabolisme général des lipoprotéines en contrdéams concentrations plasmatiques et leur

composition.

Si les fonctions biologiques de PPARans le contrdle de la balance énergétique sautren
peu connues a I'heure actuelle, de nombreuses\vatisgrs permettent de souligner les roles
opposeés et complémentaires de PBRARPPAR dans la régulation du métabolisme lipidique
(Figure 20).

| Stockage des lipides =

- Importation d

 Owydation des acides gras

. Production de coms

Métabolisme des lipides

Figure 20 : PPAIR et PPARy: deux acteurs aux fonctions opposées et complémaines
dans la régulation du métabolisme des lipides’'étude des génes cibles de PRAR PPAR donne
une vue d’ensemble de leurs fonctions respectiWes.deux récepteurs sont des facteurs essentiels de
la régulation du métabolisme lipidique. L’actividé PPAR vise & I'utilisation des acides gras comme
source d’énergie, tandis que celle de PPABt destinée a la mise en réserve des lipidesfeoue de

triglycérides. Le role de PPARIemeure obscur. D’aprés Mickalik et coll., 2002).
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4.2.1PPARa

Il contrble un ensemble de génes impliqués dansrsidg étapes du catabolisme des
lipides, telles que le transport des acides grdsavers les membranes, leur transport
intracytoplasmique, et leur oxydation microsomajgeroxisomale et mitochondriale
(Desvergne et Wahli, 1999Les activateurs de PPAR les fibrates, diminuent les
concentrations circulantes de triglycérides et amgent celles du cholestérol-HDL (Staels
et coll., 1998). La réduction du taux de triglycés est due a une diminution de la synthése
hépatique des lipoprotéines de trés basse dendlitésren triglycérides (VLDL), et une
augmentation de la lipolyse intra-vasculaire de lgeEsprotéines. Les fibrates stimulent en
effet I'entrée des acides gras dans les mitochesdi leu3-oxydation, ce qui diminue les
qguantités d'acides gras libres disponibles powsylathese hépatique des triglycérides des
VLDL, et donc la sécrétion hépatique des triglydés-VLDL. De plus, les fibrates
augmentent I'activité de la lipoprotéine lipase I),Penzyme responsable de I'hydrolyse
des triglycérides, par deux mécanismes : la stifimumlade I'expression du géne qui code
pour cette enzyme, et la diminution de la synthésd’apolipoprotéine CllI (apoClil),
inhibiteur naturel de la LPL. Enfin, c’est grace partie, a leur capacité a augmenter la
synthese des apo (apolipoprotéin)-Al et apoAll, gles fibrates augmentent les
concentrations plasmatiques de cholestérol-HDL fféfedes ligands de PPARsur le
métabolisme des LDL est en revanche plus modesteoliServe seulement, chez certains
patients traités par les fibrates, une diminutiarcdolestérol-LDL. Cependant les LDL, qui
acquierent moins de triglycérides des VLDL, subissene action limitée de la lipase
hépatique, et leur taille diminue peu. Le nombrd. D& de petites tailles diminue donc au

profit des LDL de grande taille, au moins athéragen

4.2.2PPARy

A l'inverse de PPAR, PPAR/ contrble positivement des genes impliqués dans la
lipogenese et fait partie intégrante du processuglitférenciation adipocytaire (Rosen et
coll., 1999). Lorsque la quantitt moyenne d’énergisorbée est supérieure a la quantité
moyenne d’énergie consommeée, I'excédent est migggerve dans le tissu adipeux blanc
(triglycérides) et le foie (glycogéne). L’excés steckage sous forme de lipides dans le tissu
adipeux blanc, caractéristique de I'obésité, ifaiervenir a la fois une augmentation de la
taille (hypertrophie) et du nombre (hyperplasie} @glipocytes. PPARest un élément-clé

dans ce processus, qui régit a la fois la difféegimn du tissu adipeux blanc et la lipogenése.
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Deux observations ont initialement suggéré le ddePPAR dans la difféerenciation des
adipocytes : la premiére est I'expression élevéeedetcepteur dans le tissu adipeux blanc, et
la deuxiéme est 'augmentation de I'expression BARYy dans des lignées cellulaires pré-
adipocytaires, qui précéede celle de marqueur dérdiiciation adipocytaires (Tontonoz et
coll., 1994).

4.2.3PPARp

Est apparu comme un acteur potentiel de la casgaddifférenciation adipocytaire
(Bastie et coll., 1999). Les fonctions de PHABbnt encore mal connues. Cependant, ce
récepteur est exprimé en quantité significativesdantissu adipeux blanc, et son expression
augmente au cours des étapes initiales de la@iftéation de pré-adipocytes en culture (Amri
et coll., 1995). Son expression ectopique danslignée de fibroblastes murins suggére que
PPAR3 pourrait étre un acteur précoce du processusffiEaticiation adipocytaire. Dans ce
modele, la différenciation des cellules en adipesyt’est obtenue que si des activateurs de
PPARB et PPAR sont présents. L’activation de PPARar des acides gras a longue chaine
conduit & une augmentation de I'expression de BRABNt I'activité serait alors nécessaire a
la différenciation finale de ces fibroblastes eipadytes (Bastie et coll., 1999). Il est dés lors
tentant de penser que PPRRourrait étre impliqué dans l'augmentation du noende
cellules adipeuses observée sous l'effet d’'un régmshe en graisses. Chez la souris,
'ablation de deux alleles du géne codant pour PPA&mMble induire une Iégere diminution
de la masse adipeuse, PHAPRourrait donc jouer un réle dans le développenaentissu
adipeux blanan vivo, sans toutefois étre indispensable (Peters et 20000).

4.3 PPARSs et inflammation

Le role anti-inflammatoire de PPARavait été suggéré par Devchand et coll., (1996). |
ont montré que le LTB4 (leucotriene B4), un eicasda pro-inflammatoire, était un ligand
de PPAR impliqué dans la régulation de la dégradation axiye des acides gras et de leurs
dérivés, dont le LTB4 lui-méme. L'effet pro-inflanatoire du LTB4 est donc contrecarré par
la stimulation de sa propre dégradation par la d@ePPAR. On sait maintenant que les
agonistes de PPARdiminuent la transcription de nombreux genes iquyés dans la réponse
inflammatoire, et réduiseirt vivola concentration de certaines cytokines inflamineso
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L’effet des ligands de PPARsur I'inflammation est plus nuancé : des étudasnaontré
gue les ligands de PPARhibent la production par les monocytes/macropkatge cytokines
pro-inflammatoires telles que TNFIL-1B, IL-6 (Jiang et coll., 1998) et IL-12 (Chung et
coll., 2000), alors qu’une autre équipe a montré des ligands synthétiques spécifiques de
PPARy n'avaient aucun effet sur la production de BN#t IL-6 (Thieringer et coll., 2000).
Une autre étude a suggéré que les effets antrinflatoires de certains ligands synthétiques
seraient également indépendants de PP@Rawla et coll., 2001). Ces derniers résultatd so
cependant a nuancer, les auteurs ayant utilisécdesentrations supra-pharmacologiques
connues pour induire I'apoptose des macrophagemé@ihet coll., 1998). Les ligands de
PPARs diminuent la production de monoxyde d’az®®), un puissant vasorelaxant, par
inhibition de la transcription d'une enzyme implkgudans sa synthése, la NO synthéase
inductible (Ricote et coll., 1998 ; Colville-Nasha®ll., 1998). Il semblerait que le mécanisme
général d’action anti-inflammatoire des ligands &%ARs soit la trans-répression sur des
voies NF-kB, STAT et AP-1 (Ricote et coll.,, 199€hung et coll., 2000 ; Delerive et coll.,
2001).

Le role des PPARs ne peut donc plus étre réduitearleffet sur le métabolisme
lipidique. Par des stimuli endogénes et pharmacotpgs, ils modulent aussi la réponse
inflammatoire et sont impliqués dans d’autres malad chroniques telles que le diabéte,

I'obésité ou le cancer.

4.4 Hypothese d’'implication de PPARy dans I'action des cellules T

Nous avons constaté que PRARtervient dans le catabolisme des acides grasaifeurs,
des études récentes ont montré que les activadeuP¥? AR peuvent jouer sur la régulation
des réponses inflammatoires en inhibant la prodocte I'IlL-2 et la prolifération des
lymphocytes T (Marx et coll., 2002frigure 21). Etant donné que le diabete et I'obésité sont
des pathologies associées a une perturbation daboiiésime lipidique et caractérisées par un
état inflammatoire marqué par I'activation des wWleb T, nous avons voulu savoir si ce
récepteur PPAR serait impliqué dans I'induction de la différegtodn des cellules T, chez
des souris.

Ainsi sera I'’hypothese de I'étude dont les résudtaint été publiés. (Article 2).
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TCR-CD3 complex

Fig 21 : Modele indiguant la suppression de T-boxgressed in T-cells (T-bet) médiée par
peroxisome proliferator-activated receptor (PPARe). La capacité de PPARA altérer l'induction
cinétique de la transcription de T-bet pourrai &ue a ce récepteur d'hormone nucléaire qui a la
capacité de transitoirement de supprimer le phaoytdton de p38 MAP kinase apres l'activation de
la cellule T. TCR, T-cell receptor; MKK, MAP kinagi:ase; p38, MAP kinase ; X, Y, facteurs de
transcription inconnus X et Y respectivement; lfzNnterferony; RXR, 9-cis-retinoic acid receptor;
Ras, monomeric guanine nucleotide protein codééepars proto-oncogéne; MEK, MAP kinase
kinase; ERK, extracellular signal-regulated kindse2, interleukin 2. D’apres (Szabo et al., 2000).

En résumé de cette premiére partie, nous pouvone djue le diabete et I'obésité
sont des pathologies associées a une perturbatiometabolisme lipidique et caractérisees
par un état inflammatoire marqué par l'activationed cellules T. Le role des PPARs ne
peut donc plus étre réduit a leur effet sur le mBtdisme lipidique. Par des stimuli
endogenes et pharmacologiques, ils modulent aussiréponse inflammatoire et sont

impliqués dans d’autres maladies chroniques teltpee le diabéte, I'obésité ou le cancer.

1. Nous avons constaté d’'une par gue récepteur PPAMR est un régulateur positif du
catabolisme des lipides et des acides gras. liuntat également dans la différenciation
des cellules ThO en Thl et Th2. Le diabéte et $ibbé&tant deux pathologies impliquant
I'activation des cellules T, nous avons investijimdplication du récepteur PPARdans
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I'inflammation des tissus adipeux et donc la ddfaiation des cellules T, chez des souris
WT et PPAR-null. Les résultats de cette investigation soriiligs dand’article n°1.

. Par ailleurs, nous avons constaté, dans cette pemmipartie, que:

Le DHA modulent l'activité des cellules immunocotapies. L'étude publiée dans
I'article n°2 rapporte les résultats de I'effet du DHA sur ldféienciation des cellules T
naives (ThO) en cellules productrices de cytokiftes et Th2. Comme nous l'avons vu, le
DHA est le produit final de la biosynthése des A@®la série n-3 et est biologiquement
plus stable. Le DHA est capable dinterférer avees Ivoies de signalisation
intracellulaires. Les expériences ont été effetusie les lymphocytes isolés des souris
PPARx et PPAR-null. Ainsi, nous avons évalué, ddieticle n° 2, I'effet du DHA sur
I'activation des MAP kinases : ERK1/ERK2 ; p38 MR&iRase et la JNK/1/2/3 kinase
induites par I'anti CD3 et I'anti CD28.
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eeeessssssssssssssssss PUDlICAtION N°]1  ———

Peroxisome Proliferator-Activated Receptore gene modulates insulin
transcriptional factors and inflammation in adiposetissues in mice
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Objectif de I'étude

Le but de cette étude a été d’évaluer I'implicatiten’absence de PPAR]ans
la modulation de la transcription des geneslmsuline et I'inflammation de
adipocytes chez les souris adultes C57BL/6J nos{@l&l) et les souris PPAR

null.
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Résumé :

A jeun, les souris PPARNull sont hypoglycémiques par rapport aux animgumoins WT.
La concentration en insuline et I'expression de ABNmM pancréatiques, par rapport aux
animaux témoins, sont diminuées chez les sourisR8RAIll, suggérant que la suppression
du gene de PPARcontribuait a la faible transcription de ces ges plus, la suppression
du géne de PPARaboutit a la diminution des facteurs de transicnipties géenes de l'insuline
comme Pdx-1, Nkx6.1 et MafA. En outre, la capapiédcréatique fonctionnelle est aussi
détériorée par la suppression du géne de RPARsque le pancréas des souris PRARII
exprime de faibles taux de Glut2 et de glucokindass. souris PPA&NuUIl expriment des
taux élevés d'adiponectine et de leptine compasdes souris témoins. Dans les tissus
adipeux, les souris PPARUIl présentent une augmentation de I'expressienC14 et
CD68 généralement exprimés par les macrophagessuparession du géne de PRAR
diminue, au niveau des adipocytes, I'expressioM@d-1, TNF, IL-1B, IL-6 et RANTES,
alors que l'expression de TLR-2 et de TLR-4 (réeap pro-inflammatoires) était élevéee
dans les tissus adipeux. Ces résultats suggewes gondition normale, la déficience en
PPARy, chez les souris est impliquée dans la moduladieria transcription des genes de
l'insuline et le statut inflammatoire dissu adipeux.

Pris en ensemble, les résultats suggerent qu’editcmm normale, la déficience en PPAR
null, chez les souris est impliquée dans la modhratle la transcription des génes de
l'insuline et le statut inflammatoire du tissu aslip.

Mots clés: Souris PPARx-Insuline-Tissu adipeux-Inflammation.
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Docosahexaenoic acid modulates the expression ob&t and GATA-3
transcription factors, independently of PPARu, through suppression of
MAP kinase activation

Eugene Attakpa Aziz Hichami, Anne Marie Simonin,

Esther Garcia, Karim L. Dramane, Naim Akhtar Khan

Biochimie 91 (2009) : 1359-1365.

Objectif de I'étude

L’'un des objectifs de cette étude a été d’évallmplication de I'absence de PPAR
dans la modulation de la transcription des factei@dranscription T-bet et de GAT2-
chez les souris adultes C57BL/6J normales (WT)R&ARR-null. Un autre objectif de cet
étude a dom été de déterminer d’'une part si les antis CD3[E28 induisent I'activation d
ERK1/2 ; CJUN kinase ; p38 Kinase.
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Biochimie 91 (2009) : 1359-1365.
Résumé

Nous avons exploré la modulation des cellules T ilaires (Th) par l'acide
docosahexaénoigu®HA), acides gras poly-insaturés n-3 (AGPI n-3). Le Dhl&xercé un
effet inhibiteur sur la prolifération des cellul€saussi bien chez les souris sauvages WT, sur
un fond génétique de C57BL6/J que chez les solrBRa-null des souris déficientes en
gene de PPAR et des souris; cependant, cet acide gras a edeséffets inhibiteurs plus
marqués chez les WT que chez les PRARIII.

DHA a diminué la sécrétion d'interleukine-2 (IL-@) IFN+y dans tous les deux groupes de
souris; cependant, cet acide gras a augmentérgtisécd’IL-4, une cytokine sécrétée par des
cellules Th2. La sécrétion d'lIL-4 par des cellulemduite par le DHA était plus importante
chez les animaux WT que chez les souris PARII.

L'absence de gene PPAR abouti a 'augmentation de 'TARNm de T-bet, ouhnt le fort
statut pro-inflammatoire de ces animaux. Comme préWHA contrdle négativement
'ARNmM de T-bet, un facteur de transcription defiubes Th1l, mais contréle positivement
'ARNmM de GATA-3, un facteur de transcription ddlakes Th2.

Il apparait donc clairement, a la vue de ces diffés résultatsafticle n°2), que le DHA
incite la différenciation Th2 de cellules ThO ehsoécanisme d'action pourrait étre PRAR
indépendant.

L'induction de I'expression de T-bet dans les &3ICD4+ a été positivement corrélée a
l'activation de p38 la protéine mitogen-activée (R)Akinase de MAPK (ERK1/ERK2).
Quoique les cellules T des souris PRARIII aient exprimé un plus fort niveau de
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phosphorylation de p38 que les cellules T de WTprésence d'un ligand de PPAR
effectivement supprimé leurs phosphorylations. tivaton de PPAR avec un ligand
fortement spécifique, le DHA, a diminué la phosptaiion des MAP kinases (p38 et
ERK1/2) dans tous les deux les types cellulaires. ibhibiteurs pharmacologiques des MAP
kinases ont aussi diminué T-bet et augmenté GATd3s les cellules T et s'est réveélé étre
capable de supprimer la phosphorylation de p38 M#Rse, de MAPK (ERK1/ERK2);
I'expression de T-bet et augmenter I'expressioGAgA -3.

Ces résultats démontrent une nouvelle influencelaégce indépendante a la liaison ADN et
un contrdle-agoniste régulateur par le récepteéhoraione nucléaire PPAR Ils démontrent
que DHA, via son action sur les MAP kinases, modigepression des facteurs de
transcription. En résumé, ces résultats expliqaeissi le mécanisme d'action de cet acide

gras sur la différenciation des cellules T dansddadie et la santé.

Mots clés Souris PPAR: -Acides graszellules T- MAPK.
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|. Discussion générale

1. PPARalpha module la transcription des genes deadteurs de transcription de
I'insuline et I'inflammation dans des tissus adipex des souris.

Nous avons vu, dans la premiere partie que poairécl'implication de PPA&dans
la modulation de la transcription du gene de llinguet I'inflammation de I'adipocyte, nous
avons conduit la présente étude sur les souris BRFAIR et WT. La premiere question est
comment PPAR, en conditions de jelnenodule les fonctions de cellules 3. Dans notre
étude, nous avons observé que des souris RIPWR ont développé I'hypoglycémie qui
pourrait étre liée a une baisse de l'oxydatioliadéde gras et a 'augmentation du besoin en
glucose comme une source d'énergie (Kersten .,)1#90outre, les souris PPARuIl ont
présenté des concentrations d'insuline et I'expres$es transcriptions de ’TARNm basses en
comparaison avec les souris WT. Ces observatiometmrent avec I'étude de Bihan et coll.
(2005) dans laquelle ces chercheurs ont montréRiERy est nécessaire pour assurer la
sécrétion correcte de l'insuline et l'inductionsd& ARNmM, qui fait partie de la réponse des
cellules 3 a I'hnyperglycémie.
Les cellules B pancréatiques produisent l'insudimgéponse a la demande physiologique et
hyper glycémique, en 15 minutes, résultat de Vatitn d'un réseau complexe par voies de
signaux intracellulaires qui déclenchent la séanétle I'insuline (Leibiger B et coll., 2002).
Les régulateurs transcriptionels positifs sont Bdet MafA qui se lient au promoteur de
l'insuline pour fournir un effet de synergie (Lawece et coll., 2005). Nkx6.1 affecte aussi la
sécrétion de linsuline induite par le glucose (Seh et coll.,, 2005). L'état hypo
insulinémique des souris PPARUIl peut étre lié a I'expression diminuée deRMmM de
Pdx-1, MafA et Nkx6.1 dans leur pancréas. De gufrte diminution de la transcription du
géene de l'insuline chez les souris PRARIIl pourrait étre due a la baisse de I'expresdmn
'ARNm de Pdx-1 chez ces animaux que chez les WTeftet, la délection du géne Pdx-1
dans le pancréas aboutit aux concentrations dimesulnormalement basses (Ahlgren et
coll., 1998). Dans notre étude, I'action de laediégbn de PPAR sur I'hypo insulinémie ne
semble pas étre obtenue par médiation de C/EBRisque I'expression de ce répresseur n'a
pas significativement changé dans les deux groupegendant, il n'est toujours pas clair de
la maniére dont PPARest impliqgué dans l'inhibition de I'expression'dd&kNm de Pdx-1,
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MafA et Nkx6.1. Ce phénomeéne est-il directementtddé@ par PPAR ou est ce la
lipotoxicité, causée par le PPA&RUII qui est responsable de ces observations ?.

La fonction des cellules 3 pancréatiques est assdeictivité de la glucokinase (GK). Nous
'avons observée chez les souris PRARII, il y avait une expression basse de 'TARNm de
GK en comparaison aux animaux WT. De la, I'expa@ssiiminuée 'TARNm de GK chez les
souris PPAR-null peut contribuer a réduire la fonction insidue des cellules R
pancréatiques (Liu et coll., 2000). Nos résullatsuggérent que PPAReut étre impliqué
dans le contrble de I'expression de 'ARNm de Ghuizde GK dans le pancréas. En effet,
PPARu est considéré comme un des facteurs de transeriptipliqué dans 'augmentation de
'expression 'ARNmM de Glut2 ou GK (Wang et coll998). Yoshikawa et coll. (2001) ont
aussi montré que les cultures a long terme deleslipancréatiques avec palmitate ont été
associées a l'expression réduite de 'ARNm des RPAR par conséquent a I'expression
basse de Glut2, GK, ou I'expression de '’'ARNmM deppoinsuline passe probablement par
l'inhibition de TARNmM de Pdx-1.

Dans le foie, nous avons observé chez les so@#sRE-null non seulement que les acides
gras libres se sont abondamment accumulés, mas BBs Nos observations corroborent les
découvertes de plusieurs chercheurs (Park et 20006) qui ont montré que chez les souris
PPARu-null s'accumule TG hépatique en liaison a l'alitaéion et pendant le jedne. Djouadi
et coll. (1998) ont annoncé que chez les sourisARPAUIl se développent les accumulations
massives de lipides du myocarde dans les condijanaugmentent le flux des acides gras.
Campbell et coll. (Campbell et coll., 2002) onpkxué ce phénoméene en démontrant qu'il y
a une augmentation marquée de Malonyl-CoA, un potsshibiteur d'oxydation de l'acide
gras, dans les coeurs des souris PERARI. Nous voudrions nous rappeler que les agesist
de PPAR baissent des niveaux de TG en augmentant I'expneds gene lipoproteine lipase
via un élément de réponse de PPAR (PPRE) dansotagbeur LPL (Schoonjans et coll.,
1996) et diminuant les niveaux de apo C-lll (Staeds coll., 1995). En plus, les souris
PPARu-null, dans notre étude, montrent un fort taux de3&FAT qui participera de
nouveau a augmenter l'assimilation de lipidesledoie et contribuera en fin de compte au
stéatose hépatique chez ces animaux. En outreNM\Rle SREBP1C est abaissé chez les
souris PPAR-null. SREBP1C contréle la transcription du géndadépogenese. De la, une
forte accumulation de TG et de l'acide gras libengl le foie, en liaison avec la forte
expression de FAT/CD36, pourrait étre responsabld'expression basse de ce facteur de

transcription chez ces animaux.
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Autant que l'adipokine est concernée, nous avorsergé une augmentation d'événement
concomitant avec I'expression de TARNm de l'atipctine et de la leptine chez les souris
PPARu-null et cette augmentation pourrait étre liéa grande taille des tissus adipeux chez
ces animaux en comparaison au WT. Nos résultattadorte expression de TARNm de la
leptine et I'adiponectine chez les souris PBARIIl corroborent les observations de Bihan et
coll. (2005) qui ont montré que les concentratidesces adipokines sont élevées chez les
souris PPAR-null. Autant que l'inflammation est concernée,adlponectine élevée peut
contrebalancer les effets de la leptine puisquepremier est antiathérogenique anti-
inflammatoire et le dernier est pro-inflammatoibegz et Iglesias , 2003).

Pour déterminer l'inflammation dans les adipocytess avons évalué quantitativement
I’ARNm des marqueurs bien connus des macrophagesinEmment, nous avons observé
gue l'expression des ARNm de CD14 et CD68, maiscphe de F4/80, était élevée chez les
souris PPAR-null. En effet, F4/80 est le vrai marqueur des moplcages. Dans notre étude,
ceux-ci sont présents dans les adipocytes, maig pas infiltré les macrophages, qui
expriment CD14 et CD68. Nos observations sont eéordcavec les résultats de Khazen et
coll. (2005) qui ont annoncé que les tissus adipeumains murins expriment CD14 et
CD68, mais pas F4/80, tant au niveau de 'ARNm guwdveau de la protéine. En plus,
Cousin et coll. (1999) ont démontré que les pr@@rites peuvent étre différenciés dans les
cellules macrophages semblables qui sont souiiées MOMA-2, un marqueur d'origine
monocyte macrophage, mais sont négatives pour F4/80

MCP-1 est connu pour étre sécrété par les tedipeux et ce facteur favorise l'infiltration et
la différenciation des macrophages (Weisberg 8t @03). Nous avons observé chez les
souris PPAR-null que I'expression de 'ARNm de MCP-1 est phasse que chez les WT,
suggérant que la délection du gene PBRARXplique la diminution de la population des
macrophages des tissus adipeux. Conséquemmeptebsion des ARNm de ILB1IL-6 et
TNF-a est plus basse chez les souris P&ARIl que celle de WT.

RANTES est considéré comme une adipokine avec gmepteur CCR5 exprimé
principalement sur des cellules T infiltrées (Wucell., 2007). Dans notre étude, on n’a pas
détecté I'expression de TARNmM de TGRt TARNmM de CCR5 dans les tissus adipeux des
souris. Cependant, nous avons observé que I'expresie 'ARNmM de RANTES a été
diminuée dans les tissus adipeux des souris BRAIR. L'adiponectine est capable de
réguler l'expression de RANTES (Wu et coll.,, 200 fort taux de 'ARNm de
'adiponectine dans les tissus adipeux de ces s@uairrait étre responsable de la diminution

de I'expression de 'ARNmM de RANTES. Notre hypothgrut étre soutenue par I'étude de
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Wu et coll. (2007) qui a Montré que les niveaux IBRNmM du RANTES étaient
négativement corrélés avec I'adiponectine desgisslipeux des souris.
On a montrén vitro que les adipocytes différenciés expriment TLR-Zl€R-4 (Lin et coll.,
2000). C’est connu depuis que les TLRs sont desiateéats de la réponse cellulaire au
lipopolysaccharide bactérien (LPS), cela n’est idsgjue lors d’une infection microbienne.
Les adipocytes peuvent jouer un role dans 'immuoaumtation (Creely coll., 2007). La forte
expression de TLRs est associée a une inflammatiorue. L'augmentation des ARNm de
TLR-2 et TLR-4 chez les souris PPARUIIl, suggére que PPARpourrait étre impliqué dans
la modulation d'endotoxémie. Autant que le mécaaistans l'induction de I'expression de
TLR est concerné, I'on a récemment montré queplinke peut inciter I'expression de TLR1-9
dans les adipocytes (Batra et coll.,, 2007). Dawtsenétude, le fort taux de 'ARNm de la
leptine chez les souris PPARUIl pourrait étre responsable de l'augmentaties thux
d’ARNm de TLR-2 et TLR-4.
Nos résultats ont également montré que P@#AlRrait nécessaire pour la sécrétion de
'insuline. En effet, Bihan et coll. (2005) ont g&gé, dans leur étude, que PRABerait
nécessaire pour assurer la sécrétion approprigsutine dans une situation d’hyperglycémie.
Pour résumer, notre étude démontre que PRARonNtrdle la transcription de genes
d'insuline et module l'inflammation par diminutiorde I'expression de '’ARNm de certains
agents pro- inflammatoires comme 'ARNm de MCP-INF-a, IL-6 et RANTES quoique
le ARNm dautres médiateurs pro inflammatoires coramTLR-2 et TLR-4 soient
augmentés en absence de PPAR Cependant, de nouvelles études sont exigées pour

clarifier le réle de PPAR, dans des conditions hyperglycémiques.
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2. L’acide docosahexanoique (DHA) module [I'expressiondes facteurs de
transcription T-bet et GATA-3, indépendamment de PRRa, par
suppression de l'activation des MAP kinases.

Nous avons rapporté, dans la premiére partie delamment, que le systeme
immunitaire occupe une place prépondérante danstdliation du diabéte et de 'obésité.
Nous avons également vu que de nombreux chercloatirsapporté la faible incidence du
diabéte et des maladies cardiovasculaires dangol@slations consommatrices des produits
de mer, les poissons riches en AGPI n-3. De plass rmvons rapporté des observations qui
évoquent I'effet immunosuppresseur des AGPI. Ledaufétude rapportée dansitticle n°2
est d’évaluer I'implication de I'absence de PRA&anNns la modulation de la transcription des
facteurs de transcription T-bet et de GATA-3 chez $ouris adultes C57BL/6J normales
(WT) et PPARi-null. Lors de I'activation des cellules T, les @pide signalisation convergent
vers l'activation des MAP kinases ERK1/2, qui somportantes pour la prolifération
cellulaire. De plus, il a été mis en évidence d&wtatoire que le DHA inhibe les MAP kinases
dans les lymphocytes T Jurkat. Un autre but de &ttde a donc été de déterminer d’une part
si I'anti CD3 et CD28 induisent I'activation de ERR, CJUN kinase, p38 Kinase et le DHA
peut moduler ces actiavations d’autre part.

Un certain nombre d'études ont investigué sur édfets des acides gras polyinsaturés n-3
(AGPI) dans la gestion des maladies auto-immunesne® la polyarthrite chronique
evolutive (Kremer et coll., 1990), le psoriasist{idier et coll., 1988) et la dermatite atopique
(Bjorneboe et coll., 1987). Ces études ont démaqieile DHA exerce des effets bénéfiques
et inhibe la prolifération de la cellule T (Kremet coll., 1990, Bittiner et coll., 1988,
Bjorneboe et coll.,, 1987). De méme nous avons ausservé que cet acide gras inhibe la
prolifération des cellules T chez tous les dewupges de souris. En outre, DHA a diminué la
sécrétion d'IL-2 et IFN- dans tous les deux groupes de souris; cependatnécitle gras a
augmenté la sécrétion d'lIL-4, une cytokine sécrpt¥des cellules Th2. La sécrétion d'IL-4
par les cellules T induite par le DHA était obséteaaussi bien chez les Souris WT et
PPAR™". Ces observations suggérent que DHA puisse chadgsr cellules Thl en
phénotype Th2. En plus, les cellules T des souBaRR™' ont moins de réponses
prolifératives en comparaison aux souris WT (& em raison du fait qu’il y a moins de
forme d'IL-2 sécrétée dans l'environnement exthaledle. En fait, la prolifération des
cellules T est un phénomeéne IL-2-dépendante. Ligrdificiation des cellules T naives en

sous-ensembles Thl et Th 2 est fermement réguléBaptvité des voies de signalisation
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spécifiques et des facteurs de transcription (Hoo#t, 2002). Le facteur de transcription de
T-bet, représente un régulateur clef de développéroellulaire Thl par sa capacité a
transactiver le gene IFN-en réprimant simultanément I'expression du géré (Szabo et
coll., 2000). Le GATA-3 représente un facteur dascription clef pour le développement de
cellules Th2. L'absence de GATA-3 dans des so@dsiit I'expression de cytokines TH2
vitro etin vivo (Yamashita et coll., 2004). Nous avons obsen&l@bsence de géne PPAR

a abouti a l'augmentation de I'expression de I'ARNFrbet et une diminution de la
transcription de GATA-3. Nous avons aussi obsen IfFN-y a fortement été sécrétée par
le cellules T de PPAR". Nos observations corroborent plusieurs étudesauimontré que
les cellules T de PPAR" expriment abondamment '’ARNm de T-bet et sa pnetédones

et coll., 2002; Gocke et coll., 2009). Il a étggére que la voie de signalisation IfNies
cellules T des souris PPAR" peut rapidement inciter I'expression de T-bet dasscellules
(Lighvani et coll., 2001). Ces observations indigjugussi le fort statut pro-inflammatoire des
animaux PPAR™".

Quand les cellules T ont été traitées avec le Dhi#ys avons observé que cet acide gras
diminue I'expression de T-bet et augmente cell&A&A-3 tant chez les animaux WT que
chez PPAR™". Ces résultats suggérent que DHA engage la diftéaton des cellules T
vers le phénotype Th2 de facon PRARdépendante. Ces observations, en partie,
corroborent plusieurs rapports qui ont montré quagime enrichi en acide gras polyinsaturés
de la famille n-3 (AGPI) augmente le phénotype Td¢2 rats wistar (Khan et coll., 2006) et
des rats BB (Kleeman et coll. 1998) Aucune étudstrisponible sur la modulation de T-bet
et de GATA-3 par l'acide gras polyinsaturés de daifle n-3 (AGPI); cependant, on a
récemment montré que les prostaglandines dimirl@xprression de T-bet dans les cellules T
(Napolitani et coll., 2009).

Pour éclairer l'implication de PPARdans les mécanismes d’action, nous avons utilisé
WY14,643, un agoniste du récepteur PRBARous avons observé que WY14, 643 inhibe la
prolifération des cellules T de WT. Cet agent iehitaussi légérement, quoique
significativement la prolifération des cellules ez les souris PPAR (presque 10 %). Ces
observations suggerent que WY14,643 module la fpration des cellules T de fagon
PPARu-indépendante, au moins dans les cellules T RBAREN outre, DHA a exercé une
réponse additive sur l'inhibition de la prolifécati des cellules T de WT, suggérant de
nouveau que les cibles de ces agents (de WY14t6B34) sont différents autant que

l'activation de cellules T est concernée. Il a &emment démontré que DHA inhibe la
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prolifération des cellules T, en interférant en atmau niveau de la cascade de signalisation
(Denys et coll., 2005, Denys et coll., 2001, Deetysoll., 2004, Khan et coll., 2006).

Pour comparer les effets de WY14,643 avec DHA s fdcteurs de transcription, nous
avons évalué par RT-PCR et le western blot I'egwasde T-bet et GATA-3. Dans des
cellules T de WT, DHA et WY14,643 ont exercé defetsfadditifs sur la diminution des
facteurs de T-bet et une augmentation de GATA-3.1d)dl est possible que WY14, 643
agisse via PPA&Rdans les cellules T WT. Cependant, DHA agit vraitsar une cible, autre
gue PPAR; car cet acide gras potentialise l'action de WWB43 sur les facteurs
transcription. Les observations sur WY 14,643 petiétre justifiées selon un rapport récent
qui a démontré que gemfibrozil, un agoniste de PRABRotege les souris d'EAE en
augmentant la transcription de GATA-3 et en dimimuzelle de T-bet (Gocke et coll., 2009).
Néanmoins, WY 14, 643 agit aussi de facon PRARdépendante comme cet agent exerce la
méme action dans les cellules T PRAfR Le DHA augmente tant les niveaux de
transcription de GATA-3 que de sa protéine. Auksirhinue I'expression de T-bet dans les
cellules T PPAR™", suggérant que DHA agisse vraiment indépendamdeRPARe. .

Nous avons observé une forte expression de p38 MARKS pas dERK1/2 et INK, dans les
cellules T de PPA&"". Jones et coll. (2003) ont remarqué que dans édisles T de
PPAR™' I'express de p38 MAPK est fortement exprimée dit ue PPAR réprime
l'activation de p38 MAPK par un mécanisme de dinisDN- indépendante (Jones et coll.,
2002). Les mémes auteurs ont proposé que la fotiteté de MAP kinase dans les cellules T
de PPAR™" pourrait accélérer indirectement I'expression deefl Plusieurs études ont bien
montré que l'activité de MAP kinase est associéa différenciation cellulaire vers le
phénotype Thl et a la production d’'IFNRincon et coll., 1998). Il a été récemment établ
gue les MAP kinases activées dans les celluldsl T CD4 + par une cascade de
signalisation qui impligue GADD45 une protéine qui peut physiquement agir
réciproquement avec PPARLu et coll.,, 2001). Alternativement, PPAReut supprimer
l'activation de MAP kinase en s’associant avecagertomplexe de protéines secondaires.
Nous avons observé que tant DHA que WY14,643 ardiéni'expression des trois MAPK
tant dans les cellules T de WT que dans P&AR D’autres auteurs ont aussi moritréivo
gu'une supplémentation avec DHA a pu diminuer iVi#tét de p38 MAP kinase dans les
plaguettes (Lu et coll., 2001). Nous avons prégcgdent montré que DHA exerce des effets
d'immunosuppresseurs via son action inhibitrice BRK1/2 dans les cellules T (Denys et
coll., 2005; Denys et coll., 2001, Khan et cdD06).
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Cependant, il reste a élucider comment le DHA éibant les MAPK augmente I'expression
de GATA-3. Néanmoins, il est clair que l'inhibitides MAPK pourrait moduler I'expression
des facteurs de transcription des cellules T comauss I'avons observé avec I'utilisation de
'U0126, un inhibiteur de MEK1/2 et le SB20219Gy imhibiteur de P38 MAPK qui a fait
diminué I'expression de TARNm de T-bet et augnéefgxpression de '’ARNm le GATA-3
dans les cellules T de WT. De facon intéressabwegkai et coll. (2006) ont démontré que
les MAP kinases (p38 et ERK1/2) pourraient étreliguyg dans la différenciation cellulaire
Th1l ou p38 agirait en amont de T-bet et ERK1/2 neyduet le mécanisme de différenciation
et l'inhibition des activités de deux MAPK bloquerocompletement la différenciation
cellulaire Thl tandis que l'inhibition de p38 MARMKoque partiellement ce processus. De Ia,
nous pouvons présumer que le DHA via son actionp88r bloguera I'expression de T-bet
tandis que cet acide gras via l'action inhibitrsze ERK1/2 sera responsable du blocage
complet de la différenciation cellulaire Thl. Daes cellules T de PPAR" SB202190,
mais pas U0126, ont aussi exercé la méme actiorlasorodulation de I'expression des
facteurs de transcription des cellules T. Bachmetnooll. (2007) ont aussi montré que les
expressions de 'ARNmM de T-bet et de sa protéimease supprimées par l'inhibition de
l'activité de p38 MAP kinase. SP600125, un inhinitde Jun N-terminal kinase/1/2/3, a
modulé l'expression des facteurs de transcriptiem ckllules T dans tous les deux types
cellulaires (données non publiées). Dans I'ensemmure étude démontre que le DHA joue
un nouveau réle dans la régulation transcriptiendlexpression de gene de T-bet dans les
cellules T. La capacité de DHA a négativement mé&gliexpression de T-bet induite par
l'activation des cellules T peut influencer la tigge de Thl vers le phénotype Th2. La
capacité de DHA a supprimer l'activation des MARakies et par conséquent & augmenter
I'expression de GATA-3 peut permettre de répondme facteurs exogenes qui peuvent
influencer les effets sur les cellules T aprés Eiumulation. Notre étude montre aussi que
DHA peut inciter la différenciation Th2 de facon ARy-indépendante, par conséquent, peut

moduler la progression des maladies immuno-médiées.
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Il. Perspectives

Les principaux résultats, obtenus au cours de hodeg, nous ont inspirés un certain
nombre d’interrogations:

Le récepteur PPAR ayant été décrit comme inhibiteur des cytokined Eh que la
balance cytokiniqgue Th1/Th2 jouant un rdle impaitamous avons donc investiguer la
modulation de la transcription des facteurs destraption de l'insuline et l'inflammation dans
des tissus adipeux, chez des souris sauvages sdr génétique de C57BL6/J et leurs
homologues chez qui le géne de PRAREté invalidé (PPA&RNuUIl).

Nous avons observé, dans plusieurs articles qusoless diabétiques (diabéte expérimental)
et obéses ont présenté plusieurs anomalies méjabsliet immunitaires. Chdhomme, a
I'étape actuelle de nos connaissances, des conses/demeurent sur le diagnostic du diabéte
ne prenant pas en compte les perturbations médgalesliau cours de la grossesse. De plus,
aucune étude n'a été réalisée sur le statut inmaitmides diabétiquedu Bénin. C’est
pourquoi, nous envisageons en perspective, aprae toese,d’étudier les anomalies
meétaboliques et I'évolution du statut immunitaire dans le diabéte et dans I'obésité en
général et de I'obésité infantille en particulier @ Bénin.

Cette étude sera effectuée dans le but de comgréaslraltérations métaboliques,

d’évaluer entre autre leur statut immunitaire hushor

1. Effets antidiabétiques des extraits de plantes noéwiles du Bénin
Dans un ouvrage exhaustif surgharmacopée du Bénin plusieurs plantes, notamment
Anacardium occidentaleAnchomanes difformisBridelia ferruginea Cassa occidentaljs
Caesalminia pulcherrima Ficus glumosa Hexabolus monopetalusJatropha curcas
Jatropha gossypiifoliaLantana camaraMomordia chrantiaet Terminalia catapaont été

décrites comme possédant des propriétés anti-aiakét(Adjanohoun et coll., 1989).

Des études préliminaires siomordia chrantiaont montré que I'extrait de cette plante

exercerait desffetsimmunostimulateurs

Dans une étude récente, Ahmed et coll. (2001) onstaté que I'extrait des fruits de
Momordia charantiaexercerait des effets hypotriglycéridémiques etolafiolestérolémiques
chez le rat diabétique. De plus, I'extrait de frdét Momordia exerce également une action
antioxydante chez le rat (Raza et coll., 2001).faie que le pancréas est I'organe le plus

touché lors du diabéte, certaines equipes ont étladiphysiologie de cet organe et ont
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démontré que le jus de fruit domordia charantisaugmenterait le nombre de ces cellfles
chez le rat diabétique (Ahmed et coll., 1998). ltrait de fruit de cette plante est également
utilisé dans d'autres pays, tels que I'Inde (PlateBrinivasan, 1997) et les Emirats Arabes
Unis (Raza et coll., 1996).

> Le diabete de type 1 étant une maladie auto-imnuamactérisée par l'infiltration des
cellules T autoréactives dans les filots pancréagiginous envisageons, dans nos
perspectivesd’élucider l'effet de quelques plantes sur l'actittan des mécanismes
précoces de la prolifération des cellules. T’augmentation du taux de calcium
intracellulaire fait partie de ces mécanismes.

» Des études ont montré, au cours de ces derniemdSesnque le principe actif de
Mormodica charantig ayant la propriété hypoglycémiante, serait leypeptide P
contenu dans le fruit de cette plante. En effetisiédudierons I'effet du polypeptide P sur
la prolifération des cellules T humaines.

» Nous étudierons également l'effet du polypeptide Psur I'expression de
l'interleukine-2 (IL-2) par RT- PCR quantitative.

2. Implication de PPAR-alpha dans la sécrétion de Kuline
Certaines études ont montré que PBARrait également impliqué dans la sécrétion de
linsuline (Bihan et coll., 2005). Nous meéneronss détudes pourélucider les effets
bénéfiques exercés par les extraits des différentgdantes. En effet, nos prochaines
expériences nous permettront de prouver si ce r@eePPAR: intervient dans la voie de

signalisation de la cellulgg pancréatique, aboutissant a la transcription d&seg de

I'insuline.

» des ilots pancréatiques seront prélevés chez dess 98PARi-null adultes et nous
étudierons l'effet des agonistes PRASUr la mobilisation du calcium intracellulaire.
»  Ces ilots seront également cultivés en présencdiffésentes doses de glucose et nous
évaluerons, dans ces conditions, leur capacitératee I'insuline.
Ces différentes expériences nous permettrontndeux comprendre les mécanismes
pathologiqueset immunologiquesmpliqués dans la progression du diabéte humdlies E
nous fourniront des informations scientifiques @mnant lerble des plantes médicinales dans

I'activation des cellules T.
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Les résultats attendus de ces études, en persgeatious permettront égalementvadider
I'efficacité des extraits des plantes médicinaléflisées depuis des siecles en Afrique noire,
comme un traitement de certaines pathologies coteménaladies cardiovasculaires et les
inflammations. Sachant que le systéme immunitaceupe une place importante dans
l'installation du diabéete et de I'obésité, nousall étudier les effets des extraits de ces plantes

médicinales sur le systéme immunitaire. Aussi rallesis étudier :

1. Le Rdéle des extraits de ces plantes dans l'actoratiies MAP kinases post-phase S par
la costimulation (CD28 / B-7.1/B-7.2)

L'activation des cellules T est déclenchée patitautation d'un antigéne engendrant la
production de I'IlL-2 et I'expression de son récap{d_-2R) correspondant a la transition en
phase-S du cycle cellulaire (Muellet coll, 1989). Deux signaux membranaires ont été
définis concernant l'activation des cellules T @age de repos : un signal déclenché par la
reconnaissance de l'antigene par le complexe TCR/ARutre mettant en jeu une
costimulation via le récepteur CD28. Cette costatiah potentialise la production d'IL-2 par
rapport a l'activation seule du TCR.

Le couplage de CD28 avec des protéines tyrosinesis&s, la phospholipase C et
I'hnoméostasie calcique a été démontré. Cependant,irhplication dans la transmission du
signal dépend du type d'antigéne reconnu par CD28.

Les molécules de costimulation les mieux caradésssur les cellules présentatrices de
antigene sont les molécules B-7, B-7.1 et B-7C&s molécules ont une structure
homodimérique. Elles appartiennent a la superfantils immunoglobulines. B-7.1 et B-7.2
et sont exprimées exclusivement a la surface deleglcapables de stimuler la prolifération
des lymphocytes T. Les molécules B-7 interagisagat deux types de récepteurs présents a
la surface des lymphocytes T : CD28 et CTLA-4. igation B-7/CD28 potentialise la
prolifération des cellules T. CD28 est le seul ptear des molécules de costimulation
exprimé sur les cellules T naives. Aprés leur atitim, les cellules T peuvent exprimer le
second récepteur des molécules B-7 c’est-a-direACALCTLA-4 a une forte homologie de
séquence avec CD28 et les deux molécules sontcpdéales génes voisins sur le génome.
CTLA-4 se fixe sur les molécules B-7 avec une @#iningt fois supérieure a celle de CD28
et induit un signal inhibiteur aux lymphocytes Tihags. De ce fait, CTLA-4 joue un r0le
primordial dans le contrble de la réponse immurdtaén limitant une expansion trop
importante des lymphocytes T activés par I'antigéehen permettant I'arrét de la réponse

immunitaire. Ce réle de CTLA-4 a été confirmé clues souris mutées pour ce géne. Ces
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souris présentent en effet un syndrome lymphogmaliff massif fatal. Bien que de
nombreuses molécules aient été impliquées danghi&someénes de costimulation, jusqu’a
présent, seules les molécules B-7.1 et B-7.2 sapdhes, lors de leur interaction avec CD28,
de produire les signaux nécessaires a I'inductionedréponse immunitaire normale.

En ce qui concerne ERK1/ERK2, certains auteursdéntontré que l'activation de CD28 par
B-7.2 est couplée a l'activation de Vav permettgdthange GDP/GTP sur p2l ras. La
protéine p21-ras associée au GTP peut alors s& Raxf pour I'activer. Raf phosphoryle MEK
qui, a son tour, phosphoryle ERK1/ERK2 (Nueésoll, 1994).

Par conséquent, il serait intéressant de déterménedle des extraits de ces plantes sur
l'activation des MAP kinases induite par costimolaiCD3/CD28 lors du déclenchement des
événements tardifs. Nous avons démontré que le DétAlle les événements précoces
déclenchés par I'activation du complexe TCR/CD3 sksemble intéressawtévaluer leurs
effets sur le déclenchement des événements tardifisduits par costimulation du
complexe TCR/CD3/CD28.

La costimulation de CD28 active deux sous grougeMAPK, p38 et c-jun amino-terminal
kinase (JNK). Des études ont déja mis en évideneel'gctivation de la voie JNK induit la
production d'IL-2. Il serait donc intéressant diéu le réle des extraits des plantes sur cette

voie de signalisation.

2. Role du calcium et extraits de plantes dans l'aation des MAP kinases

Atherfold et coll. (1999) ont mis en évidence quebmycine induit I'activation d’'ERK. La
thapsigargin est également capable d'induire Isgarylation des MAP kinases dans les
cellules Jurkat-T. Ainsi selon ces auteurs, l'auggateon du calcium cytosolique joue un role
dans le contrble de la voie des MAP kinases. Laeoination du calcium intracellulaire dans
les cellules T en phase de repos est de l'ordrel0fmM alors que la concentration
extracellulaire est de 1ImM. Comme nous l'avons ®uasdl'introduction, l'activation des
cellules T induit une sortie de calcium du rétienlendoplasmique (RE) par I'action ded'IP
Cette augmentation déclenche un efflux calciqueydosol vers le milieu extracellulaire suivi
d'un influx calcique du milieu extracellulaire vels cytosol, permettant de maintenir
I'élévation calcique dans ce compartiment. Il setanc intéressard'étudier les effets des
extraits de plante sur l'activation des MAP kinasesvis-a-vis de l'augmentation du

calcium intracellulaire dans les cellules T.
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3. Roéle des AGPI n-3 sur la balance Th1/Th2 au coursre pathogénicité

Les cellules T CD4+, nous l'avons vu dans le chapit se différencient en cellules T
inflammatoires (Th1) ou en cellules T auxiliaird®). Le choix de l'orientation vers I'un ou
lautre type cellulaire est encore mal connu. bétation de certaines cytokines,
particulierement les IL-12 et IL-4, pourraient agur les cellules CD4+ et orienter leur
différenciation. L'agent infectieux capable d'iméuia production de telle ou telle cytokine peut
également intervenir. De nombreuses études ont wkéénie rdle important joué par I'EPA et le
DHA dans la différenciation cellulaire. Par conséugfi) ceci laisse supposer que ces acides gras
pourraient avoir un effet sur les cellules CD4+.

L'activation sélective des cellules T inflammatsireonduit a l'immunité a médiation

cellulaire, alors que la production sélective ddutes T auxiliaires alimente l'immunité

humorale. Ainsi, il serait intéressandtétudier le réle des extraits de plante sur la

différenciation des cellules CD4+ au cours de ceiitzes pathologies.

Ces résultats ouvriront des possibilités soutendiesilisation de ces extraits dans le

traitement de ces maladies.

4. AGPI n-3 pourrait moduler l'activation de ces celes chez des souris rendu

allergiques ou atteintes d’'un cancer
Les travaux présentés dans ce manuscrit ont t@ltodd démontré que le DHA, sous

forme d’acide gras libre, modifie les capacitéspsapsives et migratoires des cellules T

régulatrices et T effectrices.

Comme nous l'avons décrit dans la premiere padiedtte these, la stimulation du TCR
par un antigéne spécifique permet la différencmties cellules ThO vers un phénotype Thl
ou Th2. Les phénotypes Thl et Th2 different del@arofil des cytokines qu’ils produisent,
ce qui leur confere des propriétés fonctionneligdcsiques. Dans le diabete de type | ou
diabéte auto-immun, la destruction des cell@esncréatiques (cellules impliquées dans la
sécrétion de linsuline) est associée a une exjpresgnportante de cytokines pro-
inflammatoires de type Thl. Nous rappelons queyskines produites par les cellules Th2
sont impliquées dans I'immunité a médiation hurmarélne autre population de cellules T
sont impliqguées dans la réponse auto-immune, celssrcellules T régulatrices ou T-reg
(CD4"/CD25). Elles inhibent l'activité des cellules T autaefives. Il a été mis en évidence
chez les souris NODNon-Obese Diabetjcqu’un déficit en cellules T-reg aggrave le digbe

auto-immun.
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Il serait intéressant deléterminer si un régime enrichi en AGPI n-3 pourrat
moduler I'activation de ces cellules chez des soarrendues allergiques ou atteintes d’un
cancer.

Comme nous l'avons mentionné dans I'étude de ceustam, les lymphocytes T
requierent pour leur complete activation et prodfion, un deuxieme signal de co-stimulation
délivré par le récepteur CD28. Le couplage de Cl28c les tyrosines kinases, la
phospholipase C et 'homéostasie calcique a été anifvidence. Certains auteurs ont
également démontré que l'activation de CD28 esplérua l'activation de Vav permettant
ainsi 'échange GDP/GTP sur la protéine p2lraspiaéine p21lras associée au GTP peut
alors se lier a Raf pour l'activer. Raf phosphorffdfeK qui & son tour phosphoryle
ERK1/ERK2.

Il serait par conséquent intéressantdééerminer I'action de DHA, sur les protéines
Syk et Gab2.
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Résumé

Notre étude a montré I'implication de la déficiert® PPAR dans la modulation de
la transcription des genes de linsuline et defliimmation des adipocytes chez les souris
adultes C57BL/6J (WT) et PPAR©uUIl. A jeun, les souris PPARNull sont hypoglycémiques
par rapport aux animaux témoins WT. La concentnaga insuline et I'expression de ses
ARNmM pancréatiques, par rapport aux animaux témaost diminuées chez les souris
PPARu-null, suggérant que la suppression du géne de RPéddtribuait a la faible
transcription de ces genes. De plus, la suppreskiarene de PPARaboutit a la diminution
des facteurs de transcription des genes de I'mswomme Pdx-1, Nkx6.1 et MafA. En outre,
la capacité pancréatique fonctionnelle est austdridéée par la suppression du gene de
PPARux puisque le pancréas des souris PBRARII exprime de faibles taux de Glut2 et de
glucokinase. Les souris PPARUIl expriment des taux élevés d’'adiponectine eetiaptine
comparées aux souris témoins. Dans les tissusiadifes souris PPA&RNull présentent une
augmentation de I'expression de CD14 et CD68 gé&réent exprimés par les macrophages.
La suppression du gene de PRARmMInue, au niveau des adipocytes, I'expressiovi@é-
1, TNFa, IL-1B, IL-6 et RANTES, alors que I'expression de TLRiZle TLR-4 (récepteurs
pro-inflammatoires) était élevée dans les tissuipeat. Ces résultats suggerent qu’en
condition normale, la déficience en PRARhez les souris est impliqguée dans la modulation
de la transcription des génes de l'insuline etdéus inflammatoire du tissu adipeux.
En outre, l'invalidation du géne de PP&Bans les cellules T a abouti & I'augmentatiom-de
bet et la diminution de GATA-3 tant aux niveaux ldeprotéine que de T/ARNm. Comme
prévu, I'acide Docosahexaénoique (DHA) a exercé serlement un effet inhibiteur sur la
prolifération des cellules T, mais aussi a dimifaugécrétion d’IFNy et stimulé la sécrétion
de I'lL-4 dans les deux types cellulaires. Le DHAuwssi diminué T-bet et augmenté GATA-3
tant au niveau de la transcription qu’au niveaulad@rotéine. Quoique les cellules T des
souris PPAR-null ont exprimé un plus fort niveau de phosphatigh de p38 MAP kinase
que les cellules T de WT, le DHA a diminué la pitawylation des MAP kinases (p38 et
ERK1/2) dans tous les deux les types cellulaires. ibhibiteurs pharmacologiques des MAP
kinases ont aussi diminué T-bet et augmenté GATdaBs les cellules T. Ces résultats
démontrent que le DHA, via son action sur les MAkakes, module I'expression des facteurs
de transcription. Ces résultats expliquent aussideanisme d'action de cet acide gras sur la

différenciation des cellules T dans la maladieaetdnté.

Mots clés Souris PPAR-Insuline-Tissu adipeux-Inflammation-AGPI n-3-Cédlsl T-MAPK.
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Abstract

We, therefore, assessed, in this study, the effett$¥PAR: deficiency on the
expression of MRNA encoding for the insulin geranscription factors in pancreafiecells
along with those implicated in inflammation in aoe tissues. On fasting, the adult PIBAR
null mice were hypoglycemic. Serum insulin concatbns and its pancreatic mRNA
transcripts were downregulated in PRARuUll mice, suggesting that PPARyene deletion
contributes to low insulin gene transcription. TRBARy gene deletion downregulates the
MRNA expression of insulin gene transcription fasta.e., Pdx-1, Nkx6.1, and MafA.
Besides, the pancreatic function was diminishedPByARy deficiency as PPA&RNnull mice
expressed low pancreatic Glut2 and glucokinase mRRIRARx-null mice also expressed
high adiponectin andleptin mRNA levels comparedvildl type animals. Adipose tissues of
PPARu-null mice exhibited upregulation of CD14 and COB&NA, generally expressed by
macrophages. PPARa gene deletion downregulatesadipocyte mRNA of certain pro
inflammatory agents, like MCP-1, TNF-a, IL-1b, IL-&nd RANTES, though pro-
inflammatory TLR-2 and TLR-4 mRNAs were upregulabedhe adipose tissues. Our results
suggest that PPARa deficiency, in mice, is impédatn the modulation of insulin gene
transcription and inflammatory status in adipossues.The present study was conducted on
CD4+ Tcells, isolated from wild type (WT) and PP#&Rull mice, in order to assess the
mechanismof action of docosahexaenoic acid (DHA)n-& fatty acid, in the modulation of
two transcription factors, i.e., T-bet and GATAu3plicated in T-cell differentiation towards,
respectively, TH1 and TH2 phenotype. The T-celtsnirPPAR-null mice secreted higher
IFN-y and lower IL-4 concentrations thanWT T-cells. Reriore, the deletion of PPAR
gene in T-cells resulted in the upregulation ofef-and downregulation of GATA-3 both at
MRNA and protein levels. DHA exerted not only ahilritory effect on T-cell proliferation,
but also diminished IFN-and stimulated IL-4 secretions in both cell typB$dA also
downregulated T-bet and upregulated GATA-3 bothtrahscription and protein levels.
Though the T-cells from PPARNull mice expressed higher p38 phosphorylatiom el T-
cells, DHA diminished the MAP kinase phosphorylati@p38 and ERK1/2) in both the cell
types. The pharmacological inhibitors of MAP kinmsalso downregulated T-bet and
upregulated GATA-3 in T-cells. Altogether, thessulés demonstrate that DHA, via its action
on MAP kinases, modulates the expression of trgsteam factors. These results also explain

the mechanism of action of this fatty acid on Tl-ddferentiation in disease and health.

Keywords: Mouse PPAR-Insulin-Adipose tissue-Inflammation- Fatty acidseells-
MAPK
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