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RESUME 

L’acide docosahexaénoïque (DHA, 22:6n-3) est le principal acide gras oméga-3 des tissus 

cérébraux et est essentiel au développement et aux fonctions du cerveau. Une diminution  de 

la concentration cérébrale du DHA est observée chez les patients souffrant de maladies 

neurodégénératives telles que les maladies d'Alzheimer et de Parkinson. Un apport ciblé du 

DHA au cerveau pourrait compenser ces carences. Le DHA sanguin est transporté à travers la 

barrière hémato-encéphalique (BHE) plus efficacement lorsqu’il est estérifié en position sn-2 

de la lysophosphatidylcholine (lysoPC). Nous produisons au laboratoire une 

phosphatidylcholine structurée pour mimer la 2-docosahexaénoyl-lysoPC (lysoPC-DHA), 

nommée AceDoPC (1-acétyl,2-docosahexaénoyl-glycérophosphocholine), qui peut être 

considérée comme une forme stabilisée de la lysoPC-DHA physiologique et qui est 

neuroprotectrice dans l’accident ischémique cérébral. Le premier objectif de ce travail a été de 

comparer le passage du DHA marqué non estérifié ou estérifié dans l’AceDoPC ou dans une 

phosphatidylcholine (PC-DHA), lié au plasma, à travers un modèle in vitro de la BHE. Ce 

modèle est constitué d'une co-culture de cellules endothéliales des capillaires cérébraux 

bovins et de cellules gliales de rats nouveau-nés. Nous montrons un passage préférentiel à 

travers la monocouche endothéliale et une captation préférentielle par les cellules gliales de 

l’AceDoPC comparativement au DHA non estérifié et à la PC-DHA. Nous montrons 

également que l’AceDoPC est hydrolysée, en partie, en lysoPC-DHA et que les 

phosphatidylcholines (PC) et les phosphatidyléthanolamines (PE) sont les classes lipidiques 

les plus marquées des cellules endothéliales et des cellules gliales. L’AceDoPC est aussi 

présente, en partie, sous forme de molécule entière dans les cellules. Le deuxième objectif de 

ce travail a été de confirmer si cette préférence pour la forme AceDoPC était également 

observée in vivo. Nous avons donc étudié, chez des rats âgés de 20 jours, la captation 

cérébrale des différentes formes d’apport du DHA précédemment utilisées (DHA, AceDoPC, 

PC-DHA). Nous démontrons que l’AceDoPC apporte le DHA au cerveau plus efficacement 

que les autres formes d’apport de DHA et que cette préférence pour l’AceDoPC est spécifique 

au cerveau puisqu’elle n’est pas observée pour les autres organes étudiés. L’AceDoPC est 

trouvée, en partie, sous forme intacte dans le cerveau. L’autoradiographie ex vivo du cerveau 

de rat révèle que le DHA provenant de l’AceDoPC est localisé dans des régions cérébrales 

spécifiques jouant un rôle important dans la mémoire et les fonctions cognitives. Enfin, en 

utilisant des approches de modélisation moléculaire, nous démontrons que les potentiels 

électrostatiques et hydrophobes sont distribués de manière très similaire au niveau des 

surfaces de l’AceDoPC et de la lysoPC-DHA. En conclusion, nos études montrent que 

l’AceDoPC est un transporteur privilégié et spécifique du DHA au cerveau. En considérant 

les rôles essentiels du DHA pour le cerveau, cette nouvelle approche de ciblage cérébral du 

DHA offre des perspectives prometteuses dans le développement de stratégies préventives et 

thérapeutiques pour les maladies neurologiques. 

 

Mots clés : Acide docosahexaénoïque, lysophosphatidylcholine, 1-acétyl,2-docosahexaénoyl-

glycérophosphocholine, transport, barrière hémato-encéphalique, cerveau. 
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ABSTRACT 

Docosahexaenoic acid (DHA, 22:6n-3) is the main essential omega-3 fatty acid in brain 

tissues required for normal brain development and function. A decrease in the cerebral 

concentration of DHA is observed in patients suffering from neurodegenerative diseases such 

as Alzheimer’s and Parkinson’s. Targeted intake of DHA to the brain could compensate for 

these deficiencies. Blood DHA is transported across the blood-brain barrier (BBB) more 

efficiently when esterified at the sn-2 position of lysophosphatidylcholine (lysoPC). We 

produce in the laboratory a structured phosphatidylcholine to mimic 2-docosahexaenoyl-

lysoPC (lysoPC-DHA), named AceDoPC (1-acetyl,2-docosahexaenoyl-

glycerophosphocholine), that may be considered as a stabilized form of the physiological 

lysoPC-DHA and that is neuroprotective in experimental ischemic stroke. The first objective 

of this work was to compare the passage of either labeled unesterified DHA or DHA 

esterified in AceDoPC or in phosphatidylcholine (PC-DHA), bound to plasma, through an in 

vitro model of the BBB. This model is constituted of a co-culture of bovine brain capillary 

endothelial cells and glial cells from newborn rats. We show a preferential passage through 

the endothelial monolayer and a preferential uptake by glial cells of AceDoPC compared to 

unesterified DHA and PC-DHA. We also show that AceDoPC is hydrolyzed, partly, into 

lysoPC-DHA and that phosphatidylcholine (PC) and phosphatidylethanolamine (PE) are the 

most labeled lipid classes in endothelial cells and glial cells. AceDoPC is found, partly, as a 

whole molecule in the cells. The second objective of this work was to confirm whether this 

preference for AceDoPC was also observed in vivo. We studied, in 20 days old rats, the brain 

uptake of different forms of DHA previously used (DHA, AceDoPC, PC-DHA). We 

demonstrate that AceDoPC provided the brain with DHA more efficiently than the other 

forms of DHA and that this preference for AceDoPC is specific for the brain because it is not 

observed for other studied organs. AceDoPC is found, partly, intact in the brain. Ex vivo 

autoradiography of rat brain reveals that DHA provided from AceDoPC is localized in 

specific brain regions playing key roles in memory and cognitive functions. Finally, by using 

molecular modelling approaches, we demonstrate that electrostatic and hydrophobic 

potentials are distributed very similarly at the surfaces of AceDoPC and lysoPC-DHA. In 

conclusion, our studies demonstrate that AceDoPC is a privileged and specific carrier of DHA 

to the brain. Considering the essential roles of DHA for the brain, this new approach to target 

the brain with DHA offers promising perspectives in the development of preventive and 

therapeutic strategies for neurological diseases. 

 

Keywords: Docosahexaenoic acid, lysophosphatidylcholine, 1-acetyl,2-docosahexaenoyl-

glycerophosphocholine, transport, blood-brain barrier, brain. 
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L’acide docosahexaénoïque (DHA, 22:6n-3) est un acide gras polyinsaturé oméga-3 (ω3) ou 

n-3 présent de façon prépondérante dans la rétine et le cerveau (Breckenridge et al., 1972; 

Bazan et Scott., 1990). Cet acide gras a une origine endogène, à partir de la bioconversion de 

l’acide gras essentiel de la série n-3, l’acide α-linolénique (ALA, 18:3n-3) dans le foie (Gao et 

al., 2009) et une origine exogène, à partir d’apports alimentaires directs (Sinclair, 1975). Chez 

l’Homme, la biosynthèse de DHA à partir de son précurseur, ALA est très faible (Brenna et 

al., 2009); l’essentiel de cet acide gras doit donc être apporté par l’alimentation. Le DHA est 

un nutriment bioactif qui a de nombreux effets bénéfiques sur la santé. Il est notamment 

indispensable au développement cérébral, à l’apprentissage et à la vision (Birch  et al., 2000). 

Il s’accumule rapidement et principalement dans le cerveau humain au cours de la période 

périnatale et des deux premières années de la vie. En plus de son rôle physiologique avéré au 

niveau cérébral, la carence en DHA pourrait être impliquée dans de nombreux désordres 

neurodégénératifs. Un rôle potentiel du DHA dans la prévention de plusieurs maladies du 

système nerveux telles que la psychose maniaco-dépressive, la dépression, l'épilepsie, la 

maladie d'Alzheimer et la maladie de Parkinson a été décrit (Young et al., 2005 ; Peet et 

Stokes, 2005 ; Gao et al., 2007). Des études récentes montrent également que le DHA a un 

rôle neuroprotecteur contre l’ischémie cérébrale chez le rat. Il améliore notamment les 

fonctions neurologiques et diminue le degré des dommages histologiques (Belayev et al., 

2005 ; Belayev et al., 2009 ; Hong et al., 2014).  

Dans ce contexte, le ciblage spécifique du DHA au cerveau offre des perspectives 

prometteuses en permettant notamment de compenser les carences observées dans les 

désordres neurodégénératifs. Cependant, les mécanismes par lesquels le DHA traverse la 

barrière hémato-encéphalique (BHE) sont mal connus malgré de nombreuses études. 

Différentes hypothèses sont proposées dans la littérature selon la forme d’apport du DHA au 

cerveau (non estérifiée liée à l’albumine plasmatique ou bien estérifiée dans les 

lysophosphatidylcholines) (Ouellet et al., 2009 ; Chen et Subbaiah, 2007) et le mode de 

passage (diffusion passive ou processus de passage facilité) (Chen et al., 2008 ; Bonen et al., 

2007 ; Kurtz et al., 1994). 

Des études antérieures ont montré que la forme circulante du DHA influence fortement son 

accrétion cérébrale. Chez le rat, la lysophosphatidylcholine (lysoPC) possédant du DHA en 

position sn-2 (position physiologique du DHA dans les phospholipides cellulaires) est une 

forme d’apport privilégiée de DHA au cerveau (Thiès et al., 1994). Cette captation 

préférentielle de lysoPC-DHA comparativement au DHA non estérifié est spécifique au 

cerveau puisqu’elle n’est pas observée pour d’autres organes comme le cœur, le foie ou le rein 

qui préfèrent même la forme non estérifiée (Thiès et al., 1994). Elle est aussi spécifique des 

acides gras insaturés, particulièrement du DHA, qui est l’acide le mieux capté sous cette 

forme. Par contre, le cerveau capte de manière analogue les acides gras saturés qu’ils soient 

apportés sous forme non estérifiée ou estérifiée dans une lysoPC et cette  captation est plus 

faible que celle des acides gras insaturés (Thiès et al., 1992). Des études réalisées chez 

l’Homme montrent l’adressage préférentiel de la lysoPC-DHA aux globules rouges (index 

reconnu d’accrétion cérébrale ; Fleith et Clandinin, 2005), renforçant ainsi l’hypothèse de ce 

véhicule privilégié pour l’accrétion du DHA au cerveau (Brossard et al., 1997 ; Lemaitre-

Delaunay et al., 1999). En comparant le passage de la lysoPC-DHA et du DHA non estérifié, 

les deux formes étant liées à l’albumine, à travers un modèle in vitro de la BHE, un passage 

préférentiel de la forme lysoPC a été observé (Bernoud et al., 1999). Ces observations 

laissaient supposer qu’il pouvait exister un système de reconnaissance spécifique des lysoPC 

au niveau de la BHE. Plus récemment, une étude  a mis en évidence le rôle critique du 
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transporteur orphelin Mfsd2a, exprimé au niveau des cellules endothéliales des capillaires 

cérébraux de la BHE, comme transporteur majeur du DHA au cerveau (Nuygen et al., 2014). 

Cette étude a montré que Mfsd2a transporte le DHA au cerveau spécifiquement sous forme de 

lysoPC-DHA. 

La position physiologique du DHA dans les phospholipides cellulaires est la position sn-2. 

Or, dans le plasma humain, la 1-lyso,2-DHA-glycérophosphocholine (1-lyso,2-DHA-GPC) 

représente environ 50% des deux formes circulantes bien que la position la plus stable soit 

l’isomère 1-DHA,2-lyso-GPC. Etant donné que ¾ des DHA en position sn-2 migre à la 

position sn-1 en 20 min à 37°C et à pH physiologique 7,4, cela signifie que la principale 

forme de production est celle contenant du DHA en position sn-2 (Croset et al., 2000). Pour 

empêcher cette migration du DHA de la position sn-2 à la position sn-1 et ainsi maintenir le 

DHA dans sa position physiologique, nous avons acétylé la position sn-1 de la lysoPC-DHA. 

Le phospholipide structuré résultant est nommé 1-acétyl,2-docosahexaénoyl-

glycérophosphocholine (AceDoPC). L’AceDoPC est considérée comme une forme stabilisée 

de la lysoPC-DHA ayant des propriétés d’hydrophobicités et électrostatiques voisines. 

Comme cela a été rapporté pour le DHA non estérifié, des effets neuroprotecteurs de 

l’AceDoPC ont été observés après induction d’un accident vasculaire cérébral (AVC) chez le 

rat (Chauveau et al., 2011).  

De ces observations émanent plusieurs interrogations sur la capacité des cellules endothéliales 

de capillaires cérébraux à capter et à transférer le DHA estérifié sous forme d’AceDoPC par 

rapport à d’autres formes d’apport de DHA retrouvées naturellement dans l’alimentation (PC-

DHA) ou DHA non estérifié? Le phospholipide structuré ‘AceDoPC’ est-il un meilleur 

transporteur du DHA au cerveau comparativement au DHA ou à une PC-DHA lorsqu’il est 

injecté dans la circulation sanguine? Dans l’affirmative, est-ce la molécule entière ou bien le 

DHA seul, libéré après clivage de l’AceDoPC qui est capable de passer au cerveau? Le DHA 

estérifié sous forme d’AceDoPC est-il réparti d’une façon homogène dans les différentes 

régions cérébrales?  

Pour répondre à ces questions, le but de mon travail de thèse, mené au sein du laboratoire 

Cardiovasculaire, Métabolisme, diabétologie et Nutrition (CarMeN) a été d’étudier la 

biodisponibilité cérébrale du DHA en fonction de sa forme d’apport (dont l’AceDoPC) selon 

3 approches : 

 Sur un modèle in vitro de BHE. 

 Chez l’animal. 

 Chez l’Homme. 

 Etudes sur un modèle in vitro de BHE : 

Notre premier objectif a été d’analyser le passage du DHA non estérifié ou estérifié sous 

forme d’AceDoPC ou de PC-DHA à travers la BHE. Dans un premier temps, nous avons 

synthétisé l’AceDoPC et la PC-DHA acylées par du [
14

C]-DHA en position sn-2. Afin de 

réaliser cette étude, nous avons utilisé un modèle in vitro de BHE (Dehouck et al., 1990) 

consistant en une co-culture des deux types cellulaires, les cellules endothéliales de 

capillaires cérébraux bovins étant cultivées dans le compartiment supérieur sur un filtre  et 

les cellules gliales dans le compartiment inférieur sur le fond d’une boîte de Pétri. Dans 

ces conditions, la BHE in vitro mime étroitement la BHE in vivo. Ce travail a été effectué 

en collaboration avec le laboratoire de physiopathologie de barrière hémato-encéphalique 
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(LBHE) à Lens où les cultures de cellules endothéliales de capillaires cérébraux et des 

cellules gliales ont été réalisées.  

 Etude chez l’animal : 

Nous avons étudié chez le rat la captation cérébrale de l’AceDoPC comparativement à 

celle de la PC-DHA et du DHA non estérifié afin de déterminer s'il existe une 

incorporation cérébrale préférentielle de l'AceDoPC. Pour cela, nous avons donc étudié la 

biodisponibilité du DHA sous ces différentes formes dans les différents organes. Par 

autoradiographie cérébrale ex vivo, nous avons localisé le DHA apporté sous forme 

d’AceDoPC dans les différentes régions cérébrales, les molécules utilisées étant marquées 

sur les résidus acyles (par du [
14

C]-DHA) comme pour l’étude in vitro de BHE. Nous 

avons également analysé le mode de transport utilisé pour l’AceDoPC dans le plasma 

(sachant que les lipides sont transportés dans le sang par l’intermédiaire de différentes 

lipoprotéines ainsi que par l’albumine). 

 Etude chez l’Homme : 

L’AceDoPC ainsi que le triacylglycérol-DHA (TG-DHA) et la PC-DHA marqués au 
13

C 

ont été synthétisés afin d’étudier le métabolisme du DHA chez l’Homme. Dans un 

premier temps, nous avons réalisé une étude pilote et étudié le métabolisme 

compartimental du 
13

C-DHA chez trois volontaires sains ingérant chacun l'une des trois 

formes de DHA (TG-DHA, PC-DHA et AceDoPC). Cette étude a été réalisée en 

collaboration avec le Centre de Recherche en Nutrition Humaine Rhône-Alpes (CRNH-

RA). L’étude complète réalisée sur des volontaires de 60 à 70 ans, sans atteinte cognitive 

et ingérant chacun successivement les trois formes de DHA est toujours en cours 

actuellement et est présentée en annexes. 

La première partie de ce mémoire, consacrée aux Rappels bibliographiques, comporte 

quatre chapitres. Le premier chapitre rapporte les données concernant les acides gras 

polyinsaturés et les phospholipides. Dans un deuxième chapitre, nous détaillons les 

connaissances acquises sur l’acide docosahexaénoïque, son métabolisme et son implication 

dans le fonctionnement cérébral. Puis, dans le troisième chapitre, nous décrivons les 

principales propriétés de la barrière hémato-encéphalique. Enfin, le dernier chapitre est 

consacré au phospholipide structuré à DHA : « AceDoPC ». 

Le reste de ce mémoire, réservé au travail personnel, s’articule autour de cinq parties : la 

partie Matériels et méthodes ; la partie Résultats et discussions scindée en deux chapitres : 

1) Transfert du DHA non estérifié ou estérifié (AceDoPC, PC-DHA) à travers la BHE 

reconstituée in vitro 2) Etude in vivo de la captation cérébrale du DHA non estérifié ou 

estérifié (AceDoPC, PC-DHA). L’exposé des résultats comporte un bref rappel des objectifs 

et des protocoles expérimentaux, ainsi qu’une discussion en fin de chapitre. Les résultats sont 

suivis par la partie Conclusion générale et perspectives. Enfin, le mémoire se termine par 

une annexe et des références bibliographiques. 
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Chapitre I: Les acides gras polyinsaturés et les 

phospholipides 

I.1  Les acides gras polyinsaturés (AGPI) 

I.1.1 Historique et Généralités sur les acides gras  

Les acides gras sont étudiés depuis presque deux siècles. En 1813, Eugène Chevreul introduit 

le terme d’« acide gras » et en 1823, il décrit pour la première fois certains acides gras 

(Chevreul, 1823). 

En 1930, Burr et Burr découvrent que certains acides gras ne peuvent pas être synthétisés par 

les mammifères. Ces derniers sont alors appelés acides gras indispensables (Burr et Burr, 

1930).  

Bloch et Lynen découvrent le mécanisme de régulation du cholestérol et le métabolisme des 

acides gras et ils obtiennent le prix Nobel de Médecine en 1964 (Bloch et Lynen, 1964). Un 

deuxième prix Nobel de Médecine est attribué à Bergström et al. en 1982 pour leurs 

découvertes concernant les prostaglandines et les substances actives associées dérivées des 

acides gras. 

Les acides gras (AG) sont des molécules possédant une chaîne hydrocarbonée ayant une 

fonction acide carboxylique à une extrémité. Le nombre d’atomes de carbone dans les 

graisses animales et les huiles végétales est généralement compris entre 12 et 22 ; ils sont 

numérotés à partir du groupement carboxylique et le dernier atome de carbone est noté ω ou 

n. Les AG sont classés selon le nombre d'atomes de carbone: court (<8), moyen (8 à 12), long 

(14 à 18) ou très long (≥ 20). Les AG peuvent être saturés (AGS, tels que l’acide palmitique 

ou stéarique), mono- (AGMI, comme l’acide oléique) ou poly-insaturés (AGPI, comme 

l’acide docosahexaénoïque) selon qu’ils possèdent une ou plusieurs doubles liaisons.  

Les acides gras insaturés (AGI) appartiennent à quatre familles distinctes : n-9, n-7, n-6, n-3. 

Elles sont ainsi appelées car la double liaison la plus proche du méthyl terminal est portée par 

le 9
ème

 (n-9) ou le 3
ème

 carbone (n-3), par exemple, à partir de cette extrémité. Elles dérivent 

respectivement de l’acide oléique (AO, 18:1n-9), de l’acide palmitoléique (16:1n-7), de 

l’acide linoléique (AL, 18:2n-6)  et de l’acide alpha-linolénique (ALA, 18:3n-3). Les doubles 

liaisons sont généralement en configuration cis (ou Z). Des doubles liaisons trans se 

retrouvent rarement dans la nature. Ces caractéristiques physiques ont des effets importants 

sur leurs propriétés fonctionnelles. Plus l’insaturation est élevée, plus la température de fusion 

de l’acide gras est basse. A température ambiante, les acides gras trans sont solides alors que 

la molécule équivalente où les acides gras sont cis est liquide.  

La structure principale des AGS, AGMI et AGPI présents dans l'alimentation humaine est 

illustrée dans la figure 1. 
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Figure 1: Structure des principaux AGPI n-3 (EPA, DHA, ALA) et n-6 (AA, AL), AGMI (AO), 

et AGS (AS et AP) présents dans l'alimentation humaine. 

 (d’après Moreno et al., 2012) 
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I.1.2 Biosynthèse des acides gras polyinsaturés (AGPI)  

AL et ALA sont des acides gras indispensables car ils doivent être apportés par 

l’alimentation. Comme leur carence induit des troubles métaboliques importants, ils sont aussi 

appelés acides gras essentiels. Beaucoup d’huiles alimentaires d’origine végétale telles que 

l'huile de tournesol et l’huile d’arachide sont riches en AL tandis que les huiles de poisson, les 

huiles de colza, de noix et de soja sont riches en ALA.  

La synthèse des AGPI se fait à partir de ces précurseurs par  une série de réactions de 

désaturation (élimination de deux atomes d’hydrogène entre deux carbones adjacents créant 

ainsi une double liaison) et d’élongation (addition de deux atomes de carbone) catalysées par 

des enzymes. L’essentiel des réactions a lieu au niveau de la membrane du réticulum 

endoplasmique dans le foie. Les AG des séries n-6 et n-3 utilisent les mêmes systèmes 

enzymatiques et peuvent aussi entrer en compétition (Sprecher, 1981). 

Dans le cas de la série n-6, l’AL est notamment converti en acide arachidonique (AA, 20:4n-

6), acide gras présent de façon  ubiquiste dans les tissus et jouant un rôle important dans 

l’hémostase en tant que précurseur des eicosanoïdes.  

Dans le cas de la série n-3, l’ALA est converti en acide eicosapentaénoïque (EPA, 20:5n-3) et 

en acide docosahexaénoïque (DHA, 22:6n-3). Le DHA est majoritaire dans le cerveau, la 

rétine, les testicules et le sperme (Bourre et al., 1984 ; Connor et al., 1998).  

La représentation schématique de la voie de formation des AGPI a subi un certain nombre de 

changements au fil des ans. Elle se décrit actuellement selon la figure 2. 

Le DHA est synthétisé à partir de l'ALA par addition d'une double liaison par une               

Δ6-désaturase pour former l'acide stéaridonique (SDA, 18:4n-3). L'allongement de SDA 

forme l'acide eicosatétraénoïque (ETA, 20:4n-3). Ensuite, une autre double liaison est ajoutée  

par une Δ5-désaturase pour former l'acide eicosapentaénoïque (EPA, 20:5n-3).  

Chez les eucaryotes inférieurs, cette étape est suivie par l'allongement de l'EPA pour former 

l'acide docosapentaénoïque (DPA, 22:5n-3) et par formation finale d'une double liaison par la 

Δ4-désaturase pour conduire au DHA. Tandis que chez les mammifères, l'EPA est allongé en 

DPA qui est ensuite allongé en acide tétracosapentaénoïque (TPA, 24:5n-3); une double 

liaison est ensuite formée par une Δ6-désaturase ce qui conduit à l'acide tétracosahexaénoïque 

(THA, 24:6n-3), et le THA est béta-oxydé en DHA dans les peroxysomes (Leonard et al., 

2004).  

Les AGPI n-6 et n-3  peuvent également provenir de l’alimentation. Ainsi, la viande ou les 

œufs sont riches en AA, alors que le DHA et l’EPA sont présents dans les poissons gras 

(saumon, thon, sardine…). 
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Figure 2: Biosynthèse des acides gras polyinsaturés à longue chaîne.  

Les acides gras polyinsaturés sont synthétisés par une combinaison de réactions d’élongation (addition 

de deux atomes de carbone par les élongases) et de désaturation (élimination de deux atomes 

d’hydrogène entre deux carbones adjacents créant ainsi une double liaison par action des désaturases). 
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Dans le cerveau: 

L’AA et le DHA sont des constituants fondamentaux des phospholipides des membranes 

cellulaires. Bien que la majorité du DHA présent dans les membranes cérébrales provienne du 

plasma (Spector, 2001), de nombreuses études ont montré que  le cerveau est capable de le 

synthétiser à partir de son précurseur, l’ALA (Moore et al., 1990). Néanmoins, toutes les 

études s’accordent pour reconnaître que la conversion de l’ALA en DHA est très faible, entre 

0,02% et 4%  et que cette conversion n’est pas augmentée lors d’un régime déprivé en     

AGPI n-3 (Emken et al., 1994 ; Pawlosky et al., 2001 ; Burdge et Wootton, 2002). Cette 

capacité de synthèse varie en fonction de l’âge et évolue différemment selon l’espèce 

considérée. 

De nombreuses études in vivo ont utilisé des traceurs isotopiques pour mesurer l’efficacité de 

cette conversion. Chez le rat, seulement 0,2% de la dose du [
14

C]-ALA injectée par voie 

intraveineuse est convertie en DHA au niveau cérébral, la plus grande partie étant rapidement 

(5min) dégradée in situ par voie oxydative (Rapoport et al., 2007). Selon ces travaux, le DHA 

cérébral proviendrait exclusivement du DHA produit par le foie, libéré dans la circulation 

sanguine puis capté à travers la barrière hémato-encéphalique (BHE) par le cerveau.           

Des travaux publiés par Rapoport et al. (2010), montrent que la quantité de DHA 

néosynthétisé par le cerveau suite à un bolus d’ALA radiomarqué est largement inférieure à la 

quantité requise par l’ensemble des cellules nerveuses (0,002μmole vs 0,3μmole/jour). 

Des études métaboliques de conversion de l’AL en AA ont montré chez le rat en croissance 

que seulement 3% de l’AL consommé étaient convertis en AA, plus de 75% étant β-oxydés et 

20%  étant accumulés dans les triglycérides de réserve (Cunnane et Anderson, 1997). 

En plus des études in vivo de conversion des AGPI, des études in vitro ont été réalisées sur 

des cellules cérébrales isolées et ont montré que les éléments neuronaux et gliaux pouvaient 

désaturer et allonger l’AL et l’ALA (Yavin et Menkes, 1974 ; Cohen et Bernsohn, 1978). 

D’autres travaux ont montré que les oligodendrocytes et les cellules gliomales C6 (astrocytes 

néoplasiques) ne formaient ni AA ni DHA (Fewster et al., 1975 ; Robert et al., 1977), alors 

que des cultures de cellules d’origine neuronale, les rétinoblastomes humains, pouvaient 

produire ces deux acides gras (Yorek et al., 1985). Il a donc été considéré que les neurones, et 

non la glie, étaient responsables de la formation des AGPI dans le cerveau. Cependant, 

d’autres auteurs ont décrit que les astrocytes étaient le site principal de synthèse du DHA 

(Moore et al., 1991 ; Williard et al., 2001).  

Delton-Vandenbroucke et al. (1997) ont mis en évidence la formation du DHA en incubant 

des cellules endothéliales microvasculaires cérébrales et rétiniennes de rat avec du            

[
14

C]-22:5n-3.  En plus, Bernoud et al. (1998) ont montré que les cellules endothéliales sont 

capables de synthétiser le DHA à partir de l’ALA et ceci en utilisant un modèle in vitro de la 

BHE. Plus spécifiquement, Selivonchick et Roots (1977) montrent que les cellules 

endothéliales de capillaires cérébraux sont riches en AL et ALA et Benistant et al. (1995) ont 

mis en évidence que ces concentrations augmentent lorsque les cellules endothéliales sont 

cultivées en présence d’astrocytes. Bien que les astrocytes et les cellules endothéliales 

puissent convertir l’ALA en DHA, la capacité du cerveau à réaliser cette conversion in vivo 

reste controversée.    

L’ensemble de ces données suggère que les acides gras essentiels (ALA et AL) constituent 

une source alimentaire limitée pour satisfaire la totalité des besoins en DHA et en AA des 

tissus humains et notamment ceux du système nerveux central. 
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I.1.3 Sources et recommandations en AGPI 

Les principaux AGPI (n-3 et n-6) trouvés dans l’alimentation et leurs sources alimentaires 

sont présentés dans le tableau 1. 

 

Tableau 1: Principales sources alimentaires en AGPI  

(Thèse Du.Q., 2010). 

La Société européenne en cardiologie recommande de manger du poisson au moins deux fois 

par semaine pour la prévention des maladies cardiovasculaires. Les concentrations des deux 

principaux AGPI n-3 (EPA et DHA) dans certains produits marins (saumon, anchois…) sont 

présentés dans le tableau 2.  Par exemple, 100 g de saumon contiennent 1,95 g d’EPA et de 

DHA. 

 

Tableau 2: AGPI n-3 dans certains produits marins (g/100 g). 

 (Marangoni et Poli, 2013) 

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2015ISAL0044/these.pdf 
© [M. Hachem], [2015], INSA Lyon, tous droits réservés



 

 

 - 41 - 

 

 

Récemment, l’agence nationale de sécurité sanitaire de l’alimentation, de l’environnement et 

du travail (ANSES) a réactualisé les apports nutritionnels conseillés (ANC) en lipides qu’elle 

avait établis en 2001 pour mieux prévenir certaines pathologies telles que le syndrome 

métabolique, le diabète, l’obésité, les maladies cardiovasculaires et le cancer. Ainsi, pour 

prévenir ces pathologies, la part recommandée des lipides dans l’apport énergétique total 

(AET) chez l’adulte est de 35 à 40%. L’ANSES apporte également de nouvelles 

recommandations pour la part des AGPI indispensables ou non. L’ANC de l’AL a été fixé à 

4% de l'apport énergétique, alors que celui de l’ALA a été fixé à 1% de l’AET avec un 

rapport n-6/n-3 conseillé inférieur à 5. Des ANC ont également été fixés pour les AGPI à 

longue chaîne de la série oméga 3 : 250 mg par jour pour le DHA, soit deux fois plus qu’en 

2001 et 250 mg par jour pour l’EPA (AFSSA 2010) (Tableau 3). 

 

Tableau 3: Recommandations nutritionnelles conseillées en AGPI pour un adulte 

consommateur de 2000 Kcal. (AFSSA 2010) 

 

Les AGPI à longue chaîne des séries oméga 3 et 6 participent à une multitude de processus 

physiologiques, autres qu'énergétiques. Il est important de différencier les AGPI des deux 

familles n-3 et n- 6. En effet, les mécanismes d’action sont différents et donc leurs cibles dans 

le corps humain diffèrent également. Nous nous intéresserons plus particulièrement aux AGPI 

n-3 dont les recherches se sont accrues depuis la découverte de leurs actions préventives et 

thérapeutiques sur de nombreuses pathologies il y a une trentaine d’années. Nous dénombrons 

des études à la fois expérimentales et cliniques montrant les bienfaits de ces acides gras. 
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I.2 Rôles physiologiques des AGPI n-3 

Les données de la littérature concernant les effets physiologiques des AGPI n-3 sont très 

nombreuses. Des centaines d’études concernent l’effet des AGPI n-3 sur la prévention des 

maladies cardiovasculaires mais des études plus récentes montrent qu’ils auraient également 

des effets protecteurs dans les cancers (notamment les cancers du sein et du colon). Ils 

interviendraient aussi dans la prévention et le traitement des diabètes de type 2 et surtout au 

niveau de la vision et du développement cérébral. Les paragraphes suivants reprennent 

quelques exemples de ces effets bénéfiques. 

I.2.1.1 AGPI n-3 et systèmes cardiovasculaires 

Un intérêt considérable pour les AGPI n-3, notamment le DHA et l’EPA, est apparu en 1979 

quand des études épidémiologiques réalisées par Dyerberg et Bang ont montré chez les 

Esquimaux vivant au Groenland une relation inverse entre l'incidence des maladies 

cardiovasculaires et la consommation de poissons gras (2,1 g EPA + DHA / j) (Dyerberg et 

Bang, 1979). 

Depuis lors, un grand nombre d'études épidémiologiques ont mis en évidence un lien entre les 

AGPI n-3 et la protection des maladies cardiovasculaires. L’effet thérapeutique pourrait être 

dû à une diminution des facteurs de risque notamment la prévention de l’arythmie, la 

diminution des triglycérides plasmatiques, la diminution de la pression sanguine, la 

diminution de l’agrégation plaquettaire et de l’inflammation (Jump et al., 2012 ; Marchioli et 

Levantesi, 2013 ; Marangoni et Poli, 2013). 

Nous citerons certaines de ces études ci-dessous: 

- L’étude Diet and Reinfarction Trial (DART) a montré une réduction (29%) de la mortalité 

chez les hommes qui ont survécu à un infarctus du myocarde et qui avaient consommé du 

poisson en parallèle (plus de deux fois par semaine) avec un apport de 500 à 800 mg / jour 

d’AGPI n-3 (Burr et al., 1989) et ceci en comparaison avec des hommes ayant survécu à un 

infarctus mais n’ayant pas consommé du poisson.  

- Le Gruppo Italiano per lo Studio della Sopravvivenza nell'Infarto miocardico (GISSI) est un 

essai contrôlé randomisé qui a testé l'efficacité de l'administration par voie orale de 1 g par 

jour d'AGPI n-3 (EPA + DHA: rapport 1/2) et de vitamine E sur la mortalité chez 11 323 

patients italiens ayant un infarctus du myocarde. Après 3,5 ans de suivi, le traitement aux 

AGPI n-3 a réduit significativement la mortalité cardiaque avec le plus grand bénéfice dans 

les 9 premiers mois après l’infarctus du myocarde (Marchioli et al., 2002). 

- Le Japan EPA Lipid Intervention Study (JELIS) est un essai mené avec 18 000 patients 

Japonais hypercholestérolémiques traités avec une statine en association avec un régime  riche 

en AGPI n-3 (EPA: 1,8 g / jour) ou traités avec une statine seule. Après 4,6 ans, les patients 

dont le traitement hypocholestérolémiant a été associé à une alimentation enrichie en AGPI n-

3 ont montré une réduction de 19% de maladie coronarienne (Yokoyama et al., 2007). 

Il est à noter que ces études utilisent généralement une combinaison d’AGPI n-3, 

spécialement DHA+EPA. Il est difficile de discerner les rôles spécifiques de chacun de ces 

AG. Des études cliniques pourraient être envisagées pour déterminer si l’effet bénéfique est 

dû à l’EPA, au DHA, ou à la combinaison des deux. Une seule étude rapportant les résultats 

concernant une supplémentation en  DHA seul chez des patients hypertriglycéridémiques 

pendant 45 jours a montré une diminution de la concentration en  triglycérides et en 
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lipoprotéines de faible densité (LDL, Low-Density Lipoproteins) (Kelley et al., 2007).  Il est 

également important de connaître quel dosage est efficace puisque celui-ci semble varier 

selon la pathologie. 

I.2.1.2 AGPI n-3 et vision 

Le DHA est présent en quantité importante dans la rétine (SanGiovanni et Chew, 2005). Les 

cellules photoréceptrices de la rétine contiennent jusqu'à 30% d'AGPI n-3 (DHA) et des 

quantités moins importantes d’EPA et de DPA (figure 3). 

 

Figure 3: Acides gras polyinsaturés au niveau de la rétine de l’œil. 

(d’après Martinot S, 2010) 

Le DHA joue un rôle primordial dans la vision. Il est concentré dans les segments externes 

des photorécepteurs (Bazan et Scott, 1990). Cette incorporation assure la fluidité et la 

flexibilité optimale de la membrane cellulaire et est indispensable au  bon fonctionnement de 

la rétine.  

Plusieurs études ont montré  qu’une supplémentation en oméga-3 durant les premiers mois de 

la vie peut améliorer l’acuité visuelle chez les enfants prématurés (O'Connor et al., 2001). Il a 

également été décrit que des supplémentations en DHA des mères durant la grossesse 

favorisent le développement visuel et cognitif des nouveau-nés (Belkind-Gerson et al., 2008). 

Une déficience en oméga-3, et plus spécifiquement en DHA, durant le développement natal, 

altère au contraire les fonctions visuelles (Innis, 2000 ; Catalan et al., 2002).  

Par ailleurs, chez l’Homme, dans les cas de rétinite pigmentaire, une maladie dégénérative 

rétinienne provoquant une perte des bâtonnets de la rétine, le taux sanguin de DHA est abaissé 

par rapport aux sujets contrȏles (Hoffman et Birch, 1995). De même, le contenu en DHA dans 

les phospholipides de rétines de chiens affectés de dégénérescence rétinienne, maladie 

similaire à la rétinite pigmentaire humaine, diminue significativement (Anderson et al., 1991). 

Ces chiens présentent aussi des niveaux plus faibles de DHA dans les segments externes des 

bâtonnets de la rétine. 

En outre, le DHA et ses métabolites bioactifs tels que la neuroprotectine (NPD1) sont des 

inhibiteurs efficaces de la mort cellulaire, de l'inflammation et ont un rôle protecteur contre 
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l'incidence de la dégénérescence maculaire avancée liée à l'âge (DMLA) (Bazan et al., 2011). 

Une autre étude décrit le lien entre la consommation de DHA et la diminution du risque de 

développer un glaucome (Creuzot-Garcher et Bron, 2008).  

Toutes ces études concluent donc sur le rȏle essentiel des AGPI n-3 dans le développement 

rétinien et les fonctions visuelles. 

I.2.1.3 AGPI n-3 et fonctionnement cérébral  

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

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

phospholipides (PL). Ces PL se distinguent par leur richesse en AGPI et plus particulièrement 

en AA et en DHA (Alessandri et al., 2004). L’EPA est présent en faible quantité 

(concentration 200-500 fois plus faible que le DHA car l’EPA est rapidement β-oxydé) 

(Bazinet et Layé, 2014). Le DHA et l’AA représentent notamment 25% et 15%, 

respectivement, des acides gras totaux du cortex cérébral (figure 4).  

 

Figure 4: Teneur des principaux AGPI des phospholipides des membranes du cortex 

cérébral. 

 (Tinoco, 1982) 

Dans les neurones et les astrocytes, la quantité d’AGPI représente environ 30% des acides 

gras contenus dans les lipides totaux, avec plus d’AA que de DHA dans les neurones (15 vs 

8%) et une même proportion est observée dans les astrocytes (environ 10%) (Bourre et al., 

1995).   

Depuis de nombreuses années, le rôle des AGPI n-3, principalement le DHA, a été bien établi 

dans le développement cérébral et neurologique. La captation et l’accumulation du DHA dans 

le cerveau ont lieu durant la période de développement cérébral précédant la myélinisation. 

Chez le rat, cela se produit entre la naissance et le 20
ème

 jour postnatal (Sinclair et Crawford, 

1972). Chez l’Homme, l’accrétion cérébrale du DHA commence lors de la croissance fœtale, 

augmente lors du dernier trimestre de la gestation et se poursuit au cours des 12 premières 

semaines postnatales (Clandinin et al., 1980 a,b). 

Le DHA est essentiel pour le maintien structural et fonctionnel du cerveau. Sa concentration 

dépend de la teneur en DHA alimentaire ainsi que de sa synthèse hépatique à partir de son 
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précurseur ALA (Gao et al., 2009). Mais comme décrit précédemment, cette conversion est 

limitée chez l'Homme (Brenna et al., 2009). 

Différents mécanismes ont été décrits expliquant les effets bénéfiques des AGPI n-3 dans le 

système nerveux central. 

Le DHA est particulièrement impliqué dans le maintien de la fluidité membranaire des 

neurones et la survie cellulaire (Green et al., 2008 ; Wurtman, 2008). Il agit également comme 

un second messager via les neurorécepteurs et peut être converti en diverses molécules de 

signalisation dont certaines possèdent des propriétés anti-inflammatoires puissantes (Schwab 

et al., 2007). De plus, le DHA peut modifier l’activité des récepteurs, des canaux ioniques, 

des protéines G et d’autres protéines liées aux membranes. Il différencie les cellules souches 

neuronales, active la syntaxine 3 qui est une protéine membranaire synaptique favorisant 

l’allongement des neurites et diminue le contenu en AA des phospholipides. En outre, le DHA 

augmente la synthèse des membranes synaptiques et les quantités de protéines spécifiques 

pré- et post-synaptiques (Wurtman, 2008). 

Le DHA joue aussi un rôle au niveau du stress oxydant. Le cerveau est particulièrement 

sensible au stress oxydant vu son contenu  élévé en AGPI (AA et DHA) facilement oxydables 

et parce que la fonction mitochondriale nécessaire aux besoins énergétiques du cerveau 

consomme beaucoup de glucose, un processus associé à une forte production de radicaux 

libres. L’administration de DHA exerce un effet anti-oxydant en augmentant l’activité 

glutathion réductase et en diminuant l’accumulation de peroxydes lipidiques et espèces 

oxygénées réactives dans le cortex et l’hippocampe de modèles de rat Alzheimer. Les études 

sur l’impact d’une supplémentation en DHA sur le stress oxydant ont conduit à des résultats 

contradictoires par le fait que les quantités utilisées étaient très variables d’une étude à l’autre. 

Ces études ont mis en évidence le fait que la supplémentation avec de fortes doses de DHA 

pourraient favoriser la peroxydation lipidique alors que de faibles doses de DHA pourraient 

être protectrices (Lagarde M, 2008).         

Des études montrent qu’une déficience en DHA peut altérer différents paramètres cérébraux. 

D’après une étude réalisée en 1986, il semble qu’une déficience en DHA pendant le 

développement embryonnaire provoque des perturbations du comportement et de 

l’apprentissage (Neuringer et al., 1986). Ceci a été confirmé plus tard par de nombreuses 

études expérimentales qui ont démontré qu’une déficience en AGPI n-3 était associée à des 

perturbations du fonctionnement cérébral, avec des conséquences sur certains types de 

comportements (Fedorova et Salem, 2006).  

En effet, la déficience en DHA dans le cerveau affecte la neurotransmission, les activités 

d’enzymes membranaires et de canaux ioniques menant à des problèmes comportementaux 

(dépression, troubles de l'humeur), à des difficultés d'apprentissage et à des maladies 

neurodégénératives (Scott et Bazan, 1989 ; Bazan, 2003). Parallèlement, Rapoport et al. 

(2007) ont montré que la déficience en DHA plasmatique par diminution de son apport 

nutritif provoque l’augmentation de sa synthèse à partir de son précurseur, l’ALA dans le foie. 

Par contre, lors d’une carence en DHA et en ALA, le foie synthétise davantage d’acide 

docosapentaénoïque (DPA, 22:5n-6), un métabolite de l’AA et celui-ci va remplacer le DHA 

dans les phospholipides cérébraux. Cela peut alors entraîner des pathologies nerveuses. 

Inversement, l’adjonction de DHA dans le régime alimentaire augmente les capacités 

d’apprentissage.  
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Outre l’implication du DHA dans le fonctionnement cérébral, de nombreuses études ont 

souligné ses effets neuroprotecteurs. Les effets neuroprotecteurs du DHA seront détaillés dans 

le chapitre 2. 
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I.3 Les phospholipides 

Nous rappellerons dans cette partie les principales voies de synthèse des phospholipides (PL) 

constitutifs des diverses membranes cellulaires en nous cantonnant aux seuls 

glycérophospholipides (GP) puisqu’ils renferment la quasi-totalité des AGPI. 

I.3.1 Classification des glycérophospholipides 

Les glycérophospholipides (GP) sont des éléments structuraux et fonctionnels importants des 

membranes biologiques puisqu’ils représentent 80% des lipides membranaires. Ils contiennent 

des AG en positions sn-1 et sn-2 d’un squelette glycérol ainsi qu’un groupement phosphate en 

position sn-3 sur lequel est estérifiée une tête polaire. Les GP sont des molécules amphiphiles, 

le groupement phosphate ainsi que la tête polaire constituant la partie hydrophile alors que les 

chaines acyles et le glycérol forment la partie hydrophobe. Concernant les AG, si la position 

sn-1 est souvent occupée par un acide gras saturé tel que l’acide stéarique, on trouve en 

position sn-2 un acide gras insaturé, en particulier le DHA ou l’AA. La composition en AG 

des GP est un des facteurs qui influencent la fluidité membranaire. Plus les chaînes carbonées 

des AG sont courtes et insaturées, plus la membrane est fluide.  

Dans chaque tissu, les membranes cellulaires contiennent une composition distincte en 

différents GP. Via la voie de novo, différents types de GP avec différentes têtes polaires en 

position sn-3 du glycérol, tels que l’acide phosphatidique (PA), la phosphatidylcholine (PC), 

la  phosphatidyléthanolamine (PE),  la phosphatidylsérine (PS), le phosphatidylglycérol (PG) 

et le phosphatidylinositol (PI) sont générés (Hishikawa et al., 2014). La figure 5 représente les 

principaux types de GP.  
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Figure 5: Structures des glycérophospholipides. 

R1, R2 et X sont des variables en position sn-1, sn-2 et sn-3 respectivement: PA = phosphate, PPA = 

pyrophosphate, PE = phosphatidyléthanolamine, PC = phosphatidylcholine, PS = phosphatidylsérine, PG = 

phosphoglycérol, et PI = phosphoinositol (d’après Yetukuri et al., 2007). 

 

En plus des GP cités ci-haut, les plasmalogènes constituent une classe particulière de GP 

membranaires ayant une caractéristique structurale unique : un groupe éther vinylique, -0-

CH=CH-, sur la position sn-1 du glycérol au lieu de la fonction ester habituelle. Les AG 

(C16 :0, C18 :0 et C18 :1) sont majoritaires en position sn-1 du glycérol tandis que la 

composition en AG en position sn-2 dépend des tissus. Dans les neurones, les plasmalogènes 

riches en AGPI (AA et DHA) sont les plus abondants.  Minoritaires dans des organes comme 

le foie ou le rein, les plasmalogènes sont, en revanche, abondants dans le myocarde et le 

cerveau. Les plasmalogènes à éthanolamine (EtnPlsm) représentent 40-60% des PE du 

cerveau (Diagne et al., 1984).  
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I.3.2 Biosynthèse des glycérophospholipides 

Kennedy et Weiss étaient les premiers à décrire la biosynthèse des GP ou synthèse ‘de novo’ 

en 1956. La synthèse ‘de novo’ des PL débute par la synthèse de sn-glycérol-3-phosphate, 

formé majoritairement par la réduction de la dihydroxyacétone phosphate ou bien de façon 

minoritaire par phosphorylation du glycérol. 

L’acide phosphatidique est formé à partir du sn-glycérol-3-phosphate par acylation grâce à 

l’action d’une sn-glycérol-3-phosphate acyltransférase (GPATs) et en présence d’un acyl-

CoA aboutissant à la formation de l’acide lysophosphatidique suivie d’une seconde acylation 

(figure 6). L’acide phosphatidique est l’intermédiaire commun à la synthèse de tous les PL. Il 

est transformé en sn-1,2-diacylglycérol (DG) par une phosphatase acide phosphatidique en 

libérant un groupement phosphate (Pi). Le DG formé est le précurseur des PC et des PE. De 

même, les PI et les PG sont synthétisés à partir de l’acide phosphatidique. Nous détaillons 

dans les parties suivantes les mécanismes de biosynthèse de ces différents PL ainsi que les 

principales voies métaboliques cérébrales impliquées. 

 

Figure 6: Synthèse de novo de di-acyl phospholipides. 

 (d’après Kitson et al., 2012) 
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I.3.2.1 Biosynthèse des phosphatidylcholines  

La PC est l’un des PL majoritaire (35 à 50%) dans les membranes cellulaires et est synthétisée 

majoritairement dans l’appareil de Golgi et dans les mitochondries (Bishop et Bell, 1988). 

Elle est davantage localisée dans le feuillet externe de la membrane plasmique. 

La principale voie de synthèse de la PC se fait à partir de la choline via la voie de Kennedy ou 

la voie cytidine diphosphate-choline (CDP-choline) (Dennis et Kennedy, 1972). Il existe une 

autre voie de biosynthèse de la PC à partir de la PE suite à 3 méthylations successives.  

Des études antérieures ont montré que la nature des AG estérifiés en position sn-1 et sn-2 des 

PC influencent l’une ou l’autre des voies de synthèse. La voie de synthèse CDP-choline est 

favorisée lorsque les acides gras sont saturés à chaîne moyenne. Dans le cas des acides gras à 

chaînes longues et polyinsaturés (ex : DHA, AA, EPA), la voie de méthylation de PE est 

privilégiée (DeLong et al., 1999). Concernant cette voie de synthèse, la choline pénètre dans 

un premier temps dans la cellule par diffusion facilitée où elle est phosphorylée en présence 

de la choline kinase pour former la phosphocholine. La phosphocholine ainsi formée, en 

présence de la choline phosphatase cytidyltransférase et de cytidine triphosphate (CTP) 

aboutit à la formation de CDP-choline. La dernière étape est la combinaison de CDP-choline 

avec le DG (formé à partir de l’acide phosphatidique comme cité précédemment), en présence 

de la choline phosphotransférase microsomiale (CPM) pour former la PC (figure 7). 

 

Figure 7: Voie métabolique de synthèse de PC. 

La biosynthèse de la PC à partir de la PE se fait dans les microsomes hépatiques. La PE est 

méthylée progressivement en mono-, di-, et triméthyl-PE sous l’action de la 

phosphatidyléthanolamine N-méthyltransférase  (PMETase) et en présence d’un donneur de 

groupement méthyl, la S-adénosylméthionine (Vance et Schneider, 1981). La méthylation des 

PE est associée à certains événements cellulaires tels que la transduction du signal et la 

synthèse des PC riches en AA (Hirata et Axelrod, 1980). 
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Dans le cerveau: 

Les travaux de Ross et al. (1997) suggèrent que le cerveau humain possède deux formes de 

choline kinase ou deux sites sur la même enzyme, l’un de faible affinité et le second de haute 

affinité pour la choline. L’importance relative de ces deux sites dépend de la concentration de 

choline présente dans le cerveau. 

Les activités de méthylation des PL ont été décrites dans des fractions enrichies en myéline 

provenant de cerveau de rat (Hattori et al., 1984). La méthylation des PE est très active dans 

les axones (Vance et al., 1991). Une autre étude, réalisée par Tsvetnitsky et al. (1995) suggère 

que la myéline de cerveau de rat contient différents isoformes de phospholipide N-

méthyltransférase (PLMTase). L’activité de la phosphatidyléthanolamine N-méthyltransférase 

(PEMTase) du cerveau est influencée par les niveaux d’AG n-6 présents dans l’alimentation 

et la proportion d’AG n-6/n- 3.  

I.3.2.2 Biosynthèse des phosphatidyléthanolamines  

Différentes voies de synthèse ont été mises en évidence pour la biosynthèse des PE. Une voie 

de synthèse similaire à celle de la PC a été décrite (figure 8). L’éthanolamine remplace la 

choline et la PE remplace la PC. Cette voie de synthèse se déroule dans le réticulum 

endoplasmique où les têtes polaires des PL peuvent s’échanger (Jelsema et Morre, 1978). 

Une autre voie de synthèse de la PE consiste en la décarboxylation de la PS dans les 

mitochondries  en présence de la PS décarboxylase (figure 8).  

 

Figure 8: Voie de synthèse de la PE par décarboxylation de la PS. 

I.3.2.3 Biosynthèse des phosphatidylsérines et phosphatidylinositols  

Les PS sont formées à partir des PE par une réaction d’échange de base calcium-dépendante 

dans le réticulum endoplasmique (Siddiqui et Exton, 1992). Cette réaction peut également se 

produire en échangeant la choline de la PC avec de la sérine. Deux enzymes spécifiques ont 

été mises en évidence : la PS synthase-1 (PSS1) qui échange la choline et la sérine, et la PS 

synthase-2 (PSS2) qui remplace la fonction éthanolamine par la sérine (Grandmaison et al., 

2004).  

Les PI sont synthétisés à partir de l’inositol et du CDP-DG en présence de l’enzyme PI-

synthase. 
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I.3.2.4 Biosynthèse des phosphatidylglycérols  

La synthèse des PG se fait selon 2 étapes. Dans un premier temps, le CDP-DG réagit avec un 

glycérol-3-phosphate pour former du PG-phosphate qui est alors hydrolysé pour former du 

PG (Kiyasu et al., 1963). 

Les cardiolipides sont des diphosphatidyl-glycérol (dans lequels deux acides phosphatidiques 

estérifient symétriquement les deux fonctions alcool primaires de la même molécule de 

glycérol) formés dans les mitochondries à partir du PG et de CDP-DG grâce à l’enzyme 

cardiolipine-synthase (Schlame et Hostetler, 1997). Les cardiolipides (qui constituent 9% à 

15% des membranes cardiaques) ont été découverts dans le cœur de bœuf par Pangborn en 

1942 et leur biosynthèse a été décrite dans le cœur de rat en 1994 (Hatch, 1994). 

I.3.3 Glycérophospholipides et distribution cérébrale 

Les PC (42-44 % des PL totaux), les PE (36-40% des PL totaux) et les PS (11-13% des PL 

totaux), constituent les 3 classes majoritaires de phospholipides cérébraux. Les plasmalogènes 

(EtnPlsm) représentent 40-60% des PE du cerveau. Il existe également des classes 

minoritaires telles que les sphingomyélines (SM, 5-6 % des PL totaux) et les PI (2-3% des PL 

totaux) (Sastry, 1985). Ces classes de phospholipides cérébraux présentent des proportions 

différentes d’acide gras.  

La composition lipidique de différentes zones cérébrales a été établie lors d’études menées sur 

le rat (Chavko et al., 1993). Cette équipe a étudié  la composition lipidique dans les cortex 

frontal et entorhinal, l'hippocampe, le ganglion basal, le cervelet et le bulbe rachidien de rats. 

La teneur totale en lipides (PL et lipides neutres) est la plus élevée dans le bulbe rachidien ou 

la medulla oblongata, suivie par l'hippocampe, le cervelet, les noyaux gris centraux, le cortex 

frontal et le cortex entorhinal. Ces régions cérébrales sont majoritairement riches en PC et PE 

avec des pourcentages voisins de 17% des lipides cérébraux totaux.  

Si les PC et les PE sont les classes les plus représentées de PL dans le cerveau, ce sont les PE 

et les PS qui sont les plus riches en DHA (Garcia et al., 1998). En effet, des études antérieures 

ont montré que le DHA est particulièrement présent dans la matière grise du cerveau (O’Brien 

et Sampson, 1965) où il représente environ 1/3 des AG estérifiés dans les PS et les PE. Le 

pourcentage de DHA trouvé dans les PC est beaucoup plus faible puisqu’il est inférieur à 5% 

dans le cerveau. 

En analysant la composition en acides gras du cortex humain (15 femmes et 15 hommes) âgés 

de  29 à 45 ans,  l’AA est  préférentiellement incorporé en position sn-2 des PI (25 à 30% des 

PI totales) et des PE (10 à 20% des PE totales). Le DHA quant à lui, est majoritairement 

incorporé en position sn-2 des PE et des PS (25 à 35% des PE et des PS totales) (McNamara 

et Carlson, 2006). Au sein des PE, le DHA peut en particulier être incorporé dans les 

plasmalogènes à éthanolamine (EtnPlsm). 
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I.3.4 Remodelage des phospholipides   

Outre la capacité de synthèse de novo, les cellules sont dotées de voies alternatives 

responsables du remodelage de la composition en AG des PL.   

Lands et Merkel ont proposé un mécanisme de remodelage des phospholipides par un cycle 

de dé-acylation/ré-acylation (cycle de Lands) (Lands et Merkl, 1963).  

Un autre mécanisme de remodelage des PL implique des réactions de transacylation 

dépendantes ou indépendantes du coenzyme A. Ces mécanismes de remodelage des 

phospholipides font intervenir un grand nombre d’enzymes dont certaines possèdent des 

spécificités de substrat pour les acides gras saturés ou polyinsaturés, ainsi que pour les 

différentes sous-classes de PL. 

Le remodelage des PL implique également différentes phospholipases et ceci en libérant les 

AGPI des GP membranaires.  

I.3.4.1 Voies de dé-acylation/ré-acylation  

Cette voie de remodelage des PL, également appelée voie de Lands (figure 9), nécessite la 

libération d’un des deux acyles gras par une phospholipase A1 (PLA1) ou A2 (PLA2) générant 

ainsi un lysoPL. L’estérification d’un nouvel acide gras dans ce lysoPL se déroule alors en 

deux temps. L’acide gras doit d’abord être activé sous forme d’acyl-CoA. Cette réaction est 

catalysée par une acyl-CoA synthétase et nécessite la présence d’ATP et de Mg
2+

. 

Il a été montré que, dans la majorité des tissus, l’activité acyl-CoA synthétase est plus élevée 

pour l’AA que pour les autres acides gras (MacDonald et Sprecher, 1991 ; Reddy et Bazan, 

1984). Une activité DHA-CoA synthétase a été mesurée dans des extraits de cerveaux (Reddy 

et Bazan, 1985) et de rétines de rats. Une autre enzyme, l’acyl-CoA hydrolase, catalyse la 

dissociation de l’acide gras et du coenzyme A. La deuxième étape correspond au transfert de 

l’acide gras activé (acyl-CoA) vers un lysoPL. Cette étape est catalysée par une acyl-CoA : 

lysoPL acyltransférase. L’activité acyl-CoA : 1-acyl-2-lysoPC acyltransférase a été décrite 

dans les fractions cytosoliques, microsomales et mitochondriales de nombreux tissus et types 

cellulaires de différentes espèces (Yamashita et al., 2014). 

 

Figure 9: Cycle de dé-acylation/ré-acylation (Voie de Lands). 
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I.3.4.2 Voies de transacylation  

En plus des voies de dé-acylation/ré-acylation catalysées par des acyl-CoA décrites 

précédemment et représentées dans cette partie par la figure 10.A, la ré-acylation des lysoPL 

peut également s’effectuer par un mécanisme de transacylation (figure 10.B et 10.C) utilisant 

des PL comme donneurs d’AG. Cette réaction est catalysée par différentes enzymes appelées 

transacylases qui possèdent aussi des spécificités de substrat vis-à-vis de l’AG transféré et  

vis-à-vis des PL « donneurs» ou « accepteurs». Deux processus de transfert ont été décrits, 

l’un étant dépendant du coenzyme A, l’autre non.  

La transacylation CoA-dépendante (figure 10.B) a été mise en évidence la première fois dans 

les microsomes de foie de lapin et a depuis été retrouvée dans la plupart des tissus et types 

cellulaires (Sugiura et al., 1988). Cette activité ne présente pas de forte spécificité de substrat. 

En revanche, la transacylation CoA-indépendante (figure 10.C), mise en évidence par Kramer 

et Deykin en 1983, est plus spécifique des AGPI à longue chaîne comme l’AA, l’EPA et le 

DHA (Kramer et Deykin, 1983). Il a notamment été montré que dans les macrophages 

alvéolaires de lapin et le cerveau de rat, les transacylases CoA-indépendantes transfèrent de 

manière très sélective le DHA en position sn-2 des lyso-plasmalogènes-PE (Masuzawa et al., 

1989). 

Enfin, la figure 10.D représente une activité lysophospholipase/transacylase. Un groupement 

acyle en position sn-1 d’un lysoPL est transféré vers la position sn-2 d’un autre lysoPL en 

présence de l’enzyme lysophospholipase/transacylase aboutissant à la formation d’un PL et 

d’un phosphoglycéride. 

L’ensemble de ces activités spécifiques de remodelage est représenté dans la figure 10: 

A- Acyl-CoA. 

B- Transacylation CoA-dépendante. 

C- Transacylation CoA-indépendante. 

D- Activité lysophospholipase/transacylase. 
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Figure 10: Remodelage des glycérophospholipides (E/C: Ethanolamine/Choline), 

 (d’après Kitson et al., 2012) 
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Dans le cerveau : 

Le cerveau est doté de l’équipement enzymatique responsable du remodelage de la composition en 

AG des PL. 

La  synthèse des plasmalogènes  riches en AA et DHA est réalisée par la voie de dé-acylation/ré-

acylation (Onuma et al., 1984). Une activité acyl-CoA:lysophospholipide acyltransférase a été 

observée dans différentes structures cérébrales comme les microsomes et les noyaux des cellules 

du cortex cérébral de lapin âgé de 15 jours  (Baker et Chang, 1981), la myéline de rats âgés de 6 à 8 

semaines (Vaswani et Ledeen, 1989) et le cerveau humain (Ross et Kish, 1994).  

Baker et Chang (1981) ont mis en évidence  que les acyl-CoA:lysophospholipide acyltransférases 

des  microsomes et des noyaux des cellules du cortex cérébral ont une affinité différente envers 

l’arachidonyl-CoA, suggérant l’existence de deux enzymes différentes.  

Vaswani et Ledeen (1989) ont décrit, dans la myéline, le transfert de l’AA et de l’acide oléique, 

préalablement activés en acyl-CoA, à des lysoPC et des lysoPI. L’AA-CoA est plus réactif que 

l’oléoyl-CoA envers les lysoPC et l’activité de l’acyl-CoA:lysophospholipide acyltransférase, 

utilisant l’oléoyl-CoA, est plus importante pour les lysoPC que pour les lysoPI.  

L’étude de Ross et Kish (1994) sur le cerveau humain montre que l’acyl-CoA:lysophospholipide 

acyltransférase possède une affinité différente en fonction du substrat, l’affinité pour 

l’arachidonoyl-CoA excédant de trois fois celle de palmitoyl-CoA. De  plus, le  taux d’acylation est 

fonction de la classe de lysophospholipides selon l’ordre lysoPI> lysoPC>lysoPS> lysoPE.  

Dans les tissus cérébraux, des transacylations CoA-dépendante et CoA-indépendante existent aussi 

(Masuzawa et al., 1989 ;  Ojima et al., 1987) avec une sélectivité acyl de la transacylase CoA-

dépendante similaire à celle de l’acyl-CoA:lysophospholipide acyltransférase. Cette enzyme utilise 

les 1-acyl-2-lysoPC puis les 1-acyl-2-lysoPE comme PL accepteur (Masuzawa et al., 1989). La 

transacylase CoA-indépendante dans les microsomes de cerveau de rat est spécifique de l’AA et du 

DHA. 

L’ensemble de ces résultats montrent que le cerveau possède l’équipement enzymatique nécessaire 

à la synthèse des PL et au remodelage de la composition en AG de ces PL.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2015ISAL0044/these.pdf 
© [M. Hachem], [2015], INSA Lyon, tous droits réservés



 

 

 - 57 - 

 

 

I.3.4.3 Implication des phospholipases dans la libération des AGPI des glycérophospholipides 

membranaires 

La libération des AGPI, en particulier de l’AA et du DHA, à partir des PL membranaires est 

initiée par de nombreux agents activant des phospholipases (PLA). Les AGPI étant 

généralement estérifiés en position sn-2 des PL, leur hydrolyse est réalisée principalement par 

les phospholipases A2 (PLA2) qui représentent les hydrolases d'acyle avec les phospholipases 

A1 (PLA1). Les phospholipases C (PLC) et phospholipases D (PLD) représentent quant à elles 

les phosphodiestérases (figure 11). 

 

Figure 11: Action des phospholipases sur les glycérophospholipides. 
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Les phospholipases A1 

La PLA1 catalyse l'hydrolyse de l’AG exclusivement en position sn-1 des GP. Un acide gras 

libre (AGL) et un lysophospholipide (lysoPL) sont les produits d'une réaction d’hydrolyse 

PLA1. Bien que l’activité de PLA1 ait été détectée dans divers tissus et lignées cellulaires, seul 

un nombre limité de PLA1 a été cloné. Le rôle biologique de l’hydrolase d’acyle a été défini 

par sa participation dans le cycle de dé-acylation/ré-acylation des GP.  

Dans le cerveau: 

Des PLA1 hydrolysant les PE dans des conditions alcalines et en présence de cations bivalents 

ont été décrites dans le cerveau humain (Rooke et Webster, 1976), de rat (Dawson et al., 

1982) et bovin (Pete et Ross, 1994). Une activité PLA1 hydrolysant les PI a été également 

décrite dans le cerveau bovin (Ueda et al., 1993) et de rat (Hirasawa et al., 1981). Ueda et al. 

(1993) ont suggéré que la PLA1 spécifique des PI pourrait être couplée avec une PLC 

spécifique des lysoPI. 

La lipase endothéliale (LE), une PLA1 des cellules endothéliales de la barrière hémato-

encéphalique a été identifiée par Chen et Subbaiah (2007) comme étant responsable de la 

génération de lysoPL à DHA dans le plasma. Ils ont étudié la spécificité de substrat de cette 

lipase. La LE a montré une spécificité vis-à-vis de la tête polaire des PL : PE>PC>PS>PA et 

une préférence pour les espèces contenant du DHA en position sn-2. Par contre, elle est 

inactive dans l'hydrolyse des PL contenant une liaison éther. De plus, la LE est plus 

spécifique des PL que des TG. 

Les phospholipases A2 

Les PLA2 sont un groupe d'enzymes qui catalysent l'hydrolyse de la liaison ester en position 

sn-2 des GP et génèrent un AGL et un lysoPL. Chez les mammifères, plus de 19 isoformes 

différents de la PLA2 ont été identifiés.  

Les PLA2 ont montré une participation à des événements physiologiques liés à la lésion des 

cellules, l'inflammation et l'apoptose (Murakami et al., 1997 ; Balsinde et al.,2006 ; 

Cummings et al., 2000).  

Dans le cerveau: 

Les premiers travaux mettant en évidence l’existence de phospholipases dans le cerveau 

datent de 1962. Ils ont montré que le tissu cérébral humain hydrolysait des PC marquées en 

AGL et en lysoPC (Gallai-Hatchard et al., 1962). Les activités PLA2 ont ensuite été détectées 

dans des synaptosomes de cerveau de rat et dans des préparations de cellules neuronales et 

gliales de lapin (Woelk et al., 1978). Depuis, de nombreuses études ont identifié trois grands 

groupes de PLA2: le groupe IV dépendante du calcium PLA2 cytosoliques (cPLA2), le groupe 

II PLA2 sécrétées (sPLA2), et le groupe VI PLA2 Ca
2+

-indépendante (iPLA2) (Murakami et 

Kudo, 2002). 

Groupe IV dépendante du calcium, PLA2 cytosoliques (cPLA2) 

Les cPLA2 du groupe IV ont été identifiées pour la première fois dans les plaquettes 

sanguines humaines. Cette famille est composée de six membres (GIVA, B, C, D, E, F) 

(Ghosh et al., 2006). Elle est considérée comme le médiateur clé dans la libération de l'AA 

(Clark et al., 1991). L'implication des membres de la famille des cPLA2 dans l’homéostasie 

des GP est peu connue. Quelques études ont suggéré que certaines pourraient être impliquées 

dans le remodelage des PL (Kainu et al., 2008). L’enzyme de cette famille la mieux étudiée 

est la GIVAPLA2. C’est la seule PLA2 qui a une préférence pour l’AA en position sn-2 des 
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PL. Elle possède aussi une activité lysophospholipase et transacylase (Ghosh et al., 2006). Au 

niveau cérébral, la cPLA2 a été détectée dans la fraction cytosolique de cerveau de rat et dans 

des astrocytomes humains (Stephenson et al., 1994 ; Clemens et al., 1996). Dans le cerveau 

humain, elle est principalement présente dans les astrocytes de la matière grise (Stephenson et 

al., 1994). 

Groupe II, PLA2 sécrétées (sPLA2) 

Les sPLA2 tirent leur nom du fait qu’elles ont d’abord été découvertes dans les fluides 

digestifs du pancréas et de l’estomac ainsi que dans les venins de serpent. Dix sPLA2, actives 

catalytiquement, ont été identifiées chez les mammifères  (IB,  IIA,  IIC,  IID, IIE, IIF, III, V, 

X et XIIA) (Balestrieri et Arm, 2006). Les sPLA2 ne possèdent pas de forte spécificité de 

substrat vis-à-vis de la nature de l’AG mais il a été montré que certaines sPLA2 agissent 

préférentiellement sur les PL anioniques comme les PE, les PS et le PG par rapport aux PL 

neutres comme les PC. Cependant, Subbaiah et son équipe ont testé l’hydrolyse des PC-DHA 

(16:0/22:6-PC) par action des différentes sPLA2 (sPLA2 du groupe V, sPLA2 du groupe X, 

sPLA2 de venin de serpent) et de la lipase endothéliale (LE). Ils ont montré que 55% des PC-

DHA sont hydrolysées en présence de la LE, des sPLA2 du groupe X et de venin de serpent 

tandis que seulement 15% des PC sont hydrolysées par l’isoforme V des sPLA2.  

Groupe VI, PLA2 Ca2
+
-indépendante (iPLA2)  

La famille iPLA2 comprend six membres: iPLA2β(VIA), iPLA2ɤ (VIB), iPLA2δ (VIC), iPLA2ɛ 

(VID), iPLA2ζ (VIE), et iPLA2ɳ (VIF) (Balsinde et Balboa, 2005 ; Burke et Dennis, 2009 ; Lei 

et al., 2010 ; Cedars et al., 2009 ; Balsinde et al., 2006). Les iPLA2β et les iPLA2ɤ sont 

connues pour avoir des activités PLA1 et PLA2 ainsi que des activités lyso-PLA (Cedars et al., 

2009). En revanche, les iPLA2ɛ, les iPLA2ζ, et les iPLA2ɳ ont une activité PLA1 et PLA2 

faible, mais une forte activité triglycéride (TG)-lipase (Cedars et al., 2009). Les iPLA2δ 

disposent d'une faible activité PLA1 et PLA2, mais une forte activité lyso-PLA (Glynn, 2005). 

Deux formes ont été séparées dans le cytosol de cerveau bovin. L’une possède une activité 

plus élevée envers les PE, la seconde est spécifique des plasmalogènes à éthanolamine 

(Hirashima et al., 1992). 

Les phospholipases C 

Les PLC hydrolysent la liaison entre le phosphate et le glycérol produisant ainsi un DG et un 

groupe phosphorylé. Les treize PLC de mammifères identifiés sont considérées comme 

phospho-spécifiques (Suh et al., 2008). Les PLC sont impliquées dans la transduction du 

signal (Fukami et al., 2010), plutôt que dans l'homéostasie des PL. Les PLC qui hydrolysent 

les PC ou PE ont été purifiées partiellement (Wolf et Gross, 1985 ; Clark et al., 1986).   

Dans le cerveau humain, l'activité des PLC a été identifiée comme étant dépendante du 

calcium et des protéines G (Greenwood et al., 1995). PLC-γ1 qui est spécifique des PI génère 

l’inositol tri-phosphate (IP3) et le DG à partir du phosphatidylinositol PI(4,5)P2. Cette 

isoforme est hautement exprimée dans le cerveau et semble impliquée dans les fonctions 

neuronales aussi bien que dans diverses maladies neurologiques (Jang et al., 2013). 

Les phospholipases D 

Les PLD catalysent généralement la conversion d’un PL en acide phosphatidique et en 

choline ou éthanolamine. Les PLD sont impliquées principalement dans la transduction du 

signal. Trois isoformes, PLD1, PLD2 et mitoPLD, ont été clonées chez les mammifères 

(Jenkins et Frohman, 2005 ; Mansfeld et Ulbrich-Hofmann, 2009). 
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Les PLD sont activées après stimulation de récepteurs présents à la surface cellulaire par 

différents agonistes tels que les neurotransmetteurs, les hormones, les facteurs de croissance. 

L’activation des PLD implique des mécanismes multiples incluant les protéines G, l’élévation 

des concentrations de Ca
2+

, les protéines kinases C et la phosphorylation des tyrosines. 

Dans le cerveau : 

L’activité enzymatique PLD a été mise en évidence pour la première fois en 1973 dans des 

membranes de cerveau de rats (Saito et Kanfer, 1973). Depuis, son activité a été détectée dans 

différentes régions du cerveau et dans différentes cellules notamment dans les cultures 

primaires d’astrocytes (Gustavsson et Hansson, 1990) et de neurones (Mangoura et Dawson, 

1993). La PLD peut être aussi cytosolique (Wang et al., 1991). Elle est spécifique des PC et 

des PE tandis que la forme membranaire est spécifique des PC (Horwitz et Davis, 1993). Les 

deux  formes PLD1 et PLD2 sont exprimées dans le cerveau. De nombreux travaux montrent 

l’implication de la PLD dans la pathogénèse de la maladie d’Alzheimer, dans l’accident 

vasculaire cérébral et dans d’autres désordres neurologiques (Lindsley et Brown, 2012). 

I.3.5 Les Lysophosphatidylcholines  

I.3.5.1 Biosynthèse des lysophosphatidylcholines  

Une lysophosphatidylcholine (lysoPC) est une phosphatidylcholine dont l’un des deux acides 

gras a été hydrolysé par une PLA2 en position sn-2 du squelette glycérol pour donner une      

2-lysoPC ou par une PLA1 en position sn-1 pour donner une 1-lysoPC. 

Les lysoPC sont sécrétées par le foie puis captées par les tissus. Elles sont une source 

importante d’AGPI, en particulier pour le cerveau (Thiès et al., 1992). 

Dans le plasma, les lysoPC sont liées principalement à l’albumine et/ou aux lipoprotéines.  

Elles sont présentes en grande quantité dans le plasma représentant 5-20% des phospholipides 

totaux (Nelson, 1967). 

Cependant, les voies de formation dans le plasma ne sont pas complètement comprises.  

Quatre sources principales de lysoPC plasmatiques ont été décrites : 

• Par action de la lipase hépatique (LH): elle hydrolyse les phospholipides présents dans 

les lipoprotéines (High Density Lipoprotein : HDL) et possède une préférence pour les PE par 

rapport aux PC. Elle participe donc peu à la formation du pool plasmatique des lysoPC 

(Azema et al., 1990). 

• Par action de la lécithine-cholestérol acyltranférase (LCAT) qui est secrétée par le foie 

et qui circule dans le plasma essentiellement sous forme liée aux lipoprotéines, notamment les 

HDL et minoritairement aux LDL (Low Density Lipoprotein). Cette enzyme catalyse le 

transfert d’un acide gras en position sn-2 d’une PC présente dans une HDL vers le groupe      

3-hydroxyle du cholestérol pour former un ester de cholestérol et une lysoPC (Glomset, 

1962). Subbaiah et al. (2004) ont montré que la spécificité de position de la LCAT humaine 

est altérée lorsque la concentration en 16:0-22:6-PC est augmentée suite à une 

supplémentation en DHA. Après un régime riche en DHA, le taux des sn-2-lyoPC-DHA 

plasmatique augmente 3,5 fois et celui des 16:0-22:6-PC augmente de 12% sans aucune 

modification des sn-2-lysoPC-16:0.  
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• Les lysoPC hautement insaturées sont également sécrétées par le foie après ingestion 

de TG insaturés (Brossard et al., 1996). Cependant, les mécanismes exacts de sécrétion des 

lysoPC par le foie ne sont pas fermement établis. 

• Chen et Subbaiah (2007) proposent une synthèse plasmatique de lysoPC grâce à 

l’action d’une lipase endothéliale (LE) comme mentionné précédemment.  

I.3.5.2 Propriétés des lysophosphatidylcholines  

Les lysoPC agissent sur des cibles multiples impliquées dans les maladies cardiovasculaires, 

le cancer et l’apoptose neuronale (Gendaszewska-Darmach, 2008 ; Sun et al., 2009). Des 

études ont montré que cette multiplicité de fonctions des lysoPC s’explique par le fait que les 

lysoPC agissent  via un récepteur couplé aux protéines G qui est le récepteur G2A (Frasch et 

al., 2007). Des activités à la fois pro- et anti-inflammatoires des lysoPC ont été montrées.     

In vitro, les activités pro-inflammatoires des lysoPC incluent la stimulation du chimiotactisme 

des lymphocytes T humains (McMurray et al., 1993) et la stimulation de la production des 

cytokines MCP-1 (monocyte chimoattractant protein 1) par des cellules HUVEC (Human 

umbilical vein endothelial cells) (Takahara et al., 1996), et des cytokines interleukines IL-6 et 

IL-8 par des cellules de l’artère coronaire (Aiyar et al., 2007). 

Les lysoPC ont des effets cytotoxiques et peuvent s’accumuler dans des conditions 

pathologiques, tel que l’athérosclérose (Katz et Messineo, 1981). En effet, les lysoPC sont 

détectées au niveau des lésions athérosclérotiques et sont responsables des sécrétions de 

cytokines induisant un contexte inflammatoire au niveau des lésions. Elles activent le 

recrutement des lymphocytes T CD4+ dans les lésions d’athérosclérose, selon un mécanisme 

NF-KB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) dépendant, par 

augmentation de l’expression du récepteur CXCR4 (C-X-C chemokine receptor type 4) jouant 

ainsi un rôle important dans le développement de l’athérosclérose (Han et al., 2004).  

L’ensemble de ces études est en faveur du caractère pro-inflammatoire des lysoPC. 

Concernant l’activité anti-inflammatoire des lysoPC, Yan et al. (2004) ont montré que les 

lysoPC atténuent l’inflammation en augmentant l’activité anti-microbienne des neutrophiles 

par action sur leur stock de peroxyde d’hydrogène (H2O2) et réduit les taux d’interleukines 1β 

(IL-1β) et de facteur de nécrose tumorale α (TNFα) circulants. D’autres études ont montré que 

les lysoPC sont capables de réduire l’inflammation en agissant au niveau intracellulaire et en 

augmentant les sécrétions de facteurs protecteurs des endothéliums comme la NOS (nitric 

oxide synthase) lors d’un choc septique (Zembowicz et al.,1995). 
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Chapitre II: L’acide docosahexaénoïque 

Le DHA est le principal acide gras du cerveau et de la rétine. Il est estérifié en position sn-2 

des GP, et plus particulièrement des plasmalogènes à éthanolamine (Bazan, 2003).  

Une fois le DHA libéré par l’action d’une PLA2, il est soit réincorporé dans les PL 

membranaires par des réactions de réacylation ou oxydé suivant plusieurs mécanismes 

enzymatiques et non enzymatiques en métabolites oxygénés variés. 

I.1 Incorporation du DHA dans les phospholipides 

membranaires du cerveau 

Le cerveau peut capter le DHA préformé  à partir de la circulation, soit synthétisé par le foie 

(Scott et Bazan, 1989), soit apporté directement par l’alimentation (Sinclair, 1975). Une fois 

dans le cerveau, le DHA subit un cycle métabolique.  

Le DHA provenant du plasma et lié aux protéines plasmatiques se dissocie de ces dernières et 

traverse la barrière hémato-encéphalique. Ensuite, il est activé par une acyl-CoA synthétase 

spécifique, la docosahexaénoyl-CoA synthétase (figure 12). Cette enzyme a une affinité très 

élevée pour son substrat ce qui permet au DHA d’être estérifié très rapidement dans un PL 

(Ross et al., 1997). 

Une partie du docosahexaénoyl-CoA formé peut subir une β-oxydation dans les 

mitochondries des cellules et une autre partie est estérifiée par une acyl-CoA transférase en 

position sn-2 du glycérol-3-phosphate (la position sn-1 étant occupée par un acide gras saturé 

dans la plupart des cas). L’acide phosphatidique formé  est ensuite transformé en DG par une 

phosphatidate phosphatase. Ces DG sont des précurseurs des TG, des PE et des PC (Ross et 

al., 1997).  

Les PL peuvent ensuite être hydrolysés par une phospholipase A2 (PLA2)  pour donner un 

lyso-2-phospholipide et un DHA libre.  

Une partie du DHA libéré est utilisée dans la synthèse de dérivés oxygénés. Nous détaillerons 

les mécanismes de formation de ces dérivés dans les parties suivantes (I.2. Métabolisme 

oxygéné du DHA). 

Le reste est réactivé par une acyl-CoA synthétase pour refaire un cycle (Green et al., 2008). 

L’ensemble de ces mécanismes est représenté dans la figure 12. 
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Figure 12: Modèle pour le métabolisme de l’acide docosahexaénoïque. Le DHA plasmatique 

est dissocié de l’albumine et passe à travers la barrière hémato-encéphalique (A) vers le cerveau où il 

est activé par une acyl-CoA synthétase (B). Une faible proportion de DHA subit une β-oxydation (C) 

dans les mitochondries et le reste est estérifié par une acyl-CoA transférase (D). Dans ce modèle, la 

phospholipase A2 du groupe VI (iPLA2) libère le DHA des phospholipides neuronaux (E). Une partie 

du DHA est convertie en dérivés oxygénés (F) et le reste est activé par une acyl-COA synthétase (G). 

(Green et al., 2008) 
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I.2 Métabolisme oxygéné du DHA 

I.2.1 Oxydation enzymatique du DHA : Voie des lipoxygénases 

Les premiers travaux portant sur les métabolites oxygénés du DHA ont montré que cet AGPI 

n'est pas un substrat pour la cyclooxygénase (COX) mais peut être oxygéné par diverses 

lipoxygénases (LOX) (Corey et al., 1983). 

Les LOX sont des enzymes qui contiennent du fer non héminique (Kühn et al., 2005). Ce 

dernier est oxydé au cours de la réaction (Fe
2+

 >>> Fe
3+

). Les LOX sont largement répandues 

dans les règnes animal et végétal (Grechkin., 1998 ; Kühn et Thiele., 1999). Ces enzymes 

catalysent la dioxygénation des AGPI porteurs d’au moins un motif 1,4-cis,cis-pentadiène. 

Elles sont généralement cytosoliques et contiennent 665 acides aminés (76 kDa). Elles fixent 

l’oxygène sur les carbones C5 (5-LOX), C12 (12-LOX) et C15 (15-LOX) du DHA. 

I.2.1.1 Métabolites mono-hydroxylés du DHA 

Les principaux métabolites mono-hydroxylés du DHA sont les 11-hydroxy-DHA               

(11-HDHA) et 14-hydroxy-DHA (14-HDHA) issus de l’activité 12-LOX, les 4-hydroxy-DHA 

(4-HDHA) et 7-hydroxy-DHA (7-HDHA) issus de l’activité 5-LOX et le 17-hydroxy-DHA 

(17-HDHA) issus de l’activité 15-LOX. Les réactions d’oxydation enzymatique aboutissant à 

la formation de ces métabolites ont lieu en présence de glutathions peroxydases (GPx 

peroxydase) (Lee et al., 1984 ; Sawazaki et al., 1994). Les dérivés mono-hydroxylés du DHA 

inhibent l'agrégation plaquettaire induite par l'AA exogène, par l'adénosine-5'-diphosphate 

(ADP) ou induite par le collagène (Karanian et al., 1996). 

L’ensemble de ces métabolites est représenté dans la figure 13 ci-dessous.  

 

Figure 13: Schéma de biosynthèse des principaux métabolites mono-hydroxylés du DHA. 
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I.2.1.2 Métabolites di-hydroxylés du DHA 

Docosatriènes: Protectines et Marésines 

Les docosatriènes sont des métabolites di-hydroxylés du DHA, caractérisés par la présence 

d'un triène conjugué. Les principaux docosatriènes sont les protectines et les marésines.  

 Protectines: 

Des travaux récents montrent que le DHA subit une lipoxygénation par la 15-LOX pour 

former dans un premier temps du 17(S)–hydroperoxy-docosahexaénoïque (17(S)-HpDoHE). 

Une époxydation enzymatique du 17(S)-HpDoHE permet la formation d’un époxyde 

intermédiaire qui aboutit à la synthèse de l'acide 10(R),17(S)-dihydroxy-docosa-

4Z,7Z,11E,13E,15Z,19Z-hexaénoïque (Serhan et al., 2006 ; Levy et al., 2007) ou protectine 

D1 (PD1).   

La protectine D1 (PD1) a été mise en évidence pour la première fois dans les cellules 

mononucléaires activées. Elle est aussi présente dans le cerveau où elle est nommée 

neuroprotectine D1 (NPD1).  Elle a été appelée « protectine » en raison de ses actions 

protectrices et anti-inflammatoires (Hong et al., 2003 ; Mukherjee et al., 2004 ; Serhan et al., 

2014) dans les tissus. La PD1/NPD1 prévient notamment l’apoptose neuronale responsable de 

neurodégénérescence dans la maladie d’Alzheimer (Lukiw et al., 2005 ; Bazan, 2006 ; 

Mukherjee et al., 2004 ; Serhan et al., 2006), elle diminue l'inflammation allergique des voies 

respiratoires et l'asthme associé  (Levy et al., 2007). Dans les accidents vasculaires cérébraux, 

la PD1 est augmentée dans le cerveau. Elle diminue les dommages cérébraux et inhibe 

l'infiltration de leucocytes ainsi que l'expression de gènes pro-inflammatoires (Marcheselli et 

al., 2003). Le mécanisme de synthèse de la PD1/NPD1 est représenté par la figure 14. 
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Figure 14: Schéma de biosynthèse de la protectine D1. 

Le DHA est converti en 17(S)HpDoHE  par une 15-LOX. Le 17(S)HpDoHE est ensuite transformé en 

Protectine D1 via un époxyde intermédiaire.  
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Chen et al. (2011) ont caractérisé un isomère de la PD1, nommé PDX qui est l'acide 10(S), 

17(S)-dihydroxy-docosa-4Z,7Z,11E,13Z,15E,19Z-hexaénoïque (figure 15) et qui est produit 

par une double oxygénation du DHA par la 15-LOX. La géométrie du triène conjugué est 

E/Z/E pour la PDX et E/E/Z pour la PD1. Ce composé diffère par la stéréochimie du carbone 

10 qui est R pour PD1 et S pour PDX (figure 15). 

 

Figure 15: Structure de PDX (isomère de PD1). 

(Chen et al., 2011) 

La PDX inhibe l’agrégation plaquettaire via l’inhibition de la cyclooxygénase COX-1 et de l’action 

du thromboxane A2 (TxA2). Cette propriété est due à la géométrie particulière du triène conjugué 

(trans, cis, trans) formé par double lipoxygénation (Chen et al., 2011). Ceci a été confirmé par les 

études de Liu et al. (2014) qui ont montré que la PDX est un inhibiteur de la COX-1 ainsi que la 

COX-2 activée durant l’inflammation. Ils ont prouvé que la PDX diminue le relargage des espèces 

réactives de l’oxygène produites par les neutrophiles humains in vitro. L’ensemble de ces données  

suggèrent que la PDX pourrait être considérée comme un agent anti-inflammatoire et anti-

agrégant. 

En plus des effets anti-inflammatoire et anti-agrégant, la PDX diminue la réplication du virus 

Influenza chez la souris. Sa production est inversement corrélée à la pathogénicité du virus H5N1 

(Morita et al., 2013). 

Des études récentes soulignent l’implication de la PDX dans la résistance à l’insuline et dans le 

diabète de type 2. En effet, White et al. (2014) ont montré que la PDX a une activité gluco-

régulatrice. Après administration de la PDX chez des souris obèses diabétiques db/db, les 

concentrations de l’interleukine-6 du muscle squelettique augmente et la sensibilité à l’insuline est 

améliorée. 

 Marésines : 

Les marésines sont des médiateurs de DHA ayant des propriétés anti-inflammatoires et de 

protection de type "pro-résolvine" (Serhan et al., 2014). 

La 1-Marésine (MaR 1) ou l'acide 7(R),14(S)-dihydroxy-docosa-4Z,8,10,12,16Z,19Z– 

hexaénoïque a été identifiée la première. Le DHA est converti en acide 14(S)–hydroperoxy- 

docosahexaénoïque (14(S)-HpDoHE) par l'intermédiaire de la 12-LOX. Le 14(S)-HpDoHE 

est ensuite converti enzymatiquement en 13(S),14(S)-époxy-marésine qui est hydrolysée par 

voie enzymatique par un cation carbonium aboutissant à la formation du MaR1. Elle est un 

puissant médiateur qui stimule la phagocytose des macrophages.  
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Un autre isomère 7(S),14(S)-diHDoHE de MaR1 est formé par un double mécanisme de 

lipoxygénation, et est moins puissant in vitro et in vivo (Serhan et al., 2009).  

Une nouvelle marésine nommée 13(R),14(S)-diHDHA a été identifiée récemment. 

La synthèse schématique des marésines est représentée par la figure 16. 

 

 

Figure 16: Schéma de biosynthèse de Marésine 1 (MaR1).  

Le DHA est converti par une 12-LOX en 14S-hydroperoxy-DHA puis en Marésine 1 via un époxyde 

intermédiaire. 
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I.2.1.3 Résolvines 

Le terme “résolvine” ou « resolution-phase interaction products » (Rv) a été proposé par 

Serhan et al. (2000). Les résolvines sont des molécules di- et trihydroxylées formées à partir 

des AGPI n-3 par un processus qui peut être déclenché lors de l’inflammation et favorisé par 

l’aspirine mais aussi en absence d’aspirine. Les composés dérivés de l'EPA et du DHA sont 

appelés, respectivement, résolvines E et résolvines D.  

Ces composés ont été découverts dans les exsudats inflammatoires lors de la phase de 

résolution de la réponse inflammatoire (Serhan et al., 2000). Ils agissent en empêchant 

l’entrée des neutrophiles aux sites d’inflammation et en réduisant le volume des exsudats. 

Les études sur les exsudats de souris ayant consommées du DHA et traitées avec de l'aspirine 

dans la phase de résolution de l’inflammation fournissent la première preuve de nouvelles 

voies endogènes qui conduisent à la formation des résolvines D. La COX-2, acétylée par 

l’aspirine, convertit dans les cellules hypoxiques endothéliales humaines le DHA en 17(S)-

hydroxy-DHA qui est capté par les neutrophiles humains. Ce dernier est transformé en deux 

séries de produits di-hydroxylés ensuite trihydroxylés (résolvine 1, résolvine 2, résolvine 3, 

résolvine 4). Le mécanisme implique une oxygénation au niveau des carbones 4 et 7 (Serhan 

et al., 2002) (figure 17).   

Ces molécules ont été également trouvées dans le cerveau (Serhan et al., 2002 ; Hong et al., 

2003). 
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Figure 17: Schéma de biosynthèse des résolvines de la série D (RvD). 
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I.2.2 Oxydation non-enzymatique du DHA 

Les AGPI n-3 sont extrêmement sensibles à l’oxydation non-enzymatique due aux attaques 

radicalaires lors d’une augmentation  du stress oxydant dans les cellules. Leur peroxydation est 

d’autant plus importante que le nombre de doubles liaisons est élevé.  

L’oxydation non-enzymatique du DHA conduit à la production d’aldéhydes réactifs,  comme le 4-

hydroxy-hexénal (4-HHE), qui peuvent modifier de façon covalente les biomolécules ce qui 

conduit à des perturbations importantes de la fonction cellulaire. Chez l’Homme, Bradley el al. 

(2012) ont confirmé l’implication de la peroxydation lipidique du DHA et plus précisément le rôle 

du 4-HHE dans la progression de la maladie d’Alzheimer. Ils ont dosé les concentrations de 4-

HHE formant notamment des adduits avec les protéines dans les différentes régions cérébrales 

comme l’hippocampe, le gyrus para-hippocampal, le gyrus temporal supérieur et moyen, le 

cervelet chez des patients atteints de la maladie d’Alzheimer en comparaison avec des sujets sains. 

Ils ont montré que ces concentrations sont plus élevées dans l’hippocampe et le gyrus para-

hippocampal des sujets atteints de la maladie. In vitro, ils ont remarqué que la survie des cellules 

primaires corticales traitées avec du HHE diminue en fonction du temps et des concentrations.   

Cette peroxydation lipidique non enzymatique produit aussi des neuroprostanes (NPs). Ces 

molécules ont été nommées ainsi car le DHA est principalement localisé dans le système nerveux. 

Les F4-neuroprostanes ont été détectées  dans le cerveau de rats nouveau-nés et dans le cortex des 

porcs nouveau-nés (Roberts et al., 1998). Ils sont aussi détectés dans le liquide cérébrospinal des 

cerveaux humains et leurs taux sont plus élevés chez les patients atteints de la maladie 

d’Alzheimer. Ce sont des marqueurs du stress oxydatif et leur formation peut affecter les fonctions 

neuronales. 

D’autres auteurs ont identifié d’autres produits de peroxydation non-enzymatique du DHA 

nommés neurofuranes (NFs) (Song et al., 2008) et neuroketals (NKs) (Bernoud-Hubac et al., 

2001). Des concentrations plus élevées de NFs ont été observées dans le cortex cérébral d’un 

modèle de souris de la maladie d’Alzheimer (Song et al., 2008). 

Le dosage  des produits d’oxydation du DHA peut être utile dans le diagnostic des désordres 

neurologiques (maladie d’Alzheimer et de Parkinson, syndrôme de Down, AVC) (Shichiri, 2014). 

Bien que les produits d’oxydation du DHA soient impliqués dans certaines pathologies nerveuses, 

le DHA montre des effets neuroprotecteurs au niveau cérébral. Nous détaillons ces effets dans la 

partie suivante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2015ISAL0044/these.pdf 
© [M. Hachem], [2015], INSA Lyon, tous droits réservés



 

 

 - 72 - 

 

 

I.3 Effets neuroprotecteurs du DHA 

De nombreuses études précliniques et cliniques indiquent que le DHA a des effets 

neuroprotecteurs dans un certain nombre de troubles neurodégénératifs y compris la maladie 

d’Alzheimer et la maladie de Parkinson. Chez ces patients, le taux de DHA cérébral diminue 

d’où l’idée d’une supplémentation en AGPI n-3. 

La diminution des concentrations de DHA cérébral chez ces patients pourrait être attribuée à 

une déficience de l'enzyme ‘D-bifunctional protein’ (codée par le gène de HSD17B4), qui 

catalyse la conversion de l'acide tétracosahexaénoïque (C24:6n-3)  en DHA. Cette déficience 

d’enzyme diminue la biosynthèse du DHA dans le foie, ce qui réduit le flux de cet acide gras 

neuroprotecteur au cerveau (Astarita et al., 2010). 

Les effets bénéfiques de supplémentation en DHA dépendent du stade de progression de ces 

maladies (Van Marum, 2008 ; Wurtman, 2008 ; Freund-Lévi et al., 2006). Des effets positifs 

ont été observés chez des patients ayant des symptômes peu développés de la maladie 

d’Alzheimer. En effet, les personnes présentant une maladie très peu développée ont un déclin 

cognitif moins rapide lorsqu’elles consomment du DHA par rapport au groupe placebo. 

Cependant, l’administration d’oméga-3 chez des patients ayant une maladie d’Alzheimer 

davantage développée ne retarde pas leur déclin cognitif (Freund-Levi et al., 2006). 

Dans des modèles de souris transgéniques de la maladie d’Alzheimer, il a été montré que 

l'augmentation de teneur en DHA dans le cerveau, suite à une  supplémentation en AGPI n-3, 

est associée à des réductions des divers aspects de la pathologie de la maladie tels que les 

concentrations d'amyloïde-béta ainsi qu’à une amélioration du comportement (Lim et al., 

2005). De même, des corrélations significatives entre les concentrations de DHA dans le 

liquide céphalo-rachidien (LCR) et les concentrations des biomarqueurs de la maladie,  

protéine tau (diminution) et récepteur anti-inflammatoire de la cytokine -1RII (augmentation), 

dans le LCR, ont été établies (Freund Levi et al., 2014) chez des patients atteints de cette 

maladie.  

Il a été montré qu’il existe une relation étroite entre les habitudes alimentaires et l'incidence 

de la maladie de Parkinson. Une étude prospective basée sur des questionnaires alimentaires, 

incluant 131 368 participants, a révélé qu'une alimentation basée sur le modèle des « régimes 

méditerranéens », traditionnellement composés de légumes, fruits et poissons, serait associée 

à une diminution d'incidence de la maladie de Parkinson (Gao et al., 2007). Cette étude n'a 

pas spécifiquement identifié les oméga-3 comme facteur protecteur, mais dans la mesure où le 

poisson constitue la source principale d'oméga-3 à chaine longue, il est très probable que ces 

derniers jouent un rôle dans les effets bénéfiques rapportés. 

Une  autre étude prospective basée sur une cohorte de population a été réalisée. Plus de 5000 

sujets ont été évalués de façon longitudinale pour le risque de développer la maladie de 

Parkinson, en se basant sur un questionnaire sur la consommation d'acides gras. Après un 

suivi de six ans, il a été observé que les fortes consommations d'oméga-3, notamment du 

DHA, étaient associées à une diminution du risque de développer la maladie de Parkinson (de 

Lau et al., 2005).  

Il est plausible que le DHA soit bénéfique à plusieurs niveaux du processus de 

dégénérescence neuronale. En plus, de son rôle dans la fluidité membranaire, le relargage du 

DHA dans la cellule nerveuse peut promouvoir des mécanismes d'actions liés aux facteurs 

neurotrophiques, au stress oxydatif, à l'apoptose et à l'inflammation (Bousquet et al., 2011). 
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Outre son implication dans les maladies d’Alzheimer et de Parkinson, de nombreux travaux 

montrent que le DHA est neuroprotecteur dans des modèles d’accident vasculaire cérébral. 

Belayev et al. (2009) ont montré que l’administration de DHA à faible et moyenne doses         

3 heures après induction de l’ischémie cérébrale focale améliore les neuroscores et diminue la 

taille des infarctus cérébraux. La même équipe avait montré que l'administration de DHA 

complexé à l’albumine apportait une amélioration du comportement et une réduction de la 

taille d'infarctus cérébral dans le même modèle d’ischémie chez des rats jeunes (Belayev et 

al., 2005). En analysant les lipides cérébraux, ils ont révélé la formation de la neuroprotectine 

NPD1 dans l’hémisphère ipsilatéral, la NPD1 ayant été décrite comme inhibant des lésions 

cérébrales en contrôlant l’infiltration leucocytaire et l’expression de gènes pro-inflammatoires 

(Marcheselli et al., 2003). La même étude réalisée chez le rat âgé (18 mois) montre le même 

effet protecteur avec une augmentation de la survie des cellules (Eady et al., 2014). Plus 

récemment, la même équipe a montré par une étude IRM ex vivo que l’administration de 

DHA confère une neuroprotection durable 3 semaines après l’ischémie provoquée de la même 

façon que précédemment. L’amélioration neurocomportementale débute un jour après 

l’ischémie cérébrale focale (Hong et al., 2014). 

Les mêmes auteurs montrent par un contrôle de la perméabilité de la BHE  que le DHA  

diminue les dommages de la BHE et provoque une amélioration du comportement des rats 

(Hong et al., 2015).  

L’ensemble des études précliniques et cliniques courantes suggèrent qu’un apport ciblé de 

DHA au cerveau pourrait s'avérer être une stratégie thérapeutique alternative pour différents  

troubles du système nerveux central. Cependant, les données actuelles ne permettent pas de 

savoir exactement sous quelle forme le DHA traverse la BHE pour s’accumuler ensuite dans 

le cerveau. Nous détaillons le passage du DHA à travers la BHE dans la partie suivante. 
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I.4 Passage du DHA à travers la barrière hémato-encéphalique  

Puisque le taux de conversion de l’ALA en DHA est faible dans le cerveau, le DHA doit être 

capté à partir de la circulation sanguine. Il doit traverser la BHE qui forme l’interface 

cellulaire entre le sang et le parenchyme cérébral et qui par sa constitution cellulaire atypique 

est très sélective et peu perméable. Le DHA plasmatique peut être transporté sous différentes 

formes, soit sous forme non estérifiée (forme libre) ou estérifiée dans une lysoPC, les 2 

formes étant liées à l'albumine (Dhopeshwarkar et Mead, 1973), soit sous forme estérifiée 

dans les triglycérides (Anderson et al., 1994), les phosphatidylcholines, ou les esters de 

cholestérol et liée aux lipoprotéines.  

Cependant, la façon dont le cerveau capte le DHA plasmatique est encore matière à débats. 

Nous allons développer les différents modes de passage du DHA au cerveau    

I.4.1 Transport du DHA non estérifié  

La majorité des acides gras libres (AGL) circulant dans le plasma sanguin est complexée à 

l’albumine. Ces  AGL sont produits à partir du foie ou par hydrolyse des lipoprotéines par action 

de la lipoprotéine lipase (Bazinet et Layé, 2014).  Le mécanisme de translocation des AG à travers 

les membranes plasmiques est discuté. Certains auteurs pensent qu’il s’agit d’une diffusion passive 

(Ouellet et al., 2009). D’autres sont en faveur d’un mécanisme facilité dépendant de protéines de 

transport spécialisées (Bonen et al., 2007).    

I.4.1.1 Premier concept : la diffusion passive. 

La lipophilie des AG est à l'origine du concept de leur diffusion passive à travers les membranes 

cellulaires (Kuhl et Spector, 1970). A la différence de substances polaires telles que les ions ou les 

sucres, les AG sont apolaires. Ils sont peu solubles dans l'eau et donc faiblement hydratés. Ils se 

dissolvent rapidement dans la partie apolaire des membranes (Noy et al., 1986 ; Spooner et al., 

1990) et se répartissent entre les formes micellaires et les membranes biologiques. L'idée d'une 

entrée spontanée des AG dans les membranes émane donc des propriétés physico-chimiques des 

AG, des régions lipidiques membranaires et de 1'eau. Ce concept de diffusion simple des AG, 

notamment du DHA, à travers les membranes cellulaires a fait l’objet de nombreuses études. 

Concernant la diffusion passive du DHA sous sa forme non estérifiée à travers les cellules 

endothéliales de la BHE, Ouellet et al. (2009) ont utilisé une technique de perfusion cérébrale in 

situ chez des souris. Ils ont quantifié le coefficient de transport du DHA non estérifié marqué au 

carbone 14 à travers la BHE, étudié la saturabilité du transport du DHA et l’effet de la 

consommation chronique du DHA sur le coefficient de transport. Ils ont observé qu’un régime 

chronique en DHA sous sa forme non estérifiée  diminue significativement son passage à travers la 

BHE alors que l’augmentation de la concentration du DHA dans le plasma ne diminue pas sa 

captation pendant une perfusion d’une minute. En effet, des mécanismes d’adaptation interviennent 

lors de l’exposition prolongée au DHA qui sera moins capté via la circulation sanguine. 

L’accumulation du DHA au niveau de la BHE altère sa diffusion. De fortes concentrations en 

DHA activent l’acyl-CoA synthétase qui piège les acides gras à l’intérieur du cytoplasme cellulaire 

ce qui permet de limiter le transport des acides gras à travers la BHE. A l’inverse, la suppression du 

DHA de l’alimentation augmente son coefficient d’incorporation dans les phospholipides 

cérébraux. 

Le passage du DHA sous sa forme non estérifiée à travers la BHE peut être réalisé par un 

mouvement de « flip-flop » réversible. Le DHA se solubilise dans la membrane luminale des 
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cellules endothéliales et passe à travers cette dernière. Ce processus est répété à travers la 

membrane abluminale des cellules endothéliales de la barrière et les membranes plasmiques des 

autres cellules nerveuses (Hamilton et al., 2007). 

I.4.1.2 Deuxième concept : un processus facilité 

Le deuxième concept de transport du DHA au cerveau met en évidence une captation du DHA par 

les cellules via un processus facilité de transport à travers la BHE et impliquant des protéines 

membranaires cérébrales (Bonen et al., 2007). Parmi ces transporteurs, la BLBP (Brain Lipid 

Binding Protein) appartenant à la famille FABPpm (Plasma Membrane Fatty Acid Binding 

Protein) a été découverte dans le cerveau (Kurtz et al., 1994). Cette protéine présente une affinité 

élevée (Kd= 10 nM) spécifique pour le DHA mais pas pour l’AA ou l’acide palmitique (Xu et al., 

1996). De même, la FATP (Fatty acid Transport Protein), exprimée dans diverses parties du 

cerveau au cours de l’embryogénèse cérébrale et durant la période postnatale, joue un rôle 

important dans le transport du DHA au cerveau (Utsunomiya et al., 1997). Le CD36 a aussi été cité 

comme transporteur potentiel du DHA dans le cerveau mails il semble être plutôt un transporteur 

des esters de cholestérols plutôt que des AG (Bazinet et Layé, 2014). 

 

I.4.2 Transport du DHA estérifié dans une lysophosphatidylcholine  

Des études ont montré que le DHA traverse la BHE sous une forme estérifiée dans une 

lysophosphatidylcholine (lysoPC). La captation de lysoPC plasmatiques par le cerveau avait été 

décrite par Portman et Illingworth (1974) chez le singe écureuil. Approximativement 1% des 

lysoPC sécrétées par le foie étaient captées par le cerveau et 70% des lysoPC captées étaient 

acylées directement en PC. Ces travaux ont été suivis par de nombreuses études. 

In vivo, Thiès et al. (1994) ont montré que la forme circulante du DHA influençait son accrétion 

cérébrale,  le DHA estérifié sous forme de lysoPC étant 8 à 10 fois  mieux capté par le cerveau de 

rats que la forme non estérifiée correspondante. Les autres organes tels que le foie, les reins et le 

cœur favorisent la forme non estérifiée du DHA.  La captation cérébrale de l’acide gras estérifié 

dans une lysoPC augmente avec le degré d’insaturation de ce dernier. Par exemple, la captation de 

d’une lysoPC-DHA est supérieure à celle d’une lysoPC-AA (Thiès et al., 1992). 

Ces résultats in vivo ont été reproduits in vitro sur un modèle de coculture de cellules endothéliales 

de capillaires cérébraux bovins et d'astrocytes de rat. En utilisant ce modèle de BHE reconstituée, 

Bernoud et al. (1999) a pu confirmer le passage préférentiel de lysoPC-DHA comparativement à la 

forme non estérifiée à travers la BHE. Ces auteurs ont aussi montré que cette préférence implique 

la présence de transporteurs spécifiques, notamment des lipoprotéines à apolipoproteines E 

principalement secrétées par les astrocytes. La forme lysoPC-DHA est une forme physiologique 

circulante du DHA comme montré chez l'Homme et le rat (Croset et al., 2000) et s'observe 

notamment en réponse à l'ingestion de PC-DHA et de TG-DHA chez l'Homme (Brossard et al., 

1997 ; Lemaître-Delaunay et al., 1999). Plus tard, Chen et Subbaiah. (2007) ont confirmé le rôle 

potentiel de la lipase endothéliale dans la libération du DHA sous forme estérifiée en position sn-2 

d’une lysoPC  à travers la BHE, comme cité précédemment. 

L’ensemble des travaux de recherches montre que la lysoPC-DHA est une forme spécifique et 

privilégiée de transport du DHA au cerveau. Confortant cette idée, Nguyen et al. (2014) ont mis en 

évidence le rôle important du transporteur orphelin Mfsd2a, exprimé exclusivement dans 

l'endothélium des micro-vaisseaux de la BHE, dans  le transport du DHA. Selon des études in vitro 

et in vivo chez des souris Mfsd2a 
_ / _

, ils ont démontré que Mfsd2a transporte le DHA sous forme 
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de lysoPC-DHA, mais pas le DHA sous forme non estérifiée, et que la forme zwitterionique de la 

phosphocholine dans la lysoPC est essentielle  pour ce transport. De plus, des concentrations 

diminuées en DHA dans le cerveau de souris Mfsd2a 
_ / _

 ont été observées. Ceci est accompagné 

par une perte de cellules neuronales dans l'hippocampe et le cervelet. Concernant le mécanisme de 

passage de la lysoPC-DHA (liée à l’albumine) à travers la BHE en se liant au transporteur Mfsd2a, 

le complexe albumine-lipide est dissocié dans un premier temps puis la lysoPC-DHA s’adsorbe à 

la face luminale de la membrane plasmique des cellules endothéliales grâce au récepteur Mfsd2a. 

Le récepteur Mfsd2a lie la lysoPC-DHA et la transfère à travers la membrane abluminale à 

l’intérieur de la cellule. La lysoPC-DHA est ensuite transférée à l’intérieur du cerveau. La figure 18 

illustre l’implication du transporteur Mfsd2a dans la captation cérébrale de la lysoPC-DHA 

(Betsholtz, 2014). 

 

Figure 18: Implication du transporteur Mfsd2a dans la captation cérébrale de la lysoPC-

DHA. 

 (Betsholtz, 2014) 

 

Selon Bazinet et Layé (2014), les controverses qui existent actuellement pour expliquer le mode de 

transport du DHA au cerveau pourrait venir de la difficulté de mesure en temps réel des formes 

estérifiées et non estérifiées due au fait que la ½ vie plasmatique des AGL dans le plasma n'est que 

de 30s in vivo et que leur estérification dans divers pools lipidiques peut être de 30min seulement. 

Ces auteurs ont proposé le schéma ci-dessous pour résumer le transport du DHA des pools 

plasmatiques au cerveau (figure 19).  
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Figure 19: Entrée des acides gras du plasma dans le cerveau. 

 (Bazinet et Layé, 2014) 

Ce schéma illustre les différentes formes de passage des AG plasmatiques (AG libre, lysophospholipide…) 

au cerveau et confirme bien l’ensemble des études antérieures que nous avons mentionnés tout au long de la 

partie ‘I.4  Passage du DHA à travers la barrière hémato-encéphalique’. Les différentes étapes impliquées 

dans ce passage sont : 

1. Les lipoprotéines telles que les LDL, peuvent se lier à leurs récepteurs appropriés exprimés au 

niveau des cellules endothéliales, tel que le récepteur des LDL (LDLR), induisant une endocytose. 

2. Alternativement, la lipoprotéine lipase peut interagir avec les lipoprotéines pour former un  

lysophospholipide (LPL) et un acide gras libre (AGL). 

3. Le LPL formé se lie  au transporteur orphelin Mfsd2a que nous avons précédemment cité. 

4. L’AGL se retrouve dans le plasma. 

5. L’AGL s’associe à l'albumine plasmatique. 

6. Le complexe AGL-albumine est lié à la protéine CD36 exprimée au niveau des cellules 

endothéliales. 

7. Le complexe AGL-albumine peut  diffuser passivement à travers la membrane des cellules  

endothéliales. 

8. Dans les cellules endothéliales, qui constituent la barrière hémato-encéphalique, les lipoprotéines 

peuvent être hydrolysées pour libérer les AGPI. 

9. Les AGPI s’associent aux protéines FABP (Fatty acid Binding Protein). 

10. Le complexe AGPI-FABP passe à travers la membrane neuronale par diffusion passive ou 

11. Par  l’intermédiaire des protéines FATP (Fatty acid Transport Protein). 
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12. Les AGPI, une fois dans le cerveau, subissent les mécanismes biochimiques décrits précédemment 

(cycle de Lands, oxygénation enzymatique  et non-enzymatique, β-oxydation…). 
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Chapitre III: La Barrière Hémato-Encéphalique (BHE) 

Le système nerveux central (SNC) est considéré comme une structure «supérieure» différente 

et isolée du reste de l’organisme. En effet, le cerveau est l’organe dont l’homéostasie est la 

plus strictement contrôlée pour échapper aux fluctuations périphériques et ceci par l’évolution 

d’un système de barrière contrôlant les échanges entre le cerveau et le sang. Cette barrière est 

nommée la barrière hémato-encéphalique (BHE). 

I.1 Concept de barrière  

Le concept de la BHE date des années 1885 lorsque Paul Erlich a injecté un colorant 

hydrosoluble dans le sang et a trouvé que ce colorant marquait tous les organes sauf le SNC 

(Erlich, 1885). Ensuite en 1913, Edwin Goldmann montre une coloration unique et totale du 

cerveau des lapins après injection directe de bleu de trypan dans le liquide céphalo-rachidien 

(LCR) (Goldmann, 1913). Cette étude confirme la présence d’une barrière séparant le SNC de 

la circulation sanguine.  

Le terme de « BHE » n’apparaît qu’un peu plus tard et sa localisation au niveau des 

capillaires cérébraux a été établie lorsque les jonctions serrées se trouvant entre les cellules 

endothéliales de ces capillaires ont été observées (Reese et Karnovsky, 1967). 

La BHE, grâce à son rôle de filtre sélectif, est une interface dynamique qui maintient 

l’homéostasie cérébrale nécessaire au bon fonctionnement des neurones et des cellules gliales. 

Récemment, l'unité neuro-glio-vasculaire (UNGV) (figure 20) est définie comme une unité 

fonctionnelle composée de constituants cellulaires (cellules endothéliales, astrocytes, 

microglies, péricytes, myocytes, neurones) et de matrice extracellulaire (Muoio et al., 2014). 

La fonction cérébrale nécessite l'interaction entre les différents composants de cette unité. 

 

Figure 20: Unité neuro-glio-vasculaire (UNGV). 

Elle est composée de cellules endothéliales des microvaisseaux cérébraux couverts par des péricytes avec 

lesquels elles partagent une membrane basale commune entourée par de nombreuses extensions de pieds 

astrocytaires. 

(Wong et al., 2013). 
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L’ensemble de ces éléments (cellules endothéliales, membrane basale, péricytes et pieds 

astrocytaires) contribue à faire des capillaires cérébraux une barrière à la fois physique et 

métabolique qui régule les échanges entre le sang et le SNC, assurant le maintien de 

l’homéostasie cérébrale. Les propriétés structurales et métaboliques de la BHE font l’objet 

des parties suivantes.         

I.2 La BHE: une barrière physique 

I.2.1 Cellules endothéliales des capillaires cérébraux (CECC) 

La fonction homéostatique de la BHE précédemment citée est assumée par les cellules 

endothéliales des capillaires cérébraux (CECC). L’endothélium des capillaires cérébraux 

constitue le principal support anatomique de la BHE ainsi que les astrocytes dont les pieds 

sont en association avec les cellules endothéliales. 

Les CECC se caractérisent par une concentration en mitochondries importantes, présentent 

une activité de pinocytose minime et une absence de fenestrations (Oldendorf et al., 1977). 

Les jonctions cellules-cellules sont essentielles pour maintenir l'intégrité de la 

microvascularisation cérébrale et régler le transport paracellulaire. La restriction des échanges 

entre le sang et le cerveau est due aux caractéristiques structurales de l’endothélium des 

capillaires cérébraux comme la présence des jonctions serrées et des jonctions adhérentes 

entre ces cellules. Ces jonctions restreignent considérablement la diffusion des ions ainsi que 

le passage des molécules hydrophiles non électrolytes à travers la BHE (Oldendorf et al., 

1977). L’ensemble de ces jonctions est représenté par la figure 21. 

 

Figure 21: Les jonctions adhérentes et serrées au niveau des CECC. 

(Abbott et al., 2010) 
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I.2.1.1 Jonctions Adhérentes  

Les jonctions adhérentes sont présentes de manière ubiquitaire le long de l’arbre vasculaire et 

sont responsables de l'adhésion intercellulaire entre les cellules endothéliales adjacentes 

(Hawkins et Davis, 2005). Elles remplissent aussi de nombreuses fonctions comme la 

régulation de l’organisation du cytosquelette d’actine et la régulation de la signalisation 

intracellulaire. 

Les jonctions adhérentes sont composées de cadhérine-5, encore appelée Vascular Endothelial 

(VE)-cadhérine (Dejana, 2004) et de caténines (Vorbrodt et Dobrogowska, 2003).  

Cadhérine : la VE-cadhérine est exprimée par les cellules endothéliales partout dans le 

système vasculaire. Grâce à son domaine transmembranaire unique, elle assure l’adhésion 

cellule-cellule. Elle se lie par l'intermédiaire de sa terminaison carboxyle à la caténine 

cytoplasmique, et joue un rôle important dans la stabilisation des jonctions (Vestweber et al., 

2009).  

Caténines : elles représentent le lien permettant la communication entre les jonctions serrées 

et les jonctions adhérentes, mais également entre le complexe jonctionnel et le cytosquelette 

d’actine. En fait, les liaisons β-caténine-VE-cadhérine/α-caténine induisent la liaison directe à 

l'actine (Oldendorf et al., 1977). La protéine p120 caténine interagit directement avec la VE-

cadhérine et joue un rôle clé  dans la perméabilité de la BHE. 

 

I.2.1.2 Jonctions serrées 

Les jonctions serrées des cellules endothéliales induisent la polarisation de ces dernières par 

la présence de deux parties distinctes, la face luminale face à la circulation sanguine, et le côté 

abluminal face au parenchyme cérébral.  

Les jonctions serrées sont principalement responsables de la limitation de la perméabilité 

paracellulaire de la BHE (Hawkins et Davis, 2005). Elles sont constituées de protéines 

cytoplasmiques et transmembranaires (Furuse, 2010).  

Parmi les protéines transmembranaires, citons les occludines, les claudines et les molécules 

d'adhésion jonctionnelle (JAM). 

Les occludines ont été les premières décrites (Furuse et al., 1993). La localisation cellulaire 

de cette protéine de 65 kDa est directement liée à son degré de phosphorylation : les formes 

moins phosphorylées seront situées à la membrane basolatérale tandis que la forme la plus 

commune phosphorylée se concentrera uniquement sur les jonctions serrées (Sakakibara et 

al., 1997). Sa présence est corrélée à une augmentation de la résistance trans-endothéliale et 

une diminution de la perméabilité paracellulaire (Hirase et al., 1997). 

Les claudines, une famille de 24 membres, ont des masses moléculaires allant de 21 à 28 kDa 

(Furuse, 2010). Elles ont quatre domaines transmembranaires portant à leur extrémité 

carboxy-terminale un domaine hautement homologue qui leur permet d'interagir avec 

plusieurs protéines cytoplasmiques telles que zonula occludens (ZO)-1, 2 et 3 (Itoh et Bissell, 

2003). 

Les claudines forment des dimères avec leurs homologues dans la cellule adjacente (Huber et 

al., 2001). Dans les cellules endothéliales des capillaires cérébraux de mammifères, les 

claudines-3, 5 et 12 sont exprimées avec une expression prédominante de la claudine-5 

(Lippoldt et al., 2000). Les souris déficientes en claudine-5 sont caractérisées par une 
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augmentation de la perméabilité de la BHE à des petites molécules (<800 Da), montrant le 

rôle de cette protéine dans la restriction du passage paracellulaire (Nitta et al., 2003). La 

présence de la claudine-1 reste controversée; les claudines-10 et 22 ont été récemment 

identifiées dans les cellules endothéliales des capillaires cérébraux de souris (Ohtsuki et al., 

2008). 

Les molécules d'adhésion jonctionnelle (JAM) appartiennent à la superfamille des 

immunoglobulines. Elles peuvent former des homo - ou hétérodimères, de part et d'autre des 

membranes des deux cellules adjacentes (Wolburg et Lippoldt, 2002).  

Il s'agit de petites protéines (40 kDa) capables de se lier à la protéine ZO-1 et à l’occludine 

(Bazzoni et al., 2000). Les molécules d'adhésion jonctionnelle forment des jonctions 

intercellulaires qui réduisent la perméabilité paracellulaire et jouent un rôle important dans la 

formation des jonctions serrées et l'acquisition de la polarité cellulaire (Ebnet et al., 2004). 

L'intégrité fonctionnelle de la BHE nécessite l’association de protéines transmembranaires 

avec les protéines localisées dans le cytoplasme des cellules endothéliales. Il s'agit notamment 

des guanylate kinases associées à la membrane ou membrane-associated guanylate kinase 

(MAGUK) parmi elles, ZO-1, ZO-2 et ZO-3. Les protéines MAGUK sont nécessaires pour la 

classification des protéines des jonctions serrées à la membrane cellulaire (Gonzalez-Mariscal 

et al., 2003). 

ZO-1, la première protéine identifiée à être directement associée à des complexes des 

jonctions serrées, est une phosphoprotéine de 222 kDa qui est exprimée à la fois dans les 

cellules endothéliales et épithéliales. ZO-1 liée aux jonctions serrées, comme l’occludine, 

permet de maintenir la stabilité et la fonction de ces jonctions (Fanning et al., 1998). 

ZO-2, une phosphoprotéine de160 kDa, est liée aux jonctions serrées et a également été 

détectée dans les tissus ne contenant pas des jonctions serrées. ZO-2 partage beaucoup de 

fonctions avec ZO-1 et peut agir au lieu de ZO-1 dans des conditions où les interactions ZO-1 

et jonctions serrées sont perturbées. Dans une étude utilisant des clones de cellules 

épithéliales de souris qui n'avaient pas ZO-1, il y avait une régulation positive dans le 

recrutement de ZO-2 permettant une formation de jonctions serrées morphologiquement 

normales (Umeda et al., 2004). 

ZO-3 est exprimée dans certains tissus contenant des jonctions serrées ; Toutefois, son rôle au 

niveau du maintien de l’intégrité de la BHE n'a pas été élucidé (Inoko et al., 2003). 

 

Outre la présence des jonctions entre les cellules endothéliales de la BHE, le transfert des 

molécules à travers la BHE est limité par une barrière métabolique, formée par des enzymes 

capables de métaboliser des composés endogènes. Ces enzymes restreignent aussi le passage 

de molécules du compartiment sanguin au compartiment cérébral. 
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I.3 La BHE: une barrière métabolique 

Les enzymes et les pompes d’efflux constituent la barrière métabolique. Elles limitent la 

pénétration de nombreux composés au cerveau (Decleves et al., 2011 ; Begley, 2004). 

I.3.1 Les enzymes 

I.3.1.1 Monoamine oxydases (MAOs): 

Les monoamine oxydases (MAO-A et MAO-B) sont des enzymes présentes dans les 

mitochondries des tissus du cerveau (Lai et al., 1975). Les MAO-A sont présentes dans 

l'endothélium cérébral (Konradi et al., 1987). Elles dégradent les neurotransmetteurs 

monoaminergiques (dopamine, sérotonine, noradrénaline, adrénaline) libérés par les neurones. 

Elles empêchent également le passage de leurs précurseurs (le 5-hydroxytryptophane et la 3,4-

dihydroxyphénylalanine) du sang vers le cerveau (Lai et al., 1975). 

I.3.1.2 ɤ-glutamyl transpeptidase (ɤ-GT) 

La G-glutamyl transférase ou transpeptidase (ɤ-GT) est une enzyme des cellules endothéliales 

de la BHE (Meyer et al., 1990). On la trouve aussi dans les péricytes (Frey et al., 1991) qui 

représentent la source majeure de cette enzyme dans les capillaires cérébraux (Risau et al., 

1992). Elle catalyse le transfert du résidu ɤ-glutamyl peptide à partir d'un donneur 

(principalement du glutathion) à un accepteur. Elle est associée au transport de certains acides 

aminés à travers la BHE. En outre, elle a été décrite comme un agent neuroprotecteur car son 

activité enzymatique lutte contre l'invasion cérébrale des leucotriènes C4. Ainsi, elle permet 

de maintenir une faible perméabilité de la BHE (Black et al., 1994). 

I.3.1.3 Phosphatase alcaline 

Cette enzyme hydrolyse les métabolites phosphorylés et assure le transport des esters de 

phosphate et des ions phosphate (Meyer et al., 1990). Elle est particulièrement abondante dans 

les cellules endothéliales des capillaires cérébraux (Lawrenson et al., 1999 ; Meyer et al., 

1990). 

 

I.3.1.4 Enzymes de détoxification 

D'autres enzymes telles que les cytochromes P450 monooxygénases, les NADPH-cytochrome 

P450-réductases, les glucurosyl transférases, les glutathion peroxydases et les époxydes 

hydrolases sont impliquées dans la détoxification de la BHE (Ghersi-Egea et al., 1995). Ces 

enzymes, qui sont principalement exprimées dans les plexus choroïdes, sont responsables de 

la dégradation des xénobiotiques. En plus des enzymes mentionnées ci-dessus, l'endothélium 

de la BHE a une protection supplémentaire suite à l'expression de la membrane cérébrale des 

transporteurs d'efflux.  
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I.3.2 Les pompes d’efflux 

Les pompes d'efflux sont des protéines impliquées dans le transport actif des molécules 

endogènes et exogènes au niveau du cerveau. Elles offrent une protection du SNC en 

contrôlant l'entrée ou la libération de molécules potentiellement toxiques dans le cerveau 

(Cordon-Cardo et al., 1989). Elles comprennent de nombreuses familles et sous-familles, 

parmi lesquelles la famille des transporteurs ATP-binding cassette (ABC) et la P-

glycoprotéine. 

I.3.2.1 Les transporteurs ATP-Binding Cassette (ABC) 

La superfamille de transporteur « ATP-binding cassette » (ABC) est une des plus grandes 

familles de protéines connues. Cette superfamille de transporteur est formée de 48 gènes, 

répartis en 7 sous-familles différentes nommées de A à G (Kaminski et al., 2006). Diverses 

fonctions physiologiques, telles que l'entretien de bicouches lipidiques, le transport des 

peptides et le transport des stérols sont assurées par les transporteurs ABC. Ils contribuent 

principalement au développement de la multirésistance (MDR) (Gottesman et al., 1995).  

Une protéine est classée en tant que membre de la famille  ABC lorsqu’elle possède un 

domaine ATP-binding cassette. Ces domaines sont distinctifs et  conservés au sein de la 

famille des transporteurs ABC. L’unité fonctionnelle d’un transporteur entier ABC, comme le 

transporteur ABCB1 (figure 22, A), contient deux domaines transmembranaires (TMD) 

(TransMembrane Domain) et deux domaines cytoplasmiques (NBD) (Nucleotide-Binding 

Domain). Les hémi-transporteurs, comme le transporteur ABCG2 (figure 22, B), comportent 

un domaine TMD et un domaine NBD (Hyde et al., 1990). 

La sous-famille ABCA est impliquée dans le transport des PL et du cholestérol dans les 

membranes plasmatiques (Kaminski et al., 2006). Un déficit de ces transporteurs peut 

développer une dyslipidémie chez les personnes touchées. ABCA1 joue notamment un rôle 

important dans le transport inverse du cholestérol et sa mutation conduit à la maladie de 

Tangier, qui est un trouble autosomique récessif caractérisé par une déficience en 

lipoprotéines à haute densité (HDL), une déficience en apolipoprotéine AI et l'accumulation 

d'esters de cholestérol dans le corps (Santamarina-Fojo et al., 2001). 
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Figure 22: Les transporteurs ABC. 

(A) ABCB1 est un transporteur entier. (B) ABCG2 est un hémi-transporteur. 

                                                            (d’après Lin et al., 2006). 
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I.3.2.2 La P-glycoprotéine (P-gp) 

La P-glycoprotéine (P-gp) a été décrite pour la première fois dans les cellules endothéliales de 

la BHE humaine (Cordon-Cardo et al., 1989). Cette protéine, de poids moléculaire 140 à 180 

kDa, est une pompe d'efflux largement distribuée dans les organes et les tissus (Cordon-Cardo 

et al., 1989 ; Staud et al., 2010 ; Schlachetzki et Pardridge, 2003). 

La P-gp a deux domaines transmembranaires (TMD) et deux domaines de liaison de 

nucléotides (NBD). Les sites de glycosylation (SG) sont situés sur la première boucle 

extracellulaire. Les molécules d'adénosine tri-phosphate (ATP) lient NBD au milieu (figure 

23).  

Il existe deux types de P-gp chez l'Homme: la P-gp de type I, codée par le gène MDR1 (Multi 

Drug-Resistance 1) responsable du phénotype de résistance aux médicaments et de l'efflux de 

molécules à travers la BHE; la P-gp de type II, une phosphatidylcholine translocase codée par 

le gène MDR2, exprimée dans les hépatocytes. 

 

Figure 23: Structure de P-gp humain au sein de la membrane plasmique. 

(d’après Vautier et al., 2006) 

 

Une des caractéristiques de la P-gp est la variété de substrats qui diffèrent par leur structure 

chimique, leur masse moléculaire et leur mécanisme d'action pharmacologique (Vautier et al., 

2006).  

Chez les souris dépourvues de P-gp, la pénétration dans le cerveau des substrats de la P-gp 

peut être augmentée de 10 à 100 fois, ce qui démontre le rôle important de cette pompe efflux 

dans la protection du système nerveux central (Schinkel et Jonker, 2003). L’expression de la 

P-gp est influencée par l'environnement de la cellule car elle est renforcée dans les cellules 

endothéliales par co-culture avec des cellules gliales (Fenart et al., 1998). Cependant, 

l'emplacement précis de la gp-P dans les capillaires du cerveau a été longtemps débattu. 

Certains auteurs ont proposé qu'elle était principalement exprimée dans la surface luminale 

des cellules endothéliales (Czeredys et al., 2008). D'autres études ont démontré une 

expression fonctionnelle de la P-gp dans des cultures primaires d'astrocytes (Decleves et al., 

2000 ; Ronaldson et al., 2004).  
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I.4 Induction des propriétés de la BHE par les astrocytes  

Morphologiquement, les astrocytes sont généralement des cellules étoilées avec un diamètre 

de l'ordre de 140μm dans le cerveau humain (Oberheim et al., 2009). Les astrocytes 

interagissent avec les cellules endothéliales des capillaires cérébraux à travers les pieds 

astrocytaires qui s’enroulent autour des capillaires (Abbott et al., 2006) (figure 24). Un 

astrocyte peut communiquer avec plusieurs capillaires (Oberheim et al., 2009). 

 

Figure 24: Forme et densité des pieds astrocytaires en contact avec le capillaire cérébral. 

(d’après Wong et al., 2013). 

Delorme et al. (1968) et Wolff et Bar (1972) étaient les premiers à constater la formation des 

pieds astrocytaires au cours du développement de la BHE. Ensuite, DeBault (1981) et 

DeBault et Cancilla (1980) ont cocultivé des cellules endothéliales cérébrales et des cellules 

gliales et ont montré une augmentation de l’activité G-glutamyl transférase par rapport à des 

cellules endothéliales cultivées seules. Un peu plus tard, Janzer et Raff (1987) ont inoculé des 

astrocytes de rat nouveaux nés dans l’œil d’un rat adulte et ont montré que, deux semaines 

plus tard, des vaisseaux ayant les caractéristiques d’une BHE se formaient avec présence des 

jonctions serrées au niveau des cellules endothéliales.  

Les astrocytes sont impliqués dans de multiples processus au niveau du cerveau comme la 

régulation des concentrations en eau et en ions, la prolifération des cellules souches, le 

contrôle du nombre des synapses et l’induction des propriétés de la BHE (Volterra et 

Meldolesi, 2005 ; Freeman, 2010 ; Halassa et Haydon, 2010 ; Ullian et al., 2001 ; Lee et al., 

2003 ; Abbott et al., 2006 ; Tao-Cheng et al., 1987). De nombreuses études ont permis de 

montrer le rôle crucial des astrocytes dans la différenciation et le maintien de la BHE, en 

renforçant les jonctions serrées (Dehouck et al., 1990 ; Wolburg et al., 1994), ou encore 

l’expression de pompes d’efflux comme la P-gp et certaines MRPs (Berezowski et al., 2004). 

Plusieurs facteurs dérivés des astrocytes, y compris les facteurs neurotrophiques dérivés des 

cellules gliales (GDNF), le facteur de croissance des fibroblastes (bFGF), et l’angiopoïétine-1 

(ANG-1) sont connus pour induire les caractéristiques de la BHE (Abbott et al., 2006). 

L’ensemble de ces études évoquent un rôle des astrocytes dans l’induction des propriétés de la 

BHE. 
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Chapitre IV: Phospholipide structuré à DHA : AceDoPC 

I.1 Intérêt d’un nouveau phospholipide structuré « AceDoPC » 

Divers travaux cités précédemment ont montré que les lysoPC constituent une forme d’apport 

efficace de DHA au cerveau. Ces travaux ont été très récemment confortés par la mise en 

évidence dans les cellules endothéliales de souris du récepteur Mfsd2a identifié dans le 

cerveau comme un transporteur endogène du DHA sous forme de lysoPC.  

Dans la molécule de lysoPC, le DHA migre facilement de la position sn-2 à la position sn-1 

qui est favorisée. Or, physiologiquement le DHA est estérifié en position 2 des PL. Pour 

assurer sa position physiologique, Lagarde et al. ont synthétisé un phospholipide structuré 

possédant un groupement acétyle an position sn-1. De ce fait, la molécule ayant une plus 

grande stabilité et prévenant l’isomérisation garde une polarité proche de celle de lysoPC-

DHA (Polette et al., 1999). Les auteurs ont considéré que les estérases cérébrales pouvaient 

facilement hydrolyser le groupement acétate pour ensuite redonner la lysoPC-DHA. Cette 

molécule a été nommée AceDoPC (figure 25) (Lagarde et al., 06.09929). 

Les premières études concernant l’AceDoPC ont pu être réalisées grâce à la production de la 

molécule par un procédé enzymatique en une seule étape limitant ainsi l’isomérisation de 

l’acide gras pendant la synthèse. Ce procédé consiste en une réaction de transestérification par 

une enzyme immobilisée à partir d’une PC-DHA comme substrat produite par une biomasse 

marine issue d’une microalgue. En effet, la microalgue hétérotrophe Crypthecodinium cohnii  

a une composition en AG particulière notamment en AGPI puisqu’elle ne comporte que du 

DHA qui représente 30 à 50% des AG des PL (Harrington et Holz, 1968) ; aucun autre AGPI 

n’est supérieur à 1%.  

 

 

Figure 25: Structure de la 1-acétyl,2-docosahexaénoyl-glycérophosphocholine (AceDoPC). 
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I.2 Propriétés biologiques de l’AceDoPC 

I.2.1 Effet de l’AceDoPC sur l’ischémie cérébrale chez le rat  

L’accident vasculaire cérébral (AVC) est la troisième cause de mortalité et la principale cause 

de handicap dans les pays occidentaux. La recanalisation artérielle par thrombolyse 

intraveineuse demeure la seule thérapeutique validée mais reste d’accès difficile pour la 

majorité des malades. Il existe ainsi un réel besoin de développer des stratégies de 

neuroprotection complémentaires. 

Comme il a été détaillé précédemment, le DHA a été impliqué dans de multiples voies de 

neuroprotection. On sait que l’ischémie cérébrale s’accompagne d’une libération rapide d’AG 

libres, en particulier d’AA, depuis les PL membranaires sous l’action de la PLA2. 

L’accumulation de l’AA et de ses métabolites peut être neurotoxique. Ainsi, l’atténuation de 

la libération d’AA pourrait avoir un effet neuroprotecteur. Le DHA peut diminuer le contenu 

membranaire en AA car les AGPI n-3 sont en compétition avec l’AA pour l’estérification 

dans les PL. 

Les AGPI n-3 présentent un effet neuroprotecteur durant la phase aigüe de l’ischémie 

cérébrale. Une importante réduction du volume de l’infarctus dans un modèle de rats ayant 

subi une occlusion intraluminale cérébrale moyenne a été observée chez les rats traités par 

voie intraveineuse avec du DHA associé à l’albumine. L’action neuroprotectrice s’est 

accompagnée d’une importante accumulation de neuroprotectine D1 (Belayev et al., 2005). 

L’effet neuroprotecteur peut être dû aussi à la capacité du DHA à franchir la BHE. 

Suite à l’hypothèse d’une meilleure incorporation cérébrale du DHA estérifié dans 

l’AceDoPC et donc d’une meilleure neuroprotection, il était intéressant de comparer in vivo 

par imagerie par résonance magnétique (IRM), le rôle neuroprotecteur de l’AceDoPC et du 

DHA administrés par voie intraveineuse durant la phase aigüe d’une ischémie cérébrale focale 

dans un modèle murin (Chauveau et al., 2011). L’AceDoPC injectée 1 heure après l’induction 

de l’ischémie carotidienne à la dose de 1,7 mg/kg diminue la taille des lésions (34%) de façon 

significative alors que le DHA est moins actif (17%). De plus, les neuroscores sont plus 

faibles avec l’AceDoPC qu’avec les autres groupes (DHA, contrôle). Une approche du 

mécanisme impliqué dans cette production a  été recherchée en évaluant le stress oxydant 

associé à l’ischémie cérébrale. Pour cela, la production d’un marqueur reconnu du stress, la 8-

epi PGF2α, un des isoprostanes principaux, a été mesurée dans le cerveau après ischémie et 

traitement. Les quantités d’isoprostanes mesurées sont corrélées avec la taille des lésions et 

significativement diminuées dans les groupes DHA et AceDoPC comparativement aux 

groupes témoins.  

Ces résultats ont montré l’effet neuroprotecteur du DHA estérifié dans l’AceDoPC dans un 

modèle d’ischémie cérébrale. 
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I.2.2 Effet Anti-PAF de l’AceDoPC  

Le facteur d'activation des plaquettes (PAF) est une glycérophosphocholine possédant un 

éther à chaine alkyle en position sn-1 du glycérol et un groupement acétate en position sn-2 

(Vargaftig et al., 1981). En plus de l'agrégation des plaquettes sanguines, le PAF est reconnu 

comme une molécule pro-inflammatoire (Larsen et Henson, 1983) ainsi que comme un agent 

de broncho-constriction (McManus et Deavers, 1989).  

La structure chimique de l’AceDoPC peut s’apparenter à celle du PAF puisqu’il possède le 

même groupement acétate mais en position sn-1. Ceci a conduit à penser que cette molécule 

pourrait être un modulateur de l’activité du PAF. 

En utilisant des plaquettes sanguines humaines comme modèle d’agrégation induite par le 

PAF, Lagarde et al. ont pu montrer que l’AceDoPC inhibait cette agrégation avec un IC50 de 

10 µM tandis qu’à 1 µM était observée une inhibition de 15% (Lagarde et al., 11.58149) 

(figure 26). 

 

 

Figure 26: Effet anti-PAF de l’AceDoPC. 

(Lagarde et al., 11.58149) 

Cette inhibition peut refléter le potentiel anti-inflammatoire de l’AceDoPC. 

I.2.3 Comportement de l’AceDoPC dans le sang humain  

L’AceDoPC comme la lysoPC, pourrait être un mode de transport privilégié du DHA au 

cerveau. Se comporte-il différemment d’un phospholipide dans la circulation sanguine ? Pour 

répondre à cette question, sa distribution dans les divers compartiments sanguins humains a 

été comparée à celle d’une PC-DHA. L’équipe de Lagarde a utilisé les deux lipides radioactifs 

(PC-DHA et AceDoPC, marquées sur le DHA). La mesure de la radioactivité a été réalisée 

dans les plaquettes, les globules rouges et le plasma (Lagarde et al., 2015). C’est ainsi qu’une 

incorporation rapide et plus importante a été mise en évidence dans les globules rouges du 

sang incubé avec l’AceDoPC comparativement à la PC-DHA, ce qui n’a pas été observé dans 

les plaquettes. Or, il est généralement admis que les globules rouges sont un index de 

l’accrétion du DHA au cerveau (Fleith et Clandinin, 2005). 
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Dans le plasma, la distribution de l’AceDoPC et de la PC-DHA dans les différents 

transporteurs a été analysée et a montré que l’AceDoPC est liée préférentiellement à 

l’albumine comme cela a été rapporté pour la lysoPC-DHA (Croset et al., 2000) et pour une 

moindre part aux lipoprotéines, spécifiquement aux HDL. La PC-DHA est principalement liée 

aux lipoprotéines (HDL, LDL et VLDL) et très peu à l’albumine. 

Ces résultats suggèrent  que l’AceDoPC se comporte comme une lysoPC plutôt qu’une PC. 

I.3 Etude du métabolisme compartimental chez l’Homme 

Une étude préliminaire a été réalisée chez l’Homme pour étudier l’incorporation cellulaire et 

cérébrale du DHA au cours du temps (résultats non publiés). Pour cela, le 
13

C-DHA a été 

tracé après une ingestion d’AceDoPC chez un volontaire sain. Une comparaison avec de la 
3
C-PC-DHA et du 

13
C-TG-DHA a été faite chez deux autres volontaires. 

L’étude de la distribution du 
13

C-DHA dans plusieurs lipides de divers compartiments 

sanguins (plasma, plaquettes et globules rouges) en fonction du temps a montré des cinétiques 

proches à partir de TG-DHA et PC-DHA mais différente à partir d’AceDoPC. 

Une accumulation de 
13

C-lysoPC-DHA dans les globules rouges plus importante a été 

observée à partir d’AceDoPC qu’à partir des deux autres sources. 

L’ensemble des résultats de l’étude pilote permet de faire l’hypothèse que l’AceDoPC 

pourrait se comporter comme la lysoPC. Ces résultats préliminaires seront à confirmer grâce à 

la réalisation de l’étude complète. Cette étude est en cours et a lieu dans une population 

humaine de 60 à 70 ans, sans atteinte cognitive (voir Annexe). 
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Chapitre 1: Matériels  

I.1  Produits & fournisseurs 

1. Matériel pour les synthèses chimiques : 

Bachem : sn-glycérophosphocholine.  

Bioactif : [1-
14

C]acide docosahexaénoïque (56,7 mCi/mmol).  

CarloErba : chloroforme, éthanol, méthanol, éther diéthylique. 

Macherey-Nagel : Chromabond Cartouches Silanol. 

Merck : Plaques de chromatographie sur couche mince (Silica gel 60G, 200x200x0,25 mm). 

Perkin Elmer: Pico fluor 
TM

15. 

Sigma Aldrich : acide docosahexaénoïque, 1-palmitoyl,2-lysophosphatidylcholine, lipase 

Candida antarctica immobilisée (Novozym 435), 4-diméthylaminopyridine, N-N-

diméthylformamide, N-N- dicyclohexylcarboxydiimide, acide phosphomolybdique, acétate de 

vinyle, t-butanol, pentoxyde de phosphore. 

   

2. Matériel pour le modèle de BHE in vitro :  

Costar : Transwell (0,4µM, membrane de polycarbonate), boites de culture 60 mm, scraper.  

Gibco life technologies : Milieu de culture « Dulbecco’s Modified Eagle Medium ».  

Hyclone laboratories : Sérum de veau fœtal et sérum de cheval. 

Merk : Glutamine. 

Nunclon : Boites multipuits.  

Seromed : Gentamycine, trypsine. 

Sigma : bFGF 

3. Matériel pour les analyses lipidiques et les dosages :  

Sigma : Phosphatidyléthanolamine, phosphatidylcholine, triglycérides, esters de cholestérol, 

hydroxytoluène butylé. 

Fluka Chemica : méthylamaine à 40% dans l’eau. 

Biomérieux : Kit Cholestérol RTU, Triglycéride PAP 150, Albumine.  
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I.2 Appareils 

- GR 4.11, Jouan : Centrifugeuse.  

- Rotavapor RE11, Büchi 461 Water Bath : Evaporateur rotatif. 

- Bioblock Scientific : Incubateur. 

- HANNA pH 210 : pH-mètre. 

- Berthold: Ray test automatic TLC-linear analyzer. 

- Packard T2100 : Compteur de radioactivité béta. 

- Biorad : Système chromatographique FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography). 

- Amersham Biosciences : Colonne Superose 6 10 X 300-mm GL.  

- IKA Labortechnik Staufen : Polytron ultra-turrax T8. 

-  Lecteurs de plaque ELISA. 

- Storm 820, Amersham : phosphor-imageur 

- Fuji Film : film-sensitive phosphor screen BAS-TR2025 

 

 

 

 

 

 

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2015ISAL0044/these.pdf 
© [M. Hachem], [2015], INSA Lyon, tous droits réservés



 

 

 - 97 - 

 

 

Chapitre 2 : Méthodes  

I.1 Synthèse de phospholipides structurés à DHA 

I.1.1 Synthèse de 1-acétyl,2-[
14

C]docosahexaénoyl-glycérophosphocholine 

ou [
14

C]-AceDoPC 

Le procédé de synthèse de l’AceDoPC non radioactif à partir d’une biomasse a été breveté par 

le laboratoire (Lagarde et al., 06.09929). Pour réaliser la synthèse radioactive, le procédé a été 

modifié selon le schéma ci-dessous (figure 27). Cette synthèse  se fait à partir de sn- 

glycérophosphocholine (GPC) et de DHA marqué au carbone 14 suivant deux étapes. 

 

 

 

Figure 27: Schéma de synthèse de l’[
14

C]-AceDoPC. 

La première étape de la synthèse consiste dans l’acétylation sélective de la position sn-1 de la 

GPC. La 1-acétyl-GPC est formée à partir de la GPC commerciale par action de la lipase 

immobilisée Candida Antarctica (Virto et Adlercreutz, 2000). Cette lipase est connue pour 

acyler spécifiquement les fonctions alcools primaires en présence d’un ester. La réaction 

d’acétylation  se fait sous agitation à température ambiante. En plus de l’enzyme immobilisée, 

cette réaction nécessite la présence d’un donneur d’acétate comme l’acétate de vinyle, de 

l’eau nécessaire pour l’activité enzymatique et un solvant, le t-butanol. La GPC (4,6µmoles) 

est dissoute dans l'eau (16µl), puis sont ajoutés l'enzyme (8,74mg), l'acétate de vinyle 

(1,83mmol) et le t-butanol (97µl). Le mélange est agité pendant 48 heures, puis la lipase est 

séparée du mélange par filtration et lavée au méthanol. L’addition d’éther diéthylique au 

mélange permet de précipiter la 1-acétyl-GPC. La formation de la 1-acétyl-GPC ainsi 

synthétisée est contrôlée par chromatographie sur couche mince (CCM). Le solvant de 

migration utilisé est le mélange chloroforme/méthanol/eau (65/25/4, v/v/v). La révélation de 

la plaque CCM se fait par pulvérisation du réactif de Dragendorff spécifique pour la détection 

amines quaternaires. Le rendement de la réaction d’acétylation de la GPC est de 73%. 

La deuxième étape de la synthèse consiste à acyler la 1-acétyl-GPC avec du [
14

C]-DHA 

(Siddiqui et al., 2005). Cette réaction a lieu sous agitation, à température ambiante, à l’abri de 

la lumière, en milieu anhydre et en présence d’un agent antioxydant (hydroxytoluène butylé : 

BHT) afin d’éviter l’oxydation du DHA. Le chloroforme utilisé est préalablement séché par 
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distillation sur pentoxyde de phosphore (P2O5). La 1,3-dicyclohexylcarbodiimide (DCC)  et la 

4-(diméthylamino)pyridine (DMAP) sont séchées sous vide dans un dessiccateur en présence 

de P2O5 pendant 4 heures. Du [
14

C]-DHA (56,7mCi/mmol ; 20µCi) et du DHA non marqué 

(10µmoles) sont dissous dans 200µl de chloroforme anhydre. Au 1-acétyl-GPC (3,36µmoles) 

préalablement lyophilisé une nuit puis dissous dans 7,5µl du N,N,diméthylformamide (DMF) 

anhydre est ajouté du DMAP (5,04µmoles). Le mélange DHA + [
14

C]-DHA est additionné au 

tube contenant la 1-acétyl-GPC. Le mélange  réactionnel est agité à température ambiante 

pendant 24 heures. L’anhydride de DHA est formé à partir du DHA et de la DCC 

(16,8µmoles) (agent réticulant favorisant la formation de l’anhydride d’acide).  La 

dicyclohexylurée (DCU) formée au cours de la réaction est filtrée. La formation de 

l’AceDoPC est suivie par CCM d’une prise aliquote en utilisant le système de solvants 

chloroforme/méthanol/eau (65/25/4, v/v/v) et en révélant les plaques par le réactif 

phosphomolybdique.  

Le résidu obtenu est purifié par extraction en phase solide (SPE) utilisant une colonne de 

silice Chromabond SiOH (Macherey-Nagel) et un gradient de solvant formé de chloroforme 

et de méthanol. L’AceDoPC formée est éluée aux proportions chloroforme/méthanol (70:30, 

v/v). Le rendement de la réaction d’acylation est de 55%. 

L’[
14

C]-AceDoPC synthétisée sera utilisée pour réaliser l’étude in vitro de passage du DHA 

sous différentes formes  à travers un modèle de BHE ainsi que l’étude in vivo de captation 

cérébrale du DHA estérifié ou non  chez le rat. 

I.1.1.1 Vérification de la pureté de l’AceDoPC synthétisée 

Radiochromatographie sur couche mince : 

La radioactivité du [
14

C]-AceDoPC est déterminée par scintillation liquide et sa pureté est 

vérifiée au lecteur de plaques radioactives (98%) (figure 28).  

 

Figure 28: Détermination par radiochromatographie en couche mince de la pureté 

radioactive de l’[
14

C]-AceDoPC. 

 

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2015ISAL0044/these.pdf 
© [M. Hachem], [2015], INSA Lyon, tous droits réservés



 

 

 - 99 - 

 

 

Chromatographie liquide à haute performance (HPLC) analytique : 

La synthèse de l’AceDoPC est suivie aussi par chromatographie liquide à haute performance 

(HPLC) analytique en phase inverse (colonne C18 X-Bridge) en utilisant un gradient de 

solvant méthanol/eau/acétonitrile (solvant A : 95/35/2,5 ; solvant B : 100/4/2,5, v/v/v). Le 

débit de la phase mobile est 1ml/min. L’AceDoPC est détectée à 205 nm après 27 min. La 

figure 29 représente le chromatogramme montrant la pureté de l’AceDoPC formée. 

 

Figure 29: Vérification de la pureté de l’AceDoPC synthétisée par HPLC. 
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I.1.1.2 Confirmation de la structure de l’AceDoPC 

Spectrométrie de masse MS/MS : 

La structure de l’AceDoPC formée a été confirmée par chromatographie liquide couplée à la 

spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS). Un spectre de fragmentation caractéristique 

obtenu en mode positive ESI-QqQ (Electrospray Ionization-Triple Quadripôle) est représenté 

ici. L’ion moléculaire [MH]+ de l’AceDoPC est m/z 610. La fragmentation de l’ion 

précurseur par CID (Collision Induced Dissociation) produit les ions fils à m/z 551, m/z 427, 

m/z 184 (correspondant aux fragmentations annotées sur la figure 30). Le spectre de masse 

obtenu confirme bien la structure de l’AceDoPC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 30: Analyse par MS/MS de la structure de l’AceDoPC. 

 

Résonance magnétique nucléaire (RMN) : 

La structure de la molécule d’AceDoPC a été ensuite analysée par RMN. Les RMN du proton 

(
1
H) et du carbone 13 (

13
C) ont été réalisées et pour savoir si l’on avait un seul ou deux 

produits phosphorés dus éventuellement à la formation au cours de la synthèse d’un isomère 

de position de l’AceDoPC, nous avons aussi analysé le produit en RMN du Phosphore 31. 

Nous avons observé un seul pic ce qui  prouvait que l’on avait un seul type d’atome de 

phosphore dans notre échantillon.  Les trois spectres 
1
H, 

13
C et 

31
P ont montré qu’on avait 

bien la molécule d’AceDoPC mais sachant que les spectres RMN du proton des deux 

isomères de l’AceDoPC sont identiques d’après Polette et al., 1999 et que nous avons formé à 

priori un seul isomère phosphoré, la question était de savoir si l’on avait bien synthétisé 

l’isomère 1-acétyl,2-DHA-GPC ? 
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Pour répondre à cette question, des expériences de RMN à deux dimensions (2D) ont permis 

de voir à quel carbone du glycérol était attaché le groupement acétyle et de déduire  que l’on 

n’avait pas formation de l’autre isomère 1-DHA,2-acétyl-GPC. 

 

I.1.1.3 Modélisation moléculaire de l’AceDoPC et de la lysoPC-DHA  

La modélisation moléculaire de l’AceDoPC et de la lysoPC-DHA a été réalisée en utilisant le 

logiciel de SYBYL (TRIPOS Inc., St Louis, MO). Ces molécules ont été construites et 

l'énergie a été réduite au minimum. Les potentiels hydrophobes et électrostatiques sur les 

surfaces moléculaires ont été calculés avec l'option MOLCAD (MOlecular Computer Aided 

Design) du logiciel SYBYL. 

I.1.2 Synthèse de 1-palmitoyl,2-[
14

C]docosahexaénoyl-      

glycérophosphocholine ou [
14

C]-PC-DHA 

La PC contenant du DHA (figure 31) marqué en position sn-2 n’étant pas commercialisées, il 

a été nécessaire de la synthétiser.  

 

Figure 31: Structure de la 1-palmitoyl,2-[
14

C]-docosahexaénoyl-glycérophosphocholine  

(PC-DHA). 

La [
14

C]-PC-DHA est obtenue par acylation de 1-palmitoyl,2-lysoPC commerciale par le 

[
14

C]-DHA dans des conditions similaires à celles de la synthèse de l’AceDoPC marquée. 

L’acylation de la lysoPC a lieu sous agitation, à température ambiante, à l’abri de la lumière, 

en milieu anhydre et en présence du BHT, de DCC, de DMAP et de DMF. 6µmoles de 

lysoPC sont lyophilisées puis dissous dans 20µl de DMF et 200µl de chloroforme distillé. Le 

DCC et la DMAP en solution dans du chloroforme sont ajoutés au mélange. Du [
14

C]-DHA 

(58,8mCi/mmol ; 25µCi) et du DHA non marqué (6µmoles) sont dissous dans 200µl de 

chloroforme anhydre. Le mélange DHA + [
14

C]-DHA est ajouté au tube contenant la lysoPC. 

Le mélange  réactionnel est agité à température ambiante pendant 48 heures. Après filtration, 

la [
14

C]-PC-DHA est purifiée par extraction en phase solide (SPE) utilisant une colonne de 

silice silanol Chromabond (Macherly-Nagel). Sa pureté est vérifiée au lecteur de plaques 

radioactives (figure 32) et la  radioactivité de la PC-DHA est déterminée par scintillation 

liquide. Le rendement de la réaction d’acylation est de 30%.  

Comme pour l’AceDoPC, la [
14

C]-PC-DHA synthétisée sera utilisée pour réaliser l’étude in 

vitro de passage du DHA à travers un modèle de BHE ainsi que l’étude in vivo, chez le rat, de 

captation cérébrale du DHA estérifié ou non. 
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Figure 32: Détermination par radiochromatographie en couche mince de la pureté 

radioactive de la [
14

C]-PC-DHA.  
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I.2 Etude de passage du DHA, de la PC-DHA et de l’AceDoPC à 

travers un modèle de barrière hémato-encéphalique 

reconstituée in vitro 

I.2.1 Modèle in vitro de BHE  

Le but de cette étude est d'évaluer le passage des composés (AceDoPC vs PC-DHA vs DHA) 

à travers la barrière hémato-encéphalique (BHE) en utilisant un modèle in vitro (Cecchelli et 

al., 1999). Le modèle décrit consiste en une coculture des cellules endothéliales de capillaires 

cérébraux bovins (CECCB) et des cellules gliales mimant étroitement la BHE in vivo 

(Lundquist et al., 2002). Ce modèle est développé au laboratoire de physiopathologie de 

barrière hémato-encéphalique (LBHE), Lens, France. Les méthodes permettant l’obtention de 

ces cultures ne seront pas toutes décrites en détail mais seulement résumées. 

 

I.2.1.1 Cultures des cellules endothéliales de capillaires cérébraux bovins (CECCB)  

Les CECCB ont été isolées selon la méthode décrite par Meresse et al. (1989). Des colonies 

de cellules endothéliales primaires de capillaires cérébraux sont clonées après 

microtrypsination. Le milieu utilisé pour la culture des cellules est du DMEM (‘Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium’) contenant 10% de sérum de cheval, 10% de sérum de veau fœtal, 

2mM de glutamine et 50μg/ml de gentamycine. Le facteur de croissance bFGF (basic 

fibroblast growth factor, 1 ng/ml) est ajouté tous les deux jours. Les cellules sont stockées 

dans l’azote liquide au 3
ème

 passage. Pour réaliser les expériences, les cellules sont 

décongelées et utilisées entre les passages 4 et 7. 

 

I.2.1.2 Culture des cellules gliales  

Les cultures primaires de cellules gliales sont isolées à partir du cortex cérébral de rats 

nouveau-nés (Booher et Sensenbrenner, 1972). Après avoir ôté les méninges, le tissu cérébral 

est forcé doucement au travers d’un tamis en nylon.  Les cellules gliales sont étalées dans des 

plaques de 6 puits à une concentration de 1,25 x 10
5 

cells/ml de milieu DMEM  supplémenté 

avec 10% (v/v) de sérum de veau fœtal, 2mM de glutamine, et 50μg/ml de gentamycine. Le 

milieu est changé deux fois par semaine. Après trois semaines, les cultures gliales sont 

stabilisées et composées d’astrocytes (~ 60%), d’oligodendrocytes et de cellules microgliales. 

Les cellules gliales sont caractérisées par la présence de la GFAP (Glial Fibrillary Acidic 

Protein). 

 

I.2.1.3 Préparation des filtres  

Les filtres pour culture cellulaire (Transwell ; membrane de polycarbonate ; pores, 0,4µm ; 

diamètre, 24 mm, COSTAR, 3412) sont couverts sur la face supérieure avec du collagène 

extrait de queue de rat selon la méthode de Bornstein (1958). 
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I.2.1.4 Coculture de cellules endothéliales des capillaires cérébraux et de cellules gliales  

Les CECCB (utilisées entre les passages 4 et 7) sont trypsinées et déposées sur la face 

supérieure d’un filtre recouvert de collagène de queue de rat, à une concentration de 4x10
5 

cellules/ml de milieu. 

Les CECCB sont mises en présence d’une culture de cellules gliales ensemencées dans le 

compartiment inférieur du puit (figure 33). Le milieu utilisé pour la  co-culture est du DMEM 

contenant 10% de sérum de veau fœtal, 2mM de glutamine, 50μg/ml de gentamycine et 

1ng/ml de bFGF (changé tous les deux jours). Dans ces conditions, les cellules endothéliales 

forment une monocouche confluente en 7 jours. 

La barrière possède ses propriétés définitives après 12 jours de co-culture. 

 

 

 

Figure 33: Modèle de co-culture de cellules endothéliales des capillaires cérébraux et de 

cellules gliales.  

L’une des principales caractéristiques de la BHE est la présence des jonctions serrées au 

niveau des cellules endothéliales limitant ainsi la perméabilité des solutés à travers la BHE. 

Des études d’immunofluorescence (figure 34) ont montré que les CECCB, dans ces 

conditions, expriment de nombreuses protéines associées aux jonctions serrées : actine, ZO-1, 

ZO-2, pp120, caténine, F actine et occludine. La mesure de la résistance électrique montre 

que les cellules possèdent une résistance élevée (500-800 ohms/cm
2
) et une faible 

perméabilité (Dehouck et al., 1990), ce qui indique que ce modèle de BHE est largement 

approprié pour l’étude de transport de molécules. 
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Figure 34: Immunofluorescence des cellules endothéliales des capillaires cérébraux et 

caractérisation des jonctions serrées. 

(Bars= 30 µm) 
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I.2.2 Incubation des cellules avec les substrats marqués : l’AceDoPC, la 

PC-DHA et le DHA non estérifié  

Les molécules marquées, [
14

C]-AceDoPC, [
14

C]-PC-DHA et [
14

C]-DHA, ont été 

préalablement incubées chacune dans du plasma de rat pendant 1 h30 à 37°C. 

La concentration finale en AceDoPC, PC-DHA ou DHA non estérifié marqué ajouté dans le 

milieu de culture est de 5µM. 

Quatre heures avant l’incubation des substrats marqués, les cellules ont été rincées puis 

incubées à 37°C avec du DMEM seul pour éliminer les traces de sérum et éviter ainsi une 

compétition entre les acides gras du sérum et les lipides radioactifs à incuber  (1,5 ml de 

DMEM ont été ajoutés dans le compartiment supérieur (luminal) et 2,5 ml ont été ajoutés 

dans le compartiment inférieur (abluminal)). 

A la suite des  4h de pré-incubation dans du DMEM dépourvu de sérum, le milieu supérieur a 

été remplacé par du DMEM contenant les molécules marquées (0,1μCi de [
14

C]) et 

solubilisées dans le plasma.   

L’effet des substrats marqués sur l’intégrité de la BHE a été testé en parallèle en incubant les 

cellules avec du jaune Lucifer, une petite molécule hydrophile ayant une faible pénétration 

cérébrale.  

Les incubations ont été réalisées pendant 4h à 37°C. A la fin des incubations, les milieux ont 

été prélevés ainsi que les cellules gliales et endothéliales. 

Les cellules ont été rincées 2 fois avec 0,5 ml de tampon phosphate PBS. Les cellules ont été 

récupérées par grattage et le filtre de l’insert a été découpé. 

La radioactivité des compartiments supérieur et inférieur ainsi que des cellules endothéliales 

et gliales a été déterminée sur une prise aliquote de volume précis et quantifiée à l’aide d’un 

compteur à scintillation liquide. 
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I.2.3 Techniques analytiques  

I.2.3.1 Extraction des lipides des milieux  et des cellules  

Les lipides totaux des milieux luminal et abluminal ont été extraits selon la méthode de Bligh 

et  Dyer (1959). Pour un volume de milieu a été ajoutés 3 volumes d’éthanol et 0,09 volumes  

d’hydroxytoluène butylé (BHT) à 5μM.  Les tubes ont été fermés sous azote et agités pour     

1 min. Après agitation, 6 volumes de chloroforme ont été ajoutés ; les tubes ont été de 

nouveau agités puis le mélange a été laissé décanter toute la nuit à 4
0
C. La  centrifugation des 

tubes à 450g pendant 5min a permis la visualisation de 2 phases : la phase organique 

inférieure contenant les lipides et phase aqueuse supérieure. La phase organique a été prélevée 

et une seconde extraction de la phase aqueuse a été réalisée par ajout de 3 volumes d’éthanol 

et de 0,09 volumes de BHT. Les phases organiques ont été  réunies et ont été évaporées à sec 

sous azote ; les lipides ont été repris par un volume connu de chloroforme/éthanol (2:1, v/v).  

Les lipides totaux des cellules endothéliales et des cellules gliales ont été extraits selon la 

même méthode que les lipides des milieux. Les cellules ont cependant été soniquées pendant 

5min après ajout des 3 volumes d’éthanol et des 0,09 volumes de BHT. Après sonication, 6 

volumes de chloroforme ont été ajoutés puis le même protocole que celui précédemment 

décrit pour l’extraction des lipides des milieux a été réalisé. La radioactivité de chaque extrait 

lipidique et de chaque phase aqueuse a été déterminée sur une prise aliquote et quantifiée à 

l’aide d’un compteur à scintillation liquide. Les échantillons ont été stockés à -20
0
C jusqu’à 

l’analyse (séparation des différentes classes lipidiques). 

 

 

I.2.3.2 Méthode de séparation des classes de lipides et quantification de leur radioactivité  

Après évaporation des solvants les lipides des cellules et des milieux ont été solubilisés dans 

100µl de chloroforme/éthanol (2/1, v/v) et déposés sur une plaque de gel de silice afin de 

déterminer leur composition.  

La séparation des différentes classes de phospholipides a été réalisée en deux temps :  

 une première migration a été effectuée en utilisant le mélange de 

chloroforme/méthanol (80/8, v/v) permettant aux lipides neutres de migrer vers le 

front du solvant et ainsi d’améliorer la séparation des phospholipides; 

 la séparation des différentes classes de phospholipides a été réalisée par une seconde 

migration avec le système chloroforme/méthanol/méthylamine à 40% dans l’eau 

(60/20/5, v/v/v). 

Différents standards de migration ont été utilisés : AceDoPC, PS, PC, LysoPC, DHA, PE, 

esters de cholestérol et triglycérides. Après élution, les standards de migration ont été révélés 

à l’acide phosphomolybdique ce qui permet d’identifier les différentes classes de lipides 

(figure 35). La lecture de la radioactivité à l’aide de lecteur de plaques radioactives (système 

de détection Ray test) permet de révéler les pics radioactifs. Par comparaison avec les 

standards, les bandes de gel de silice ont été grattées, les lipides ont été ainsi extraits de la 

silice récupérées dans des pots de comptage  et  après ajout de 10ml de Picofluor et 

homogénéisation, la radioactivité des différentes classes lipidiques a été quantifiée à l’aide 

d’un compteur à scintillation liquide (Tricarb 460 Packard). 
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Figure 35: Représentation schématique de la séparation par chromatographie sur couche 

mince (CCM) des différentes classes de lipides.  

Séparation avec un système chloroforme/méthanol/méthylamine à 40% dans l’eau (60/20/5 ; v/v/v). 

PS : Phosphatidylsérine ; lysoPC: lysophosphatidylcholine ; AceDoPC : 1-acétyl,2-docosahexaénoyl-

glycérophosphocholine ; PC: Phosphatidylcholine ; PE : Phosphatidyléthanolamine ; DHA : acide 

docosahexaénoique ; LN : lipides neutres. 
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I.3 Etude in vivo de captation cérébrale du DHA  

I.3.1 Protocole animal 

Des rats mâles Wistar (Janvier Lab, Le Genest St Isle, France) âgés de 20 jours et pesant    

150-200 g à leur arrivée au laboratoire, ont été hébergés dans une pièce convenablement 

aérée, à température contrôlée (24°C), ventilée et soumise à un cycle de 12 heures de lumière 

suivies de 12 heures d’obscurité. 

Les animaux ont été mis en cage à raison de 5 par cage et ont bénéficié d’un accès libre à la 

nourriture et à l’eau.  

Après quelques jours d’acclimatation, les rats ont été utilisés pour étudier la captation 

cérébrale du DHA apporté sous différentes formes : AceDoPC, PC-DHA ou DHA. 

Tous les protocoles expérimentaux ont été accordés par le ministère de l’agriculture français 

et l’agence vétérinaire départementale du Rhône. Tous les animaux ont été traités au sein de 

l’animalerie de l’INSA de Lyon en accord avec les réglementations accordés par l’ECC 

(European Communities Council, 24 novembre 1986, 02/889/ECC). 

Les rats ont été anesthésiés avec du pentobarbital avant injection des molécules marquées au 

carbone 14.  

100 nmoles de [
14

C]-DHA (0,5µCi) ou [
14

C]-AceDoPC (0,5µCi), incubés préalablement dans 

du plasma de rat, ont été injectées dans la veine de la queue de rat (1mM injecté). Les rats 

(n=3 par groupe) ont été sacrifiés 15min, 1h, 6h, 24h et 48h post-injection. Lors du sacrifice, 

le sang du rat a été prélevé par piqûre au cœur et placé dans un tube hépariné EDTA              

(1 mg/ml) afin  d'éviter  la  coagulation.  La  circulation  sanguine  a été lavée  par  10ml d'une 

solution froide (4°C) de NaCl 0,9%. Les organes (cerveau, cœur, yeux, foie) ont été ensuite 

rapidement prélevés, pesés et congelés dans l'azote liquide puis conservés à -80°C. 

Le sang a été centrifugé à 2600g pendant 10min afin d'en récupérer le plasma qui sera 

également congelé à -80°C.  

Afin de comparer la captation cérébrale du DHA estérifié dans PC-DHA forme naturelle 

retrouvée dans les aliments, des injections intraveineuses du [
14

C]-PC-DHA (0,5µCi) ont été 

réalisées selon les mêmes conditions citées précédemment. Les rats (n=4 par groupe) ont été 

sacrifiés 1 h et 48 h post-injection. Les organes ainsi que le sang ont été prélevés. 
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I.3.2 Techniques analytiques  

I.3.2.1 Extraction des lipides totaux à partir des tissus et du plasma de rat. 

Les tissus des rats (cerveau, yeux, cœur, foie) ont été préalablement découpés en petits 

morceaux, puis broyés à l'aide d'un polytron ultra-turrax T8 (IKA Labortechnik Staufen, 

Allemagne) pendant 2 à 3min dans 1 volume d’éthanol (par g de tissu) ; 2 volumes de 

chloroforme et 0,03 volumes de BHT (antioxydants) ont été ensuite ajoutés.  

Les yeux ont été broyés dans un premier temps à l'aide d'un broyeur de tissus type Potter-

Elvehjem verre-verre puis à l’aide du polytron. 

Le tout a été à nouveau broyé puis centrifugé 10min à 2000t/min. La phase organique 

contenant les lipides a été récupérée. Le broyat tissulaire a été réextrait par 1 volume 

d’éthanol et 2 volumes de chloroforme par g de tissu et re-centrifugé. Les 2 extraits ont été 

combinés.  

Afin de quantifier la radioactivité liée à la totalité des lipides extraits, les solvants ont été 

évaporés totalement. Les lipides ont ensuite été dissous dans un volume déterminé de 

chloroforme/éthanol (2/1, v/v) et des prises d’aliquotes sur 1/10 du volume ont été réalisées 

pour compter la radioactivité. 

Les lipides totaux du plasma ont été extraits selon la même méthode que celle décrite pour les 

lipides des milieux du modèle in vitro de la BHE (I.2.3.1.  Extraction des lipides des milieux 

et des cellules). 

I.3.2.2 Séparation des classes lipidiques par CCM et quantification de leur radioactivité  

La séparation des classes lipidiques extraites des différents organes et du plasma a été faite 

selon les mêmes étapes que celles décrites dans la partie 1.2.3.2 (Méthode de séparation des 

classes de lipides et quantification de leur radioactivité). 

I.3.2.3 Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC)  

Afin de savoir à quel transporteur plasmatique le DHA estérifié sous forme d’AceDoPC est 

lié, les lipoprotéines et l’albumine plasmatique des rats sacrifiés 1h après injection                 

d’[
14

C]-AceDoPC ou de [
14

C]-PC-DHA (0,5µCi, 1mM) ont été séparées par FPLC. La 

séparation des lipoprotéines et de l’albumine par FPLC  est basée sur leur différence de taille 

(Zambon et al., 1996). Il s’agit d’une chromatographie de gel exclusion (ou gel filtration) qui 

permet leur séparation par ordre de taille décroissante. 

Le plasma de rat a été filtré à l’aide de filtres Millipore® (0,22μm) pour éliminer les débris 

cellulaires et les chylomicrons puis injecté sur une colonne Superose 6HR montée sur une 

chaîne de FPLC. Un tampon Tris pH 7,4 (Tableau 4) circulant à un débit de 0,3ml/min pour 

une pression de 150 psi permet l’élution des lipoprotéines. L’élution des échantillons a été 

suivie par détection de la densité optique (DO) à 280 nm. Des fractions de 0,3ml ont alors été 

collectées.  

Pour repérer les différentes classes de lipoprotéines plasmatiques (Very Low-Density 

Lipoprotein VLDL, Low-Density Lipoprotein LDL, High-Density Lipoprotein HDL), le 

cholestérol et les triglycérides ont été dosés dans chaque fraction (dosage enzymatique et 

colorimétrique : Kits Biomérieux). L’albumine a été également dosée dans chacune des 

fractions.   
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Une fois les différentes fractions de lipoprotéines et d’albumine identifiées, les fractions 

correspondantes à chacune des classes ont été poolées et la radioactivité correspondante a été 

mesurée dans chaque pool de fractions par comptage de la radioactivité. 

 

 

 

 

 

 

 

   

Tableau 4: Composition du tampon Tris-HCl pH 7,4. 

 

Dosage du cholestérol  

Le contenu en cholestérol des différentes fractions récupérées par FPLC  a été déterminé par 

une réaction enzymatique selon la méthode d’Allain (Allain et al., 1974). Celle-ci consiste à 

hydrolyser les esters de cholestérol à l’aide de cholestérol estérase pour  former du cholestérol 

et des acides gras non estérifiés. Le cholestérol, en présence de dioxygène, est oxydé par la 

cholestérol oxydase en cholestène-4,one-3 et peroxyde d’hydrogène. En présence de 

peroxydase, le peroxyde d’hydrogène se combine au phénol et à l’amino-4 antipyrine pour 

former de la quinonéimine, absorbant en UV-visible de 492 à 550 nm. 

 

 

 

Dosage des triglycérides  

Le contenu en TG des différentes fractions récupérées par FPLC  a été déterminé par une 

réaction enzymatique selon la méthode de Fossati (Fossati et Prencipe, 1982). Celle-ci 

consiste à hydrolyser les triglycérides en glycérol et acides gras non estérifiés à l’aide d’une 

lipase. Le glycérol, en présence d’ATP, est phosphorylé par une glycérokinase pour donner du 

glycérol-3-phosphate. Ce dernier est oxydé en dihydroxyacétone phosphate et en peroxyde 

d’hydrogène par la glycérol-3-phosphate oxydase. En présence de peroxydase, le peroxyde 

d’hydrogène se combine au 4-aminoantipyrine et au 3,5 dichloro-2-hydroxybenzène sulfonate 

pour former de la quinonéimine, absorbant de 492 à 550 nm. 

Tris-HCl  (10 mM)                    2.42 g    

NaCl (150 mM)                       17.53 g            

EDTA (2 mM)                           1.49 g 

Azide de sodium (0.02%)         0.4 g 

Qsp 2l d’eau distillée 

pH 7,4  
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Dosage de l’albumine : 

Parallèlement, l’albumine a été dosée à l’aide du vert de bromocrésol qui se fixe à cette 

protéine en milieu tamponné à pH 4,2. Les deux molécules forment un complexe coloré dont 

l’absorbance mesurée à 630 nm est proportionnelle à la concentration en albumine. 

I.3.3 Autoradiographie cérébrale chez le rat : 

L’autoradiographie est une technique se basant sur l’utilisation d’une molécule couplée à un 

isotope radioactif (un radiotraceur), qui va se fixer à la structure moléculaire d’intérêt. 

Dans nos études, nous nous sommes intéressés à la détection qualitative de la répartition 

anatomique du [
14

C]-DHA dans le cerveau de rats. 

L’ [
14

C]-AceDoPC a été injectée dans la veine de la queue de rat dans les mêmes conditions 

que celles décrites dans la partie matériels et méthodes, 1.3.1.  Le rat a été sacrifié 48h après 

injection. Le cerveau a été prélevé puis immergé dans une solution d'isopentane                   

(2-méthylbutane) refroidie à -30°C dans de l’azote liquide. 

Des coupes coronales de 40µm de diamètre ont été réalisées à l’aide d’un cryostat (Microm 

Microtech, France) à -20°C puis placées sur une lamelle de verres (Superfrost plus Slides, 

Fischer Scientific). Les lames ont été apposées contre un film autoradiographique (sensitive 

phosphor screen, BAS-TR2025 Fuji Medical Systems inc., Stamford, CT) pendant 3 jours 

dans une cassette en présence de standards marqués au 
14

C. Le film est composé d’une fine 

couche de cristaux photostimulables déposée sur un support en polyester. L’ensemble est 

recouvert d’une fine protection en plastique.  

Le film a été ensuite enlevé et analysé immédiatement au phosphor imageur (Storm 820, 

Amersham, Molecular Dynamics, St Louis, USA). 

Les différentes régions cérébrales ont été identifiées en se référant à l’atlas stéréotaxique du 

cerveau de rat (Paxinos et Watson, 1998). 
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I.4 Analyse statistique : 

Les données représentent la moyenne ± SD de trois valeurs pour l’étude in vivo  et ± SEM de 

quatre valeurs pour l’étude in vitro. Les résultats  ont été analysés à l’aide du logiciel Prism 

(GraphPad, La Jolla). Une analyse de variance suivie d’un test de Bonferroni ont été utilisés 

pour comparer les échantillons. Le seuil de significativité choisi a été de 5% (P‹ 0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2015ISAL0044/these.pdf 
© [M. Hachem], [2015], INSA Lyon, tous droits réservés



 

 

 - 114 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2015ISAL0044/these.pdf 
© [M. Hachem], [2015], INSA Lyon, tous droits réservés



 

 

 - 115 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESULTATS  ET DISCUSSIONS 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2015ISAL0044/these.pdf 
© [M. Hachem], [2015], INSA Lyon, tous droits réservés



 

 

 - 116 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2015ISAL0044/these.pdf 
© [M. Hachem], [2015], INSA Lyon, tous droits réservés



 

 

 - 117 - 

 

 

Chapitre 1: Transfert du DHA non estérifié ou estérifié 

(AceDoPC, PC-DHA) à travers la BHE reconstituée in vitro 

Afin de vérifier l’hypothèse que l’AceDoPC serait un transporteur efficace de DHA au 

cerveau, comme l’est la lysoPC, nous avons dans un premier temps comparé le passage du 

DHA sous forme non estérifiée ou estérifiée en position sn-2 de l’AceDoPC ou d’une PC à 

travers un modèle in vitro de BHE, mimant la BHE in vivo (figure 36). Ce modèle consiste, 

comme décrit plus précisément dans le chapitre « Matériels et méthodes », en une co-culture 

de cellules endothéliales de capillaires cérébraux et d’astrocytes. 

 

 

 

 

 

Figure 36: Incubation des substrats marqués dans le modèle de BHE in vitro. 

Le modèle in vitro de BHE consiste en une co-culture de deux types cellulaires : les cellules 

endothéliales de capillaires cérébraux, cultivées à confluence sur un insert, lequel est placé sur le 

milieu d’une culture de cellules gliales. Les milieux de culture supérieur et inférieur sont du DMEM 

supplémenté avec 10% (v/v) de sérum de veau et 10% (v/v) de sérum de cheval. 

 

Avant incubation avec les substrats marqués, les milieux ont été remplacés par du DMEM 

seul sans sérum pendant 4 heures à 37°C (période de pré-incubation). A l’issue  de la période 

de pré-incubation, le milieu luminal (supérieur) a été remplacé par du DMEM contenant du 

[
14

C]-DHA non estérifié, de la [
14

C]-PC-DHA ou de l’[
14

C]-AceDoPC (0,1µCi, 5µM) 

préalablement liés au plasma 1% (v/v) 1h 30 à 37°C.  

Les incubations avec les substrats marqués ont été réalisées à 37°C pendant 4 heures. 

Concernant certains paramètres du protocole expérimental: 

[14C]-DHA ou [14C]-AceDoPC ou [14C]-PC-DHA (0,1µCi ; 5 µM) 

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2015ISAL0044/these.pdf 
© [M. Hachem], [2015], INSA Lyon, tous droits réservés



 

 

 - 118 - 

 

 

- Nous avons supprimé le sérum des milieux de culture supérieur afin d’éviter une 

compétition avec les acides gras du sérum et les molécules lipidiques marquées 

ajoutées. 

- Nous avons supprimé le sérum du milieu inférieur afin de mimer le milieu interstitiel 

entre les cellules endothéliales et les cellules gliales, milieu très vraisemblablement 

dépourvu de lipoprotéines sériques en quantité notable. 

- Nous avons pré-incubé les cellules dans du DMEM seul pendant 4 heures afin de 

permettre aux cellules de s’habituer à leur nouvelles conditions de milieu. Cette 

période assure la stabilisation cellulaire sans affecter l’intégrité de la BHE (qui sera 

vérifiée par la suite : test d’intégrité de la BHE en présence du jaune Lucifer).   

Nous avons vérifié que l’incubation des solutions plasmatiques d’AceDoPC et de PC-DHA, 

dans du milieu DMEM à 37°C pendant 4 heures et en absence de cellules, ne dégradait pas les 

molécules. Ceci a été vérifié par CCM d’une prise aliquote et analyse de la radioactivité à 

l’aide d’un radioanalyseur. Les figures 37 et 38 montrent qu’aucune dégradation des 

molécules ne se produit au cours de cette incubation  puisqu’on n’a qu’un seul pic au bon 

temps de rétention. 

 

Figure 37: Vérification de l’impact de l’incubation de l’[
14

C]-AceDoPC, préalablement 

incubée avec du plasma,  dans du DMEM  à 37°C pendant 4 heures par 

radiochromatographie en couche mince.  
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Figure 38: Vérification de l’impact de l’incubation de la [
14

C]-PC-DHA préalablement 

incubée avec du plasma dans du DMEM à 37°C pendant 4 heures par radiochromatographie 

en couche mince.  
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I.1 Etude de l’effet des lipides marqués sur l’intégrité de la BHE  

Avant d’étudier le passage du DHA non estérifié ou estérifié dans une PC ou AceDoPC à 

travers la BHE, nous avons tout d’abord contrôlé l’effet de ces molécules sur l’intégrité du 

modèle de BHE utilisé afin de vérifier que la concentration utilisée ne perturbe pas la BHE. 

Pour cela, le coefficient de perméabilité de la monocouche endothéliale a été déterminé par un 

marqueur d’intégrité, le jaune Lucifer, une petite molécule hydrophile  ayant une faible 

pénétration cérébrale. Les molécules lipidiques ont été ajoutées dans le milieu supérieur du 

modèle de BHE avec le jaune Lucifer. La détermination du coefficient de perméabilité, le 

«Pe», a été fait selon la technique décrite dans le chapitre « Matériels et méthodes ». 

Le tableau 5 résume les coefficients de perméabilité endothéliale du jaune Lucifer ajouté dans 

le milieu de culture seul, avec du plasma, du DHA, de la PC-DHA ou de l’AceDoPC. 

 

Tableau 5: Coefficient de la perméabilité endothéliale du jaune Lucifer avec ou sans plasma, 

DHA, PC-DHA ou AceDoPC. 

Les solutions de DHA, PC-DHA et AceDoPC marqués (5 µM) sont préparées dans du DMEM 

contenant 1% (v /v) de plasma et co-incubées avec du jaune Lucifer. Le jaune Lucifer est utilisé 

comme marqueur paracellulaire permettant d’évaluer l'effet de l’ajout des 3 formes de DHA sur 

l'intégrité de la BHE. Cette petite molécule hydrophile présente un faible taux de pénétration cérébrale 

et son faible coefficient de perméabilité endothéliale révèle l'intégrité de la monocouche de cellules 

endothéliales. L’étude de transport avec le jaune Lucifer est effectuée en triplicat sur des filtres revêtus 

de collagène (Transwell Polycarbonate 0,4µm). L'intégrité de la monocouche est vérifiée avant 

l'expérimentation avec un contrôle utilisant le jaune Lucifer (Pe = 0,79 x 10
-3

 cm.min
-1

). Un second 

contrôle avec du DMEM contenant 1% (v/v) de plasma en présence de jaune Lucifer est réalisé        

(Pe = 0,62 x 10
-3

 cm.min
-1

). 

Nos résultats montrent que les 3 formes de DHA utilisées (DHA, PC-DHA et AceDoPC) ne 

sont pas toxiques pour l’intégrité de la BHE (Pe du jaune Lucifer inférieure à 1 x 10
-3

 cm.min
-           

1
). 
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I.2 Distribution de la radioactivité des lipides totaux entre les 

différents compartiments de la coculture  

Les cellules ont été incubées avec 5μM de [
14

C]-DHA, [
14

C]-PC-DHA ou [
14

C]-AceDoPC 

pendant 4 heures (0,1μCi/puits).  Nous avons dans un premier temps analysé la distribution de 

la radioactivité dans les différents compartiments de la co-culture c’est-à-dire les milieux, les 

cellules endothéliales et les cellules gliales. Les pourcentages de radioactivité sont calculés 

par rapport à la radioactivité initiale relative à chacun des produits incubés [
14

C]-DHA,   

[
14

C]-PC-DHA ou [
14

C]-AceDoPC. 

I.2.1 Radioactivité des lipides totaux retrouvée dans les milieux supérieur et 

inférieur  

Les résultats des pourcentages de radioactivité retrouvés dans le milieu supérieur et le milieu 

inférieur du modèle de co-culture après incubation des cellules avec du [
14

C]-DHA, [
14

C]-PC-

DHA ou du [
14

C]-AceDoPC sont résumés dans la figure 39.  

Le  pourcentage de radioactivité initiale retrouvé dans le milieu supérieur après incubation 

avec du [
14

C]-DHA est de 44,9 +/- 0,2 % ;  celui obtenu après incubation avec de la [
14

C]-PC-

DHA est de 83,9 +/- 1,8 % et celui relatif à l’ [
14

C]-AceDoPC est de 56 +/- 1,3% (figure 39.a).  

Ces résultats suggèrent une différence significative de passage de différentes formes d’apport 

de DHA à travers le modèle de BHE in vitro. 

L’analyse de la radioactivité retrouvée dans le milieu inférieur montre que  le pourcentage est 

plus élevé après incubation de [
14

C]-AceDoPC (7,5 +/- 0,5 %) qu’après incubation de           

[
14

C]-DHA (4,5 +/- 0,2 %) ou de [
14

C]-PC-DHA (3,9 +/- 0,4 %) (figure 39.b). 

Ces résultats montrent un passage préférentiel de l’AceDoPC comparativement à la forme 

non estérifiée du DHA ou au DHA estérifié dans une PC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 39: Radioactivité des lipides totaux du milieu supérieur (a) et du milieu inférieur (b). 
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Avant incubation avec les substrats marqués, les milieux de culture ont été remplacés par du DMEM  

sans sérum pendant 4 heures à 37°C (période de pré-incubation). A la fin de la période de                

pré-incubation, le milieu luminal (supérieur) a été remplacé par du DMEM contenant du [
14

C]-DHA 

non estérifié, de la [
14

C]-PC-DHA ou de l’ [
14

C]-AceDoPC (0,1 µCi, 5 µM) préalablement lié au 

plasma. Les incubations ont été effectuées à 37°C pendant 4 heures. Les milieux ont été prélevés et les 

cellules ont été rincées puis récupérées par grattage. Les lipides totaux des milieux et des cellules ont 

été extraits et la radioactivité a été quantifiée. Les résultats sont exprimés en pourcentage de la 

radioactivité initiale en 
14

C et représentent la moyenne ± SEM de quatre valeurs. Les groupes ont été 

comparés par une analyse de variance (ANOVA) suivie par un test de Bonferroni. Les données avec 

différentes lettres sont significativement différentes à P <0,05. 

 

I.2.2 Radioactivité des lipides totaux retrouvée dans les cellules 

endothéliales et les cellules gliales  

La figure 40 représente le pourcentage de radioactivité initiale retrouvé dans les lipides des 

cellules endothéliales de capillaires cérébraux (figure 40.a) et des cellules gliales (figure 40.b) 

après incubation avec les différents substrats marqués.  

Les résultats montrent que  le pourcentage de radioactivité retrouvé dans les lipides totaux des 

cellules endothéliales est similaire après incubation de DHA non estérifié ou d’AceDoPC  

(6,1 +/- 1,2 % et 5,1 +/- 0,9 %, respectivement). Un plus faible pourcentage est retrouvé après 

incubation  de PC-DHA (0,9 +/- 0,2 %). 

Le pourcentage de radioactivité retrouvé dans les cellules gliales est plus élevé après 

incubation d’ [
14

C]-AceDoPC (7,5 +/- 0,7 %) comparativement au [
14

C]-DHA (3,7 +/- 1,2 %) 

et au [
14

C]-PC-DHA (0,3 %). Bien que non significativement différent, la proportion de 

radioactivité retrouvée dans les cellules gliales tend à être plus basse après incubation de    

PC-DHA comparativement au DHA non estérifié. 

Les cellules gliales captent donc plus facilement le DHA estérifié sous forme d’AceDoPC 

comparativement au DHA non estérifié et au DHA estérifié dans une PC.  

La préférence de captation des cellules gliales du DHA estérifié sous forme d’AceDoPC 

comparativement au DHA non estérifié, n’est pas observée dans les cellules endothéliales. 
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Figure 40: Radioactivité des lipides totaux des cellules endothéliales et des cellules gliales. 

Avant incubation avec les substrats marqués, les milieux de culture ont été remplacés par du DMEM 

sans sérum pendant 4 heures à 37°C (période de pré-incubation). A la fin de la période de                

pré-incubation, le milieu luminal (supérieur) a été remplacé par du DMEM contenant du [
14

C]-DHA 

non estérifié, de la [
14

C]-PC-DHA ou de l’[
14

C]-AceDoPC (0,1 µCi, 5 µM) préalablement lié au 

plasma. Les incubations ont été effectuées à 37°C pendant 4 heures. Les milieux ont été prélevés et les 

cellules ont été rincées puis récupérées par grattage. Les lipides totaux des milieux et des cellules ont 

été extraits et la radioactivité a été quantifiée  Les résultats sont exprimés en pourcentage de la 

radioactivité initiale en 
14

C et représentent la moyenne ± SEM de quatre valeurs. Les groupes ont été 

comparés par une analyse de variance (ANOVA) suivie par un test de Bonferroni. Les données avec 

différentes lettres sont significativement différentes à P <0,05. 

 

Quelque soit la forme d’apport du DHA, la radioactivité des phases aqueuses après extraction 

lipidique, est faible dans tous les compartiments étudiés : milieu supérieur (1,8 +/- 0,2), 

cellules endothéliales (0,16), milieu inférieur (0,43 +/- 0,06) et cellules gliales (1,2 +/-  0,06 

% de la radioactivité initiale). 

Ces valeurs, qui sont souvent à la limite des techniques d’extraction et de détection 

employées, suggèrent que dans nos conditions, l’oxydation du DHA est probablement très 

faible. 
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I.2.3 Passage total des substrats à travers la monocouche endothéliale 4h 

après ajout de [
14

C]-DHA  non estérifié, [
14

C]-PC-DHA ou de [
14

C]-

AceDoPC dans le milieu supérieur des co-cultures 

Le passage total à travers la monocouche de cellules endothéliales, correspondant à la somme 

des radioactivités retrouvées dans les milieux inférieurs et les cellules gliales, est représenté 

par la figure 41. 

La préférence pour l’AceDoPC étant observée à la fois dans les astrocytes et dans le milieu 

inférieur, l’AceDoPC apparait clairement comme la forme la plus efficace de transport de 

DHA à travers le modèle in vitro de BHE (15,0 +/- 1,2 % pour l’AceDoPC ; 8,2 +/- 1,4 % 

pour la DHA et 4,2 +/- 0,4 % pour la PC-DHA). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 41: Passage total des lipides à travers la BHE (somme de la radioactivité retrouvée 

dans le milieu inférieur et les cellules gliales). 

Avant incubation avec les substrats marqués, les milieux de culture ont été remplacés par du DMEM 

sans sérum pendant 4 heures à 37°C (période de pré-incubation). A la fin de la période de pré-

incubation, le milieu luminal (supérieur) a été remplacé par du DMEM contenant du [
14

C]-DHA non 

estérifié, de la [
14

C]-PC-DHA ou de l’ [
14

C]-AceDoPC (0,1 µCi, 5 µM) préalablement lié au plasma. 

Les incubations ont été effectuées à 37°C pendant 4 heures. Les milieux ont été prélevés et les cellules 

ont été rincées puis récupérées par grattage. Les lipides totaux des milieux et des cellules ont été 

extraits et la radioactivité a été quantifiée  Les résultats sont exprimés en pourcentage de la 

radioactivité initiale en 
14

C et représentent la moyenne ± SEM de quatre valeurs. Les groupes ont été 

comparés par une analyse de variance (ANOVA) suivie par un test de Bonferroni. Les données avec 

différentes lettres sont significativement différentes à P <0,05. 

 

Quelque soit la forme d’apport du DHA, dans les filtres de l’insert, un faible pourcentage de 

radioactivité est retrouvé suggérant ainsi que ces filtres ne sont pas restrictifs. 

14
C-AceDoPC

14
C-PC-DHA

14
C-DHA

0

5

10

15

20

a

b

c

%
 d

e
 r

a
d

io
a

c
ti

v
it

é
 i

n
it

ia
le

 e
n

1
4
C

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2015ISAL0044/these.pdf 
© [M. Hachem], [2015], INSA Lyon, tous droits réservés



 

 

 - 125 - 

 

 

I.3 Distribution de la radioactivité entre les différentes classes 

des lipides des milieux 

Les figures 42 et 43 illustrent la distribution de la radioactivité parmi les classes lipidiques les 

plus marquées des milieux supérieur et inférieur. 

Après incubation des cellules avec l’AceDoPC, la radioactivité est essentiellement associée à 

la fraction lysoPC, que ce soit dans le milieu supérieur (figure 42.a) ou inférieur (figure 43.a) 

(64% et 57%, respectivement).  27% de la radioactivité lipidique du milieu supérieur et 36 % 

de celle du milieu inférieur est localisée dans la fraction acide gras libre (AGL). Un 

pourcentage plus faible de radioactivité est observé dans la fraction AceDoPC. Ces résultats 

suggèrent que l’AceDoPC est capable de traverser la BHE, en partie, sous forme intacte, et 

que la molécule est aussi clivée majoritairement en lysoPC et secondairement en libérant le 

DHA. Au contraire, la radioactivité des milieux supérieur et inférieur est retrouvée presque 

exclusivement dans la fraction AGL ou PC après incubation avec du DHA non estérifié 

(figure 42.c  et 43.c) ou de la PC-DHA (figure 42.b et 43.b).  

Ces observations suggèrent que le DHA et la PC-DHA sont captés par les cellules 

endothéliales puis transférés sans modification dans le milieu inférieur tandis que la molécule 

d’AceDoPC est hydrolysée en partie en lysoPC avec libération également de DHA. 
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Figure 42: Distribution de la radioactivité parmi les classes lipidiques les plus marquées du 

milieu supérieur 

Avant incubation avec les substrats marqués, les milieux de culture ont été remplacés par du DMEM 

sans sérum pendant 4 heures à 37°C (période de pré-incubation). A la fin de la période de pré-

incubation, le milieu luminal (supérieur) a été remplacé par du DMEM contenant (a) de l’[
14

C]-

AceDoPC, (b) de la [
14

C]-PC-DHA ou (c) du [
14

C]-DHA non estérifié (0,1 µCi, 5 µM) préalablement 

lié au plasma. Les incubations ont été effectuées à 37°C pendant 4 heures. Les milieux ont été prélevés 

et les cellules ont été rincées puis récupérées par grattage. Les lipides totaux des milieux ont été 

extraits, les différentes classes de lipides ont été séparées par CCM et la radioactivité a été quantifiée. 

Les résultats sont exprimés en pourcentage de la radioactivité des lipides totaux et représentent la 

moyenne ± SEM de quatre valeurs. 
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Figure 43: Distribution de la radioactivité parmi les classes lipidiques les plus marquées du 

milieu inférieur. 

Avant incubation avec les substrats marqués, les milieux de culture ont été remplacés par du DMEM 

sans sérum pendant 4 heures à 37°C (période de pré-incubation). A la fin de la période de pré-

incubation, le milieu luminal (supérieur) a été remplacé par du DMEM contenant (a) de l’[
14

C]-

AceDoPC, (b) de la [
14

C]-PC-DHA ou (c) du [
14

C]-DHA non estérifié (0,1 µCi, 5 µM) préalablement 

lié au plasma. Les incubations ont été effectuées à 37°C pendant 4 heures. Les milieux ont été prélevés 

et les cellules ont été rincées puis récupérées par grattage. Les lipides totaux des milieux ont été 

extraits, les différentes classes de lipides ont été séparées par CCM et la radioactivité a été quantifiée. 

Les résultats sont exprimés en pourcentage de la radioactivité des lipides totaux et représentent la 

moyenne ± SEM de quatre valeurs. 
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I.4 Répartition de la radioactivité entre les différentes classes des 

lipides cellulaires (endothéliales et gliales) 

Le devenir métabolique du [
14

C] –DHA et de l’[
14

C]–AceDoPC a été également déterminé 

dans les cellules gliales (figure 44)  et les cellules endothéliales (figue 45) après incubation de 

[
14

C]–DHA ou de [
14

C]–AceDoPC. Le passage du DHA à partir de [
14

C]-PC-DHA à travers la 

BHE étant faible, la radioactivité retrouvée dans les cellules n’était pas suffisante  pour 

détecter un marquage significatif dans les différentes classes de lipides des cellules 

endothéliales et gliales.   

Dans les cellules gliales et endothéliales, les PE et PC sont les classes lipidiques les plus 

marquées après incubation avec de l’AceDoPC (figure 44.a et 45.a). Une partie du marquage 

est observé dans la fraction AceDoPC (moins de 10% dans les deux types cellulaires), 

suggérant que la majorité (environ 80%) du DHA initialement présent dans l’AceDoPC est 

libéré et ré-acylé dans les PC et les PE (environ 70%), et en plus faible proportion dans la 

fraction contenant les lipides neutres (LN) et les acides gras libres (AGL) (respectivement 

10% et 17% dans les cellules endothéliales et les cellules gliales). La radioactivité est 

également présente sous forme de lysoPC (10% dans les cellules endothéliales et 3% dans les 

cellules gliales). Ceci indique que l’AceDoPC pourrait également perdre son groupement 

acétyle.  

Les profils obtenus après incubation de DHA non estérifié sont différents de ceux obtenus 

après incubation d’AceDoPC. Comme attendu, seules les PC et les PE, ainsi que la fraction 

LN+AGL, sont marqués. Cependant, des différences substantielles peuvent être observées 

entre les deux types cellulaires. En effet, les PE représentent la classe lipidique la plus 

marquée dans les lipides des cellules gliales (figure 44.b) alors qu’il s’agit des PC dans les 

cellules endothéliales (figure 45.b). 
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Figure 44: Distribution de la radioactivité parmi les classes lipidiques les plus marquées des 

cellules gliales. 

4 heures après incubation avec (a) du [
14

C]-AceDoPC, (b) de [
14

C]-DHA, les lipides des cellules 

gliales sont extraits et les différentes classes lipidiques sont  séparés par chromatographie  sur couche 

mince (gel de silice G de 0,75 mm) en utilisant un système d'élution: chloroforme / méthanol / solution 

aqueuse de méthylamine (40%) (60/20/5,  v/v/v). La radioactivité des classes de lipides est déterminée 

par scintillation liquide. Les résultats sont exprimés en pourcentage de la radioactivité totale 
14

C, 

présentés en tant que ± SEM de quatre valeurs. 
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Figure 45: Distribution de la radioactivité parmi les classes lipidiques les plus marquées des 

cellules endothéliales. 

4 heures après incubation avec (a) du [
14

C]-AceDoPC, (b) de [
14

C]-DHA, les lipides des cellules 

endothéliales sont extraits et les différentes classes lipidiques sont  séparés par chromatographie  sur 

couche mince (gel de silice G de 0,75 mm) en utilisant un système d'élution: chloroforme / méthanol / 

solution aqueuse de méthylamine (40%) (60/20/5, v/v/v). La radioactivité des classes de lipides est 

déterminée par scintillation liquide. Les résultats sont exprimés en pourcentage de la radioactivité 

totale 
14

C, présentés en tant que ± SEM de quatre valeurs. 
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I.5 Discussion  

Le DHA est indispensable au développement cérébral et possède des effets neuroprotecteurs 

comme discuté précédemment dans la partie « rappels bibliographiques ». En tant que 

structure-clé dans la régulation des échanges entre le compartiment sanguin et le parenchyme 

cérébral, la BHE empêche un grand nombre de médicaments potentiels d’atteindre leur cible 

(Pardridge, 2005). C’est une des contraintes dans les étapes du processus de découverte des 

molécules à visée thérapeutiques cérébrales et pour répondre à cette question, les modèles in 

vitro de BHE représentent une alternative à l’utilisation massive d’animaux à des fins 

expérimentales. Les modèles de coculture unissant des cultures primaires de cellules 

endothéliales cérébrales et de cellules gliales sont reconnus comme reproduisant fidèlement la 

BHE in vivo (Cecchelli et al., 2007). Notre travail de recherche visait à déterminer si 

l’AceDoPC représente une forme privilégiée de passage du DHA à travers un modèle in vitro 

de BHE comparativement à d’autres formes d’apport du DHA, comme l’est la lysoPC  

Une partie importante du travail a été de synthétiser l’AceDoPC et la PC-DHA marquées au 

[
14

C]-DHA avec une activité spécifique suffisante pour l’étude du passage à travers la BHE. 

La non toxicité des molécules marquées sur  les cellules endothéliales de la BHE a été 

confirmée en contrôlant l’intégrité de la BHE et ceci en incubant les cellules avec du jaune 

Lucifer, une petite molécule hydrophile  ayant une faible pénétration cérébrale. 

Nos résultats indiquent que la BHE reconstituée in vitro favorise le passage du DHA estérifié 

dans l’AceDoPC comparativement au DHA estérifié dans la PC-DHA et au DHA non 

estérifié avec un transfert plus important de l’AceDoPC dans le milieu inférieur et une 

captation préférentielle par les cellules gliales. Les cellules endothéliales des capillaires 

cérébraux captent de façon similaire le DHA non estérifié et l’AceDoPC mais exportent 

préférentiellement l’AceDoPC dans le milieu inférieur suggérant un contrôle du transfert à 

travers la monocouche endothéliale. La captation de la PC-DHA par les cellules endothéliales 

des capillaires cérébraux est la plus faible comparativement au DHA non estérifié ou au DHA 

estérifié dans l’AceDoPC. 

En analysant la distribution de la radioactivité dans les différentes classes lipidiques extraites 

du milieu supérieur après incubation avec l’AceDoPC, nous avons montré  que, en plus de 

l’AceDoPC, la radioactivité est liée à la fraction lysoPC-DHA et à la fraction acides gras 

libres. La formation de lysoPC-DHA résulterait d’une activité spécifique des cellules de la 

BHE puisque l’incubation de l’AceDoPC en présence de plasma et de milieu DMEM mais 

sans cellules, n’altère pas sa structure. En effet, l’AceDoPC pourrait être hydrolysée par une 

activité phospholipase PLA1, libérant la lysoPC-DHA. La lysoPC-DHA pourrait notamment 

être produite via l’action de la lipase endothéliale, une enzyme possédant une activité PLA1 

qui est exprimée et sécrétée par les cellules endothéliales des capillaires cérébraux (Sovic et 

al., 2005) et qui présente une préférence pour les phospholipides contenant du DHA en 

position sn-2 (Chen et Subbaiah, 2007).  Il est intéressant de noter que Subbaiah et son équipe 

ont testé l’hydrolyse in vitro de l’AceDoPC par la lipase endothéliale  et ont montré que 10% 

de la molécule étaient hydrolysés (résultats non publiés). Cependant, aucune hydrolyse de PC-

DHA n’est observée dans les milieux supérieurs après incubation des cellules avec de la PC-

DHA. Des études supplémentaires sont donc nécessaires pour mieux comprendre la formation 

de lysoPC-DHA dans le milieu des cellules. La formation de lysoPC-DHA est très 

intéressante car il a été précédemment montré, d’une part, un passage préférentiel de cette 

forme à travers la BHE comparativement au DHA non estérifié (Bernoud et al., 1999) et, 
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d’autre part, la présence d’un transporteur spécifique (Mfsd2a) de la lysoPC-DHA au niveau 

de la BHE (Nguyen et al., 2014). La présence de DHA non estérifié dans le milieu supérieur 

pourrait être, quant à elle, due à une hydrolyse spontanée de la lysoPC-DHA ou au 

métabolisme cellulaire. 

Le DHA provenant de l’AceDoPC est principalement incorporé dans les PE et les PC des 

cellules gliales et des cellules endothéliales, les PE étant davantage marquées que les PC, 

particulièrement dans les cellules gliales. L’AceDoPC peut être hydrolysée par des activités 

PLA1 ou PLA2, libérant, respectivement, la lysoPC-DHA et le DHA non estérifié, suivi d’une 

réacylation en PC ou une réincorporation dans d’autres phospholipides. L’acylation directe 

des lysoPC produites à partir de l’AceDoPC est en accord avec des travaux antérieurs (Thiès 

et al., 1992 ; Morash et al., 1989). Une partie de la radioactivité retrouvée dans les cellules est 

liée également à l’AceDoPC sous forme de molécule entière. L’analyse des classes lipidiques 

les plus marquées du milieu inférieur après incubation d’AceDoPC montre aussi qu’une partie 

du marquage est retrouvée dans l’AceDoPC suggérant que l’AceDoPC est capable de 

traverser la BHE sous forme intacte. Bernoud et al. (1999) ont montré que le passage de 

lysoPC-DHA à travers la barrière endothéliale était diminué lorsque les astrocytes étaient 

enlevés et que la préférence pour les lysoPC-DHA était inversée à l’avantage de la forme non 

estérifiée du DHA quand un (ou des) accepteur(s) de lipides, comme de l’albumine ou du 

sérum, étaient ajoutés dans le milieu inférieur. L’ensemble de ces observations suggéraient 

fortement que le passage des formes d’apport et la préférence pour la lysoPC-DHA résultaient 

à la fois d’une libération de substances (probablement des transporteurs possédant une affinité 

particulière pour les lysoPC) et d’une captation préférentielle par les astrocytes. Ces auteurs 

ont effectivement mis en évidence que les astrocytes peuvent sécréter des lipoprotéines à 

apolipoprotéine E (résultats non publiés). De nombreuses études ont mis en évidence le rôle 

important des astrocytes dans la synthèse et la libération des lipoprotéines naissantes 

contenant de l’apolipoprotéine E et de l’apolipoprotéine J dans leur milieu de culture (Pitas et 

al., 1987 ; Patel et al., 1995 ; LaDu et al., 1998). La même hypothèse peut être formulée pour 

l’AceDoPC et la nature de ces transporteurs  devrait être étudiée. 

En conclusion, nous avons montré un passage préférentiel de l’AceDoPC 

comparativement au DHA non estérifié et au DHA estérifié dans une PC à travers un 

modèle in vitro de la BHE et que l’AceDoPC traversait, en partie, la monocouche de 

cellules endothéliales sous forme de lysoPC-DHA. La stratégie que nous avons utilisée 

est l'acétylation de la position sn-1 de la lysoPC pour maintenir la partie 

docosahexaénoyl en position sn-2 qui est la position physiologique du DHA dans les 

tissus. 
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Chapitre 2: Etude in vivo de captation cérébrale du DHA 

non estérifié ou estérifié (AceDoPC, PC-DHA) 

Les résultats obtenus sur le modèle in vitro de BHE montrant un passage préférentiel de 

l’AceDoPC à travers la moncocouche endothéliale, nous avons par la suite recherché si cette 

préférence cérébrale était observée in vivo. L’étude a été réalisée chez des rats âgés de 20 

jours. Après injections intraveineuses dans la queue des rats avec les molécules marquées 

(100 nmoles de [
14

C]-DHA ou de [
14

C]-AceDoPC, 0,5µCi) préalablement incubées dans du 

plasma de rat), les rats ont été sacrifiés 15min, 1h, 6h, 24h et 48h post-injection, et le plasma  

et les organes (cerveau, yeux, cœur et foie) ont été prélevés. 

I.1 Cinétique d’incorporation du DHA apporté sous formes de 

DHA ou d’AceDoPC dans le plasma  

La figure 46 montre la cinétique de la radioactivité mesurée dans le plasma après injection 

intraveineuse de [
14

C]-DHA ou de [
14

C]-AceDoPC, les deux formes étant préalablement liées 

aux protéines plasmatiques.  

La cinétique des deux formes d’apport est similaire avec deux phases : une première phase 

très rapide pendant les 6 premières heures et une seconde phase très lente atteignant un 

plateau 24 h après injection. 

La radioactivité retrouvée dans le plasma est de 10% et 5% 15min après injection respective 

d’AceDoPC et de DHA non estérifié mais seulement de 1% et de 0,8%  respectivement 24h 

après injection. 
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Figure 46: Cinétique d’incorporation du DHA dans les lipides totaux du plasma chez des rats 

âgés de 20 jours après injection du [
14

C]-AceDoPC ou de [
14

C]-DHA non estérifié lié au 

plasma. 

1mM (100 µl) de la solution marquée a été injectée dans la veine de la queue du rat, puis les rats ont 

été sacrifiés 15min, 1h, 6h, 24h et 48h après injection. Le sang a été transféré dans des tubes contenant 

de l'héparine comme anticoagulant, ensuite centrifugé à 2600g pendant 10min. Les lipides totaux du 

plasma ont été extraits. Les résultats représentent la moyenne ± SD de trois valeurs et ont été analysés 

en utilisant le logiciel Prism. L’aire sous la courbe (AUC) est exprimée en % de la radioactivité 

injectée par unité de temps. Les données avec différentes lettres en exposant sont significativement 

différentes à P <0,05 d'après l'analyse de variance (ANOVA), suivie par le test de Bonferroni. 

 

Nos résultats suggèrent que le taux de DHA plasmatique diminue en fonction du temps avec 

distribution par la suite aux différents tissus que ce soit après injection d’AceDoPC ou de 

DHA non estérifié. 
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I.2 Cinétique d’incorporation du DHA apporté sous formes de 

DHA ou d’AceDoPC dans les organes  

Les cinétiques de la radioactivité retrouvée dans les lipides totaux des différents organes après 

injection de [
14

C]-DHA ou d’ [
14

C]-AceDoPC sont représentées dans la figure 47.  

Dans le cerveau (figure 47.a), le pourcentage de la radioactivité retrouvé est 2 à 2,5 fois plus 

élevé après injection d’AceDoPC qu’après injection de la forme non estérifié du DHA (avec 

une différence significative de l’aire sous la courbe (AUC) entre les deux formes d’apport du 

DHA). Une augmentation de l’incorporation du DHA injecté sous ces 2 formes (estérifiée ou 

non)  est observée en fonction du temps. 15min et 48h après injection, les pourcentages de 

radioactivité initiale injectée sont respectivement 0,58 +/- 0,08% et 1,24 +/- 0,13% pour 

l’AceDoPC. Après injection du DHA non estérifié, les pourcentages correspondants sont  

0,29 +/- 0,1% et 0,57 +/- 0,05 %.  

Au contraire, cette préférence pour l’AceDoPC n’est pas observée dans les autres organes 

étudiés.  

Dans le cœur (figure 47.b), entre 15min et 6h, la proportion de radioactivité mesurée après 

injection d’AceDoPC est même plus basse pour l’AceDoPC que pour le DHA. De plus, une 

diminution de la radioactivité est observée en fonction du temps après injection du DHA, 

alors qu’une augmentation de l’incorporation du DHA est notée 24h et 48h après injection 

d’AceDoPC.  

Dans les yeux (figure 47.c) et le foie (figure 47.d), les pourcentages de radioactivité retrouvés 

provenant de l’AceDoPC sont similaires à ceux obtenus après injection de DHA non estérifié. 

Les résultats montrent également une diminution de la radioactivité dans les lipides du foie en 

fonction du temps après injection des deux formes d’apport de DHA mais une augmentation 

dans les lipides des yeux jusqu’à 6h après injection. 

Nos résultats montrent que seul le cerveau montre une préférence de captation du DHA 

lorsqu’il est apporté sous forme d’AceDoPC  et que les autres organes (le foie, les yeux, le 

cœur) captent  d’une façon similaire le DHA estérifié dans l’AceDoPC et la forme non 

estérifiée du DHA. 
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Figure 47: Cinétique d’incorporation du DHA dans les lipides totaux des organes ((a) le 

cerveau, (b) le cœur, (c) les yeux et (d) le foie), chez des rats âgés de 20 jours après injection 

de [
14

C]-AceDoPC ou de [
14

C]-DHA non estérifié lié au plasma. 
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1mM (100 µl) de la solution marquée a été  injecté dans la veine de la queue du rat, puis les rats ont 

été sacrifiés 15min, 1h, 6h, 24h et 48h après injection. Les organes: le cerveau (a), le cœur (b), les 

yeux (c) et le foie (d) ont été prélevés. Les lipides totaux des organes ont été extraits en utilisant la 

méthode de Bligh et Dyer. Les résultats représentent la moyenne ± SD de trois valeurs et ont été 

analysés en utilisant le logiciel Prism. L’aire sous la courbe (AUC) est exprimée en % de la 

radioactivité injectée par unité de temps. Les données avec différentes lettres en exposant sont 

significativement différentes à P <0,05 d'après l'analyse de variance (ANOVA), suivie par le test de 

Bonferroni. 

I.3 Distribution de la radioactivité entre les différentes classes 

des lipides extraits des organes après injection d’ [
14

C]-

AceDoPC ou de [
14

C]-DHA 

Les figures (48 et 49) représentent respectivement la répartition de la radioactivité entre les 

classes lipidiques extraites des organes. Les résultats sont exprimés en pourcentage de la 

radioactivité initiale injectée en 
14

C. Nos résultats montrent encore des différences 

importantes entre le cerveau, le cœur et le foie. 

La radioactivité retrouvée dans les yeux de rats après injection d’ [
14

C]-AceDoPC ou de  

[
14

C]-DHA est trop faible pour détecter un marquage significatif dans les différentes classes 

lipidiques de cet organe.  

Dans le cerveau, nous avons examiné la radioactivité de DHA dans les différentes classes de 

lipides 1h, 24h et 48h post-injection de [
14

C]-AceDoPC (figure 48.a). L’AceDoPC est la 

classe lipidique la plus marquée 1h après injection d’AceDoPC (représentant 75 +/- 8% de la 

radioactivité totale des lipides cérébraux) indiquant que cette forme stabilisée de lysoPC-

DHA entre dans le cerveau sous forme intacte comme suggéré par nos expériences réalisées 

sur le modèle de BHE in vitro. La radioactivité liée à la fraction AceDoPC diminue avec le 

temps alors que la radioactivité des PC et PE augmente progressivement ce qui suggère que le 

DHA est libéré à partir d’AceDoPC puis réacylé dans les PC et  PE. Si la radioactivité 

retrouvée dans les PC est comparable entre 24 et 48h, celle mesurée dans les PE double ce qui 

est en faveur d’une ré-acylation en premier lieu du DHA dans les PC puis d’une redistribution 

du DHA radioactif dans les phospholipides cérébraux en fonction du temps. Un faible 

pourcentage de la radioactivité est retrouvé dans la fraction LN ainsi que dans la fraction 

lysoPC.  

Dans le cœur, on note une situation très différente avec l’AceDoPC qui est minoritairement 

présent en tant que molécule entière dans cet organe dès 1h post-injection alors qu’on a une 

redistribution comparable du DHA radioactif dans les autres classes lipidiques, PC, PE et 

LN+AGL (figure 48.b). On observe également une augmentation de la radioactivité dans ces 

classes lipidiques  entre 1h et 24h mais plus de changement significatif entre 24 et 48h.   

Dans le foie (figure 48.c), les PC et PE sont les classes lipidiques les plus marquées après 

injection d’AceDoPC et le marquage diminue en fonction du temps.  

Après injection de DHA non estérifié, PE est la classe lipidique la plus marquée dans les trois 

organes étudiés 1 heure après injection (figure 49.a, 49.b, 49.c). A l’exception du cerveau, la 

radioactivité des PE  diminue en fonction du temps. La radioactivité est également observée 

dans la fraction LN+AGL dans les trois organes, mais seulement 1 heure après injection 
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Figure 48: Distribution de la radioactivité dans les différentes classes de lipides extraits des 

organes en fonction du temps après injection intraveineuse de [
14

C]-AceDoPC 

1h (barres ouvertes), 24h (barres grises), 48h (barres noires) dans (a) le cerveau, (b) le cœur et (c) le 

foie. LysoPC, AceDoPC, PC, PE, LN+AGL ont été identifiés. Les classes de lipides ont été séparées 

par chromatographie sur couche mince (gel de silice G de 0,75 mm) par un système d'élution: 

chloroforme / méthanol / solution aqueuse de méthylamine (40%) (60/20/5,  v/v/v). Les résultats 

représentent la moyenne +/- SD de trois valeurs.  

LysoPC AceDoPC PC PE LN+ AGL
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

a

1 H

24 H

48 H
%

 d
e
 r

a
d

io
a
c
ti

v
it

é
 i
n

je
c
té

e
 e

n
1

4
C

LysoPC AceDoPC PC PE LN+ AGL
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

b

1 H

24 H

48 H

%
 d

e
 r

a
d

io
a
c
ti

v
it

é
 i
n

je
c
té

e
 e

n
1

4
C

PC PE
0

5

10

15

20

25

c

1 H

24 H

48 H

%
 d

e
 r

a
d

io
a
c
ti

v
it

é
 i
n

je
c
té

e
 e

n
1

4
C

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2015ISAL0044/these.pdf 
© [M. Hachem], [2015], INSA Lyon, tous droits réservés



 

 

 - 139 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 49: Distribution de la radioactivité dans les différentes classes de lipides extraits des 

organes en fonction du temps après injection intraveineuse de [
14

C]-DHA 

1h (barres ouvertes), 24h (barres grises), 48h (barres noires) dans (a) le cerveau, (b) le cœur et (c) le 

foie. LysoPC, AceDoPC, PC, PE, LN+ AGL ont été identifiés. Les classes de lipides ont été séparées 

par chromatographie sur couche mince (gel de silice G de 0,75 mm) par un système d'élution: 

chloroforme / méthanol / solution aqueuse de méthylamine (40%) (60/20/5,  v/v/v). Les résultats 

représentent la moyenne +/- SD de trois valeurs. 
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I.4 Comparaison de l’incorporation du DHA apporté sous 

formes de DHA, AceDoPC ou PC-DHA dans le plasma et les 

organes 

I.4.1 Comparaison de l’incorporation du DHA apporté sous formes de 

DHA, AceDoPC ou PC-DHA dans le plasma  

Dans les aliments, le DHA se trouve principalement sous forme de triglycérides ou de 

phospholipides qui sont les deux classes lipidiques naturelles. Des études ont  rapporté une 

plus grande efficacité de PC par rapport aux TG concernant l’accrétion cérébrale du DHA 

(Liu et al., 2014 ; Graf et al., 2010). Pour cette raison, nous avons comparé la captation par les 

organes de DHA estérifié dans une PC, à deux temps différents de la cinétique : un temps 

court, 1h, et un temps long, 48h. La figure 50 représente le pourcentage de radioactivité 

injectée retrouvé dans le plasma de rats après injection de différentes formes d’apport du 

DHA. 

Dans le plasma, des différences significatives ont été observées entre PC-DHA, AceDoPC et 

DHA non estérifiée 1h après injection mais pas 48h après injection. 

1h après injection, la radioactivité retrouvée dans le plasma des rats PC-DHA est 27,5 +/- 3,8 

% de la radioactivité initiale injectée avec une différence significative avec l’AceDoPC    

(7,07 +/- 0,6) et le DHA (4,04 +/- 2,49). 48h après injection, une diminution de ces 

pourcentages est remarquée pour les 3 formes d’apports avec un pourcentage voisin de 1% de 

la radioactivité initiale en 
14

C. 
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Figure 50: Comparaison de la radioactivité en 
14

C retrouvée dans les lipides totaux du 

plasma chez des rats âgés de 20 jours après injection de [
14

C]-AceDoPC, [
14

C]-PC-DHA ou 

[
14

C]-DHA lié au plasma. 

1mM (100 µl) de la solution marquée a été injecté dans la veine de la queue du rat, puis les rats ont été 

sacrifiés 1 heure et 48 heures après injection. Le plasma a été récupéré et les lipides totaux ont été 

extraits. Les résultats représentent la moyenne ± SD de trois valeurs, et ont été analysés en utilisant le 

logiciel Prism. Les données avec différentes lettres sont significativement différentes à P <0,05 d'après 

l'analyse de variance (ANOVA), suivie par le test de Bonferroni.  
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I.4.2 Comparaison de l’incorporation du DHA apporté sous forme de 

DHA, AceDoPC ou PC-DHA dans les organes  

Le pourcentage de radioactivité initiale retrouvé dans les lipides totaux des différents organes  

1 heure et 48 heures après injection de [
14

C]-DHA, [
14

C]-AceDoPC ou de [
14

C]-PC-DHA  est 

représenté dans la figure 51. 

Dans le cerveau (figure 51.a), le pourcentage de la radioactivité retrouvé dans les lipides 

totaux 1h après injection d’AceDoPC (0,78 +/- 0,13%) est plus élevé que celui observé après 

injection de PC-DHA (0.43 +/- 0,04%) alors que le DHA estérifié dans la PC est capté par le 

cerveau à un degré comparable à celui du DHA non estérifié (0,40 +/- 0,10 %). La préférence 

pour l’AceDoPC est encore observée 48 heures après injection, mais cette captation n'est  plus 

significativement différente de celle de PC-DHA. 

Au contraire, cette préférence pour l’AceDoPC 1h après injection n’est pas observée dans les 

autres organes étudiés. Dans le cœur (figure 51.b), 1h après injection, le pourcentage de 

radioactivité retrouvé après injection d’AceDoPC ou de PC est plus bas que celui, observé 

après injection de DHA non estérifié. Aucune préférence de captation n’est notée 48h post-

injection quelque soit la forme d’apport. 

Dans le foie (figure 51.c), une diminution du pourcentage de radioactivité est observée après 

injection de DHA non estérifié ou estérifié dans, l’AceDoPC ou la PC-DHA en fonction du 

temps. 48h post-injection, la PC-DHA est préférentiellement captée par le foie suggérant que 

le métabolisme de ce phospholipide est plus lent que celui du DHA non estérifié ou de 

l’AceDoPC. 

Nos résultats montrent que seul le cerveau montre une préférence de captation du DHA 

estérifié sous forme d’AceDoPC  comparativement à la PC-DHA et au DHA non estérifié. 
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Figure 51: Comparaison de l’incorporation du DHA dans les lipides totaux des organes chez 

des rats âgés de 20 jours après injection de [
14

C]-AceDoPC, [
14

C]-PC-DHA ou [
14

C]-DHA 

lié au plasma. 

 

1mM (100 µl) de la solution marquée est injecté dans la veine de la queue du rat, puis les rats ont été 

sacrifiés  1 heure et 48 heures après injection. Les organes : (a)  Le cerveau, (b) le cœur et le foie (c) 

ont été prélevés. Les lipides totaux sont extraits en utilisant la méthode de Bligh et Dyer. Les résultats 

représentent la moyenne ± SD de trois valeurs, et ont été analysés en utilisant le logiciel Prism. Les 

données avec différentes lettres sont significativement différentes à P <0,05 d'après l'analyse de 

variance (ANOVA), suivie par le test de Bonferroni.  
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I.5 Séparation de l’albumine et des lipoprotéines plasmatiques 

par chromatographie de gel filtration sur FPLC 

Les lipides étant véhiculés dans le plasma par les lipoprotéines ainsi que par l’albumine, nous 

avons vérifié lequel de ces transporteurs était préférentiellement utilisé par l’AceDoPC, 

comparativement à la PC-DHA.  L’étude de la distribution de l’AceDoPC et de la PC-DHA 

(1h après injection de [
14

C]-AceDoPC ou de [
14

C]-PC-DHA préalablement incubé dans du 

plasma humain) dans les différents transporteurs protéiques de lipides plasmatiques a été 

réalisée par FPLC comme décrit dans la partie matériels et méthodes I.3.2.3 Fast Protein 

Liquid Chromatography. 

L’élution des échantillons a été suivie par détection de la densité optique (DO) à 280 nm. Des 

fractions de 0,3ml ont été alors collectées. Leurs contenus en triglycérides et cholestérol ainsi 

que l’albumine ont été dosés (dosage enzymatique et colorimétrique). Ceci permet d’établir 

un profil lipoprotéique (figure 52) et de déterminer la composition de chaque fraction. Une 

fois les différentes fractions de VLDL, LDL, HDL et albumine identifiées, les fractions 

correspondantes à chacune des classes ont été poolées et  la radioactivité correspondante à 

chacune des fractions a été déterminée par comptage de la radioactivité. 

 

Figure 52: Répartition du cholestérol, des triglycérides et de l’albumine dans les différentes 

fractions récoltées par FPLC. 

La courbe de l’absorbance à 545 nm correspond aux quantités de cholestérol (noir) ou de triglycérides 

(rouge) présentes dans les fractions. Ceci permet de déterminer dans quelles fractions se situent les 

VLDL (1), les LDL (2) et les HDL (3).  Les fractions contenant l’albumine (4) sont déterminées grâce 

à la dernière courbe (bleu) correspondant à la concentration en albumine (g/L). 
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Le tableau 6 représente la distribution de la radioactivité dans les lipoprotéines et l’albumine 

plasmatique pour les 2 formes d’apport du DHA (AceDoPC et PC-DHA). 

Tableau 6: Distribution de la radioactivité dans les lipoprotéines et l'albumine plasmatiques 

après injection de [
14

C]-AceDoPC ou de [
14

C]-PC-DHA (1mM) et sacrifice des rats 1h  après 

l'injection. 

Le plasma a été préparé à partir de sang, préalablementt transféré dans des tubes contenant de 

l'héparine comme anticoagulant, par centrifugation à 2600g pendant 10min. Les lipides totaux ont été 

extraits. Les différentes classes de lipoprotéines (VLDL, LDL et HDL) et l'albumine ont été séparées 

par FPLC. La radioactivité des différentes fractions a été déterminée par comptage à scintillation 

liquide. Les résultats représentent la moyenne de deux valeurs. 

Nos résultats montrent que l’AceDoPC et la PC-DHA sont principalement liées aux 

lipoprotéines (respectivement 65% et 73%) ainsi qu’à l’albumine (35% pour l’AceDoPC et 

27% pour la PC-DHA). Parmi les différentes classes de lipoprotéines, les HDL sont les plus 

marquées (44 % pour l’AceDoPC et 41 % pour la PC-DHA). L’AceDoPC est davantage liée 

à l’albumine que la PC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 VLDL LDL HDL Albumine 

[
14

C]-AceDoPC 9 % 12 % 44 % 35 % 

[
14

C]-PC-DHA 16 % 16 % 41 % 27 % 
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I.6 Imagerie cérébrale ex vivo par autoradiographie cérébrale  

Nous avons étudié la distribution cérébrale du DHA après injection intraveineuse d’        

[
14

C]-AceDoPC chez le rat en utilisant la technique d’autoradiographie (figure 53). 

 

 

Figure 53: Autoradiographie cérébrale du [
14

C]-DHA dans les différentes régions du 

cerveau de rat 48 heures après injection de [
14

C]-AceDoPC. 

(a) et (b) représentent des coupes à des niveaux différents de Bregma (-2,56 et -13,24 respectivement). 

La partie droite de chaque image représente une coupe caractéristique de cerveau. L’ [
14

C]-AceDoPC a 

été injecté dans la queue de rat, puis le rat a été sacrifié 48 heures après l'injection. Le cerveau a été 

rapidement prélevé, congelé dans l’azote liquide, et conservé à -80°C jusqu’à réalisation des coupes. 

Des coupes coronales de 40 µm de diamètre ont été réalisées à l’aide d’un cryostat à -20°C puis 

placées sur une lamelle de verre. Les lames ont été apposées contre un film autoradiographique 

pendant 3 jours dans une cassette en présence de standards marqués au 
14

C. Le film a été ensuite 

analysé au phosphor imageur. Les différentes régions cérébrales ont été identifiées en se référant à 

l’atlas stéréotaxique du cerveau de rat (Paxinos et Watson, 1998).  

 

L’autoradiographie révèle que la radioactivité est localisée principalement dans le bulbe 

rachidien (medulla), le cervelet, le cortex cérébral, et l'hippocampe, suggérant une 

distribution spécifique. 
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I.7 Modélisation Moléculaire de l’AceDoPC et de la lysoPC-

DHA 

La figure 54 représente la modélisation moléculaire de l’AceDoPC et de la lysoPC-DHA 

(modélisation réalisée au laboratoire BF2I , INRA, INSA, Lyon). 

Après minimisation de l'énergie et évaluation avec le logiciel SYBYL, un modèle de  lysoPC-

DHA et d’AceDoPC a été choisi et considéré comme représentatif de la structure 3D de ces 

phospholipides. La structure de l’AceDoPC et de la LysoPC-DHA apparaissent très proches 

avec un repliement global de l’AceDoPC similaire à celui de la lysoPC-DHA  (figure 54.a et 

54.b).  

Nous avons également calculé les potentiels électrostatiques et lipophiles au niveau des 

surfaces  moléculaires (surfaces de Connolly) de l’AceDoPC et de la lysoPC-DHA. Ces 

propriétés moléculaires peuvent être obtenues à partir des structures 3-D et pourraient être 

liées à la fonction des molécules. La distribution des potentiels hydrophobes, calculés par le 

programme MOLCAD (MOLecular Computer Aided Design) du logiciel SYBYL, à la 

surface de l’AceDoPC et de la lysoPC-DHA est caractéristique d'une structure amphiphatique 

(figure 54.c et 54.d). On observe une face hydrophobe formée par le groupement 

docosahexaénoyle et une face hydrophile située à l'autre pôle de la molécule, comprenant le 

groupement glycérophosphocholine. Ce caractère amphiphile de l’AceDoPC et de la lysoPC-

DHA peut favoriser leur interaction avec les membranes.  

En ce qui concerne les propriétés électrostatiques de l’AceDoPC et de la lysoPC-DHA, étant 

donné la présence du groupement phosphate chargé négativement et la fonction choline 

chargée positivement, ces 2 molécules sont neutres, comme illustré par la représentation des 

potentiels électrostatiques à la surface des molécules (figure 54.e et 54.f). La face positive en 

rouge correspond au groupement choline, tandis que celle négative en bleu correspond au 

groupement phosphate. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2015ISAL0044/these.pdf 
© [M. Hachem], [2015], INSA Lyon, tous droits réservés



 

 

 - 147 - 

 

 

a      b 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

c      d 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

e      f 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 54: Modélisation moléculaire de l’AceDoPC et de la lysoPC-DHA. 
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 (a) la structure 3-D de la lysoPC-DHA, (b) la structure 3-D de l’AceDoPC. Les potentiels lipophiles 

sont calculés avec le programme  MOLCAD du logiciel SYBYL sur les surfaces moléculaires (surface 

de Connolly) de (c) la lysoPC-DHA, et de (d) l’AceDoPC dans la même orientation que dans les 

figures 54a et 54b, en utilisant une échelle hydrophobe commune. Les zones hydrophobe et hydrophile 

sont représentées en marron et bleu, respectivement. Les surfaces vertes représentent une 

hydrophobicité intermédiaire. Les potentiels électrostatiques sont calculés avec l'option MOLCAD de 

SYBYL sur les surfaces Connolly de (e) la lysoPC-DHA, et de (f) l’AceDoPC dans la même 

orientation que dans la figure 54a et 54b, en utilisant une échelle commune électrostatique. Les zones 

positives et négatives sont représentées en rouge et bleu, respectivement. Les surfaces couleur cyan 

représentent des zones neutres. 
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I.8 Discussion  

Après avoir montré un passage préférentiel de la forme AceDoPC à travers le modèle in vitro 

de BHE, nous avons recherché si cette préférence pour l’AceDoPC était confirmée in vivo et 

avons donc étudié la biodisponibilité cérébrale du DHA apporté sous différentes formes chez 

le rat.  

Dans un premier temps, nous avons injecté, par voie intraveineuse, dans la queue de rats 

mâles Wistar de 20 jours du [
14

C]-DHA ou de l’[
14

C]-AceDoPC (1mM, 0,5 µCi, 

préalablement lié au plasma). Après injection des différentes formes d’apport de DHA, nos 

résultats montrent une diminution de la radioactivité dans les lipides totaux plasmatiques en 

fonction du temps suggérant que le DHA marqué se distribue aux différents tissus. Une 

augmentation de la captation par le cerveau du DHA estérifié dans l’AceDoPC ou du DHA 

non estérifié est observée au cours du temps. Nous montrons une captation cérébrale 

préférentielle pour la forme AceDoPC comparativement au DHA non estérifié.  La préférence 

pour l’AceDoPC est aussi observée comparativement au DHA estérifié dans une PC, en 

particulier aux temps courts. Cette captation préférentielle d’AceDoPC est spécifique au 

cerveau car elle n'est pas observée dans les autres organes étudiés (cœur, yeux, foie). Nos 

résultats confirment que l’AceDoPC, comme la lysoPC-DHA (Thiès et al., 1994), est 

préférentiellement captée par le cerveau de rat  comparativement au DHA non estérifié.  

Afin de savoir si le DHA est localisé dans des régions cérébrales spécifiques, nous avons 

réalisé l’imagerie du cerveau de rat par autoradiographie ex vivo 48 heures après injection 

d’AceDoPC marqué. Nous avons montré que la radioactivité est localisée principalement dans 

le bulbe rachidien, le cervelet, le cortex et l'hippocampe. Cette distribution présente un intérêt 

puisque le cortex cérébral et l’hippocampe sont importants dans des fonctions complexes dont 

la mémoire, la pensée et l’intelligence et le cervelet est également impliqué dans certaines 

fonctions cognitives telles que le langage et l’attention. Ceci est aussi en accord avec des 

études antérieures montrant que le DHA n’est pas réparti uniformément dans les régions 

cérébrales. Chez des rats de 21 jours, le cortex, le cervelet, l'hippocampe et le bulbe rachidien 

ont le taux de DHA le plus élevé dans le cerveau (Xiao et al., 2005). Sarda et al. (1991) ont 

montré que le [
14

C]-DHA est incorporé préférentiellement dans la matière grise du cerveau, et 

au sein de celle-ci, dans les régions cérébrales principalement liées à la perception sensorielle, 

notamment le cortex cérébral. 

Il est intéressant de souligner que l’AceDoPC est trouvée sous forme intacte dans le cerveau.  

Ceci suggère l’existence d’un système de reconnaissance de l’AceDoPC au niveau de la BHE 

pour son transfert au cerveau. Le papier récent de Nguyen et al. (2014) reporte le rôle 

important de Mfsd2a dans la captation du DHA. Mfsd2a est un transporteur de la BHE qui est 

constitutivement et exclusivement exprimé par les cellules endothéliales. Ces auteurs ont 

démontré, in vitro et in vivo chez des souris Mfsd2a-/-, que Mfsd2a transporte le DHA à 

travers la BHE seulement lorsqu’il est apporté sous forme lysoPC (mais pas sous forme non 

estérifiée). En utilisant une approche de modélisation moléculaire, nos résultats indiquent une 

distribution des potentiels électrostatiques et lipophiles à la surface de l’AceDoPC et de la 

lysoPC-DHA très similaires, qui pourrait expliquer la reconnaissance similaire entre les deux 

molécules. Nous pouvons émettre l’hypothèse que Mfsd2a puisse transporter le DHA estérifié 

dans l’AceDoPC comme la lysoPC-DHA. Il est aussi intéressant de remarquer que 

l’AceDoPC est hydrolysée, en partie, en lysoPC-DHA dans le plasma (résultats non montrés), 

favorisant ainsi la captation cérébrale du DHA. 
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Dans le cerveau, les classes lipidiques les plus marquées sont l’AceDoPC, les PC et les PE. 

Nous avons observé une augmentation de l'incorporation du DHA dans les PC et les PE alors 

que le marquage dans la fraction AceDoPC diminue, ce qui indique une hydrolyse de 

l’AceDoPC en  position sn-2 au cours du temps suivie par une ré-estérification du DHA dans 

les phospholipides (PC et PE). Une partie de la radioactivité liée aux PC et PE peut également 

provenir d’une captation des lysoPC-DHA plasmatiques qui seraient réacylées en PC, 

lesquelles seraient ensuite partiellement hydrolysées et le DHA ainsi libéré serait redistribué, 

notamment dans lesPE, comme cela a été précédemment montré (Thiès et al., 1992 ; 1994). 

Alors que le marquage dans les PC est similaire entre 24 h et 48 h après injection, celui des 

PE continue d’augmenter. Ceci est en accord avec un processus de transacylation entre les PC 

et les PE. Les PC et les PE sont les deux classes lipidiques les plus marquées dans le foie et le 

cœur. Dans le cœur, un marquage important est aussi observé dans la fraction lipides neutres 

+ AG libres après injection d’AceDoPC, ce qui pourrait supporter l’observation de 

l’importance du DHA non estérifié sur la physiopathologie du cœur (Xiao et al., 2005 ; Leaf 

et al.,1999 ; Mc Lennan et al.,1988 ; Swanson et al.,1989). La différence de la répartition des 

classes lipidiques entre le cerveau, le cœur et le foie peut s’expliquer par l’existence possible 

de voies métaboliques différentes pour l’AceDoPC. Le foie est connu par son rôle majeur 

dans la modification des acides gras et la synthèse des phospholipides non seulement pour ses 

propres membranes mais aussi pour l’exportation aux autres organes. Cette différence peut 

aussi s’expliquer par les propriétés spécifiques de la BHE dans la captation et le transfert de 

l’AceDoPC, ces propriétés étant différentes de  celle de l’endothélium périphérique. 

Après injection de DHA sous forme non estérifiée, le DHA est rapidement estérifié dans les 

PE et les PC dans tous les organes étudiés. Ces résultats sont en accord avec des études 

antérieures (Weylandt et al., 1996 ; Onuma et al.,1984) qui ont montré que le DHA 

s’incorpore majoritairement dans les PC et les PE du cerveau de rat alors que l’incorporation 

de l’acide arachidonique suit l’ordre PC˃PI˃PE. 

Finalement, nous avons étudié la liaison du DHA apporté sous forme de PC-DHA ou 

d’AceDoPC aux différentes protéines plasmatiques (lipoprotéines et albumine). Nous avons 

montré que la PC-DHA ainsi que l’AceDoPC sont liées principalement aux HDL et peu aux 

autres classes lipoprotéiques (VLDL et LDL). Il est intéressant de rappeler que Chen et al. 

(2008) ont montré que les récepteurs aux LDL présents à la surface des cellules endothéliales 

des capillaires cérébraux ne sont pas nécessaires à l’apport des AGPI dans le cerveau. 

D’autres auteurs ont suggéré que l’absence de récepteur des VLDL ne modifie pas la 

composition en DHA dans le cerveau (Rahman et al., 2010) et qu’un mécanisme de transport 

différent de celui des VLDL doit exister pour transporter les AGPI au cerveau. Par contre, les 

récepteurs des HDL ont été identifiés sur la surface des capillaires cérébraux (Srivastava, 

2003). Nos résultats montrent aussi que l’AceDoPC est liée à l’albumine comme cela avait été 

précédemment montré pour la lysoPC (Croset et al., 2000). 

En conclusion, notre étude montre que l’AceDoPC est un transporteur privilégié et 

spécifique de DHA au cerveau, par rapport à d'autres formes d’apport de DHA (DHA 

non estérifié et estérifié dans une PC). En considérant les rôles essentiels du DHA dans 

la croissance et les fonctions cérébrales, cette nouvelle approche de ciblage cérébral avec 

du DHA offre des perspectives prometteuses dans le dévéloppement de nouvelles 

stratégies préventives et thérapeutiques pour les maladies neurologiques. 

Le travail rapporté dans ce chapitre et dans le chapitre précèdent  a donné lieu à la rédaction 

d’un article soumis dans Molecular Neurobiology. 
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            Les maladies neurodégénératives et neuropsychiatriques comme la maladie 

d’Alzheimer, la maladie de Parkinson, la schizophrénie sont accompagnées d’une diminution 

des concentrations en DHA dans le cerveau des patients. Des recherches récentes soulignent 

l’importance du DHA dans la prévention et le  traitement  de ces maladies. Les  connaissances 

actuelles des mécanismes responsables de l’accumulation sélective d’acides gras 

polyinsaturés dans le cerveau sont partielles. Le DHA peut être synthétisé in situ à partir de 

son précurseur, l’ALA, ou capté préformé à partir de la circulation.  Cette synthèse in situ du 

DHA est limitée chez l’Homme. Un apport exogène en DHA est donc nécessaire notamment 

chez les patients ayant des troubles neurologiques. Le ciblage spécifique du DHA au cerveau 

offre donc des perspectives prometteuses dans le développement de nouvelles thérapies contre 

les maladies cérébrales. 

             Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés à la vectorisation du DHA au cerveau 

sous différentes formes : non estérifiée ou estérifiée dans des phospholipides. Dans un 

premier temps, nous avons synthétisé un phospholipide structuré nommé AceDoPC qui 

possède un groupement acétyle en position sn-1 et du DHA en position sn-2. L’AceDoPC est 

considérée comme étant la forme stabilisée de la 1-lyso,2-DHA,PC, une forme privilégiée de 

passage du DHA au cerveau in vivo et in vitro (Thiès et al., 1994 ; Bernoud et al., 1999). La 

molécule d’AceDoPC est marquée au 
14

C-DHA afin de suivre le métabolisme et la 

distribution de la molécule dans les modèles utilisés. Cette forme d’apport a été comparée à 

celle du DHA non estérifié ou du DHA estérifié en position sn-2 d’une PC (forme d’apport 

naturelle du DHA que nous trouvons dans l’alimentation). La PC-DHA marquée au 
14

C-DHA 

n’étant pas commercialisée, nous l’avons synthétisée. Nous avons étudié la biodisponibilité 

cérébrale du DHA apporté sous ces différentes formes : 1) Sur un modèle in vitro de BHE et 

2) Sur un modèle in vivo de rat normal, sans atteinte cognitive. Une étude clinique chez 

l’Homme est également en cours. La figure 55 résume l’ensemble des études réalisées. 

 

 

Figure 55: Récapitulatif des études. 
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Nos résultats ont révélé une spécificité du cerveau dans la captation préférentielle de 

l’AceDoPC par rapport aux autres formes d’apports puisque cette préférence pour l’AceDoPC 

n’est pas retrouvée dans les autres organes. Les résultats de nos études concernant le passage 

du DHA non estérifié et sous forme  estérifiée dans AceDoPC ou PC à travers la BHE 

reconstituée in vitro confirment bien la validité de ce modèle de co-culture. En effet, nous 

avons retrouvé in vitro aussi bien que in vivo un passage cérébral préférentiel du DHA sous 

forme estérifiée dans AceDoPC comparativement aux autres formes d’apport. Nos résultats 

sont donc en faveur d'une accrétion cérébrale de DHA privilégiée quand il est sous forme  

d'AceDoPC. L’avantage de l’AceDoPC sur la lysoPC-DHA est de maintenir le DHA dans la 

position sn-2 qui est la position physiologique, pour tous les acides gras polyinsaturés, dans 

les tissus.   

De nombreuses perspectives de recherche peuvent être envisagées suite à ce travail. L’étude 

des mécanismes de passage de l’AceDoPC à travers la monocouche endothéliale elle-même et 

de l’intervention d’éventuels récepteurs spécifiques (comme le récepteur Mfsd2a) pourrait 

être envisagée. Le rôle respectif des différentes cellules impliquées dans le métabolisme et le 

transport de l’AceDoPC pourrait être aussi précisé en utilisant le modèle in vitro de la BHE. 

Ceci pourrait être réalisé en modifiant différents paramètres du protocole utilisé : 

- afin d’analyser si des substances libérées dans le milieu inférieur durant la période de      

pré-incubation pourraient être responsables de la préférence observée pour l’AceDoPC, le 

milieu inférieur de pré-incubation pourrait être remplacé par du DMEM « frais » avant de 

débuter l’incubation des substrats marqués. 

- pour tester si le passage préférentiel de l’AceDoPC à travers la monocouche endothéliale 

nécessite la présence ou non de molécules éventuellement sécrétées par les cellules gliales, 

l’étude pourrait être réalisée avec des cellules endothéliales cultivées seules. Une 

caractérisation de la nature de transporteurs éventuels dans le milieu situé entre les cellules 

endothéliales et les cellules gliales qui pourraient posséder une affinité particulière pour 

l’AceDoPC pourrait être aussi envisagée.  

Des études supplémentaires sont aussi nécessaires pour mieux comprendre la formation de 

lysoPC-DHA dans les milieux après incubation des cellules endothéliales avec de 

l’AceDoPC. 

Dans le cadre de l’étude in vivo de captation cérébrale de DHA, la captation préférentielle du 

DHA estérifié sous forme d’AceDoPC ouvre plusieurs perspectives. Différents modes 

d’administration des substrats marqués peuvent être envisageables comme les injections 

intracérébrales ou les administrations par voie orale étant donné que la technique d’injection 

utilisée influence le métabolisme cérébral des acides gras. Il serait pertinent d’étudier les 

effets de l’AceDoPC sur des rats atteints des maladies neurodégénératives telles que les 

maladies de Parkinson et d’Alzheimer en comparaison avec des rats contrôles. L’étude de la 

captation cérébrale du DHA apporté sous forme d’AceDoPC pourrait être envisagée chez des 

rats jeunes et chez des rats âgés et de sexes différents afin d’étudier la variation ou pas du 

métabolisme du DHA en fonction de l’âge et du sexe.  

Chez l’Homme, l’étude de la biodisponibilité du DHA marqué au 
13

C ingéré sous trois formes 

lipidiques (TG-DHA, PC-DHA ou AceDoPC) est en cours afin de voir s’il existe une 

différence d’incorporation du DHA au niveau des membranes des globules rouges (index 

d’accrétion cérébrale du DHA) en fonction de la forme d’apport. Cette étude est une 

recherche biomédicale en double aveugle, randomisée, en cross-over (3 séquences) pour une 
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durée de 18 mois et réalisée chez 4 sujets sains de sexe masculin ayant un âge compris entre 

60 et 70 ans sans atteinte cognitive.  

Enfin, dans l’étude du transport de l’AceDoPC au cerveau, il est important d’étudier sa 

biodisponibilité intestinale. En effet l’intestin constitue, pour les molécules lipidiques, dans le 

cas d’une administration per os, la première barrière à franchir. Nous avons débuté cette étude 

en utilisant un modèle in vitro de barrière intestinale. Ce modèle est formé d’une culture de 

cellules entérocytaires Caco-2/TC7. Nous avons incubé les cellules pendant différents temps 

avec de l’AceDoPC marqué et avons observé une augmentation du pourcentage de 

radioactivité dans le milieu inférieur de la culture en fonction du temps d’incubation. Cette 

étude sera approfondie, notamment en analysant la distribution de la radioactivité dans les 

différentes classes lipidiques pour confirmer ainsi le passage de la molécule d’AceDoPC à 

travers la barrière entérocytaire, sous forme entière ou hydrolysée. Une étude in vivo est 

également en cours où la biodisponibilité intestinale de l’AceDoPC est étudiée selon une 

approche de dérivation lymphatique chez le rongeur, en collaboration avec l’ITERG (Institut 

des Corps Gras, expert dans le domaine de la biodisponibilité et du devenir métabolique des 

lipides). Ainsi nous serons en mesure, suite à l’étape de digestion gastro-intestinale, de 

déterminer i) quel est le taux de passage de l’AceDoPC, et notamment après sa métabolisation 

au niveau entérocytaire ii) quel est son devenir métabolique au sein des différentes fractions 

lipidiques de la lymphe. Ces données permettront ainsi de définir la biodisponibilité 

intestinale de l’AceDoPC et quelle(s) est (sont) sa (ses) forme(s) de présentation dans 

l’organisme suite à sa digestion et son passage entérocytaire. 
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Biodisponibilité chez l’Homme du DHA apporté sous forme 

de triacylglycérol (TG-DHA), phosphatidylcholine (PC-

DHA) et AceDoPC 

I.1 Introduction et objectifs de l’étude 

Une étude du métabolisme compartimental de l’AceDoPC marqué au carbone 13 (au niveau 

du DHA) chez l’Homme a démarré en avril 2014 pour une durée de 18 mois. Cette étude est 

réalisée en collaboration avec le Centre de Recherche en Nutrition Humaine Rhône-Alpes 

(CRNH). 

Dans le cadre du programme ANR « Neuroprotect » (2008-2011), l’étude pilote a été réalisée 

pour juger de la faisabilité du projet et de la possibilité de détecter le 
13

C-DHA directement 

dans le cerveau par imagerie de résonance magnétique nucléaire (IRM) du carbone 13 (voir 

Rappels bibliographiques, chapitre IV, partie I.3). 

L’objectif principal de cette étude est de comparer l’incorporation de DHA marqué au 

carbone 13 dans la membrane des globules rouges en fonction du temps et selon la forme 

d’ingestion (TG-DHA versus PC-DHA versus AceDoPC), l’accrétion du DHA dans les 

globules rouges étant considérée comme un index de l’accrétion au cerveau (Fleith et 

Clandinin, 2005).  

Les objectifs secondaires sont d’étudier l’incorporation de DHA marqué au carbone 13 dans 

les plaquettes et les lipides plasmatiques. 

Cette étude étant en cours, seul sera décrit le protocole expérimental réalisé. 

I.2 Protocole expérimental  

Cette étude clinique est une recherche biomédicale en double aveugle, randomisée, en cross 

over (3 séquences).  

L’étude est réalisée chez 4 sujets sains de sexe masculin ayant un âge compris entre 60 et 70 

ans sans atteinte cognitive, un indice de masse corporelle entre 20 et 30kg/m
2
, une glycémie à 

jeun inférieur à 7mmol/L, un cholestérol total inférieur ou égal à 7mmol/L, un taux de 

triglycérides inférieur à 1,7mmol/L et d’hémoglobine supérieur à 13g/dl. 

Pour chaque volontaire, il y a 13 visites dont : 

- 1 visite de sélection (V0) 

- 3 journées d’exploration (V1, V5 et V9) : journées pendant lesquelles un des 3 produits 

(50mg équivalent DHA) est ingéré par le volontaire. Ces journées d’explorations sont 

séparées de 120 jours de wash out. 
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Les visites V2, V3, V4, V6, V7, V8, V10, V11 et V12 sont consacrées au prélèvement du 

sang (36ml/prélèvement). Le volume sanguin prélevé réparti sur les mois correspond à 1/3 

d’un don du sang par séquence (6 jours), soit l’équivalent d’environ 2 dons de sang au total 

pendant l’étude. Une cinétique de prélèvements sanguins (T0, T1(1h), T3(3h) et T6(6h) 

heures puis J1(24h), J3(3jours) et J6(6jours)) est effectuée. Le même protocole est appliqué à 

4 mois puis 8 mois. 

Auparavant un test de toxicité anormale effectué chez la souris par le centre de recherche 

biologique et validé par la pharmacie de l’hôpital  a montré qu’il n’y avait aucun risque pour 

l’ingestion des trois formes de DHA. 

I.2.1 Synthèse de l’
13

C-AceDoPC  

La synthèse de l’AceDoPC marquée au carbone 13 se fait dans les mêmes conditions que la 

synthèse de l’AceDoPC marquée au carbone 14 (voir matériels et méthodes, I.1.1. Synthèse 

de 1-acétyl,2-[
14

C]docosahexaénoyl-glycérophosphocholine ou [
14

C]-AceDoPC). 

Nous réalisons d’abord une hydrolyse basique par LiOH de l’ester de DHA : U 
13

C-

docosahexaenoic acid methyl ester (qui nous a été gracieusement donné par le Dr Anthony 

Windust). Le DHA obtenu étant marqué au carbone 13 uniformément, il sera utilisé pour la 

synthèse de l’
13

C-AceDoPC. 

La synthèse de l’AceDoPC est réalisée suivant le schéma représenté dans la figure 56. La 

glycérophosphocholine (1) commerciale est acétylée enzymatiquement par Candida antartica 

en présence d’acétate de vinyle. La 1-acétyl-glycérophosphocholine (2) est purifiée par 

précipitation à l’éther puis acylée chimiquement par le 
13

C-DHA. La pureté de l’
13

C-

AceDoPC est vérifiée par chromatographie liquide à haute performance (HPLC) et par 

résonance magnétique nucléaire (RMN). La présence du DHA est analysée en 

chromatographie gazeuse (GC) et l’enrichissement est mesuré en 
13

C en GC/MS. 
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Figure 56: Schéma de synthèse de l’AceDoPC marquée au  
13

C. 

 

 

 

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2015ISAL0044/these.pdf 
© [M. Hachem], [2015], INSA Lyon, tous droits réservés



 

 

 - 161 - 

 

 

I.2.2 Productions et analyses structurales de triglycérides (TG)  et 

phosphatidylcholines (PC) à 
13

C-DHA 

Le schéma général de production des TG et des PC à 
13

C-DHA est représenté sur la figure 57. 

 

 

 

Figure 57: Production des TG et PC marqués au  
13

C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ou HPLC 

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2015ISAL0044/these.pdf 
© [M. Hachem], [2015], INSA Lyon, tous droits réservés



 

 

 - 162 - 

 

 

I.2.2.1 Culture de microalgues 

La culture des microalgues Crypthecodinium cohnii a été réalisée à plus grande échelle à 

Tours par Nestlé suivant notre protocole et a fourni la biomasse. Les microalgues proviennent 

de chez ATCC (American Type Culture Collection), la souche est ATCC-30772. Les produits 

utilisés pour le milieu de culture sont de qualité culture de cellules ou d'insectes et 

proviennent de Sigma ou de Riedel-deHaën. Les algues hétérotrophes ont été cultivées 

pendant plusieurs jours dans un milieu composé de sels et d’eau et à l’obscurité. Le milieu de 

démarrage de la culture contient du glucose, qui sert de source carbonique ensuite il est 

remplacé par l’acide acétique marqué au 
13

C. 

Pendant la culture des cellules, différents paramètres ont été mesurés: 

- la densité optique: l’absorbance mesurée étant proportionnelle à la croissance 

cellulaire (selon la loi de Beer- Lambert). 

- le glucose : dosé à l’aide d’un glucomètre, déduction de sa consommation par les 

microalgues. 

- la biomasse. 

Tous les jours, le pH et la température ont été contrôlés. Le pH optimal étant de 6,5 et la 

température optimale de 27°C. Après 20 jours de culture, la biomasse a été récupérée.  

  

I.2.2.2 Obtention des 
13

C-TG-DHA et 
13
C-PC-DHA  

Les lipides sont extraits à partir de la biomasse.  Après avoir obtenu l’extrait lipidique, les 

différentes classes de lipides  sont séparées par HPLC préparative sur une colonne (21 x 250 

mm) de silice (phase normale) de granulométrie 10µm avec un gradient d’élution composé de 

solvant A (hexane/2-propanol : 55/44) et de solvant B (hexane/2-propanol/eau : 60/120/20) 

avec un débit constant de 30mL/min.  

Dans le tableau 7, ci-dessous, sont consignées les conditions de gradient et les solvants 

utilisés. 

 Hexane – Isopropanol – H2O Temps 

Solvant A 55 / 44  / 0  0 à 5 min 

Solvant B 60 / 120  / 20 60 à 75 min 

Solvant A 55 / 44 / 0  75 à 90 min 

Tableau 7: Gradient d’élution utilisé en HPLC préparative pour la séparation des différentes 

classes de lipides. 

D’après le chromatogramme ci-dessous (figure 58), les lipides neutres non séparés sont élués 

avec le front du solvant (0 à 8 minutes) tandis que les phospholipides sont bien séparés            

(PC (70 à 95 minutes) et PE (25 à 40 minutes)).  

A chaque injection, la fraction des lipides neutres et la fraction des PC sont récupérées. La 

forme du pic de PC montre qu’il y a plusieurs espèces moléculaires de PC. 
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Figure 58: Purification par HPLC préparative sur phase normale des extraits lipidiques issus 

de microalgues. 

 

Les fractions récupérées de TG et PC sont débarrassées de tous les solvants et lyophilisées 

afin d’éliminer toutes traces d’eau. 

La qualité des composés synthétisés a été vérifiée par HPLC analytique, par RMN du proton, 

du carbone, et par chromatographie gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (GC-MS). 

 

I.2.2.3 Analyse structurale des 
13

C-TG-DHA et 
13
C-PC-DHA par chromatographie en phase 

gazeuse (GC) 

Analyse des 
13

C-PC  

Selon l’analyse GC, les PC renferment 14% de C14:0, 43% de C16:0, 5% de C18:0, 5% de 

C18 :1n-9 et 25% de C22:6n-3.  

Analyse des 
13

C-TG  

Selon l’analyse GC, les TG renferment environ 42% de C14:0, 31% de C16:0, 1% de C18:0, 

1% de C18 :1n-9 et 20% de C22:6n-3. 

Compte tenu des pourcentages, on a environ 3
/4 d’acides gras saturés et ¼ d’acides gras 

insaturés.   
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I.2.2.4 Analyse des 
13

C-TG-DHA et 
13

C-PC-DHA par résonance magnétique nucléaire  

L’analyse RMN des 
13

C-TG et 
13

C-PC a été réalisée par les expériences du Proton et du 
13

C 

sur un spectromètre RMN Bruker 400MHz. 

Environ 10mg de chaque échantillon ont été solubilisés dans 0,75ml de chloroforme deutérié 

(CDCl3).  

L’analyse des spectres proton et carbone 13 a conduit non pas à une simple identification 

structurale moléculaire mais à l’identification d’une famille compte tenu de la diversité des 

combinaisons d’acides gras présents sur la chaîne glycérol comme nous l’avons vu par GC. 

L’analyse des spectres proton et carbone a montré que l’échantillon de 
13

C-PC ainsi que celui 

du 
13

C-TG obtenus étaient très purs (résultats non montrés). 

 

I.2.3 Séparation des différents constituants sanguins à partir du sang  

Après ingestion d’une des molécules marquées au 
13

C, 36ml de sang sont prélevés dans des 

tubes ACD aux intervalles de temps : T0, T1, T3, T6, J1, J3 et J6. 

Les différents constituants du sang (globules rouges, plasma, plaquettes) sont séparés selon le 

protocole décrit dans la figure 59, puis conservés, après addition de BHT,  sous azote à -80°C 

jusqu’à analyse des lipides. 

Les tampons utilisés dans les séparations des différents constituants sanguins ont les 

compositions suivantes : 

- Tyrode HEPES : 140mM NaCl, 2,7mM KCl, 12mM NaHCO3, 0,41mM NaH2PO4, 

1mM MgCl2, 5mM HEPES, 5,5mM glucose, pH 7,35. 

- Tyrode HEPES/EDTA : 140mM NaCl, 2,7mM KCl, 12mM NaHCO3, 0,41mM 

NaH2PO4, 1mM MgCl2, 5mM HEPES, 5,5mM glucose, 1mM EDTA, pH 6,4. 
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Figure 59: Séparation des différents constituants sanguins.  

Le sang est centrifugé puis le plasma riche en plaquettes est acidifié afin d’éviter l’agrégation 

plaquettaire avant d’être rapidement centrifugé (Lagarde et al., 1980). Le dextran permet la 

décantation rapide des globules rouges alors que les globules blancs restent en suspension. Tous les 

constituants, une fois séparés, sont conservés à -80°C sous azote en présence de  BHT (20µM) afin 

de réduire les risques d’oxydation du DHA.  
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I.2.4 Analyse des différents constituants sanguins  

Les constituants sanguins (plasma pauvre en plaquettes, globules rouges, plaquettes) sont 

analysés afin de pouvoir mesurer l’enrichissement isotopique par chromatographie gazeuse 

couplée à la spectrométrie de masse isotopique.  

La figure 60 représente un récapitulatif de l’analyse des constituants sanguins. 

Dans un premier temps, les lipides totaux de ces constituants sont extraits selon la méthode de 

Bligh et Dyer (1959) en présence d’étalons internes et les différentes classes de lipides sont 

ensuite séparées par CCM.  

Les classes lipidiques isolées dans les constituants sanguins sont : 

- Phospholipides et esters de cholestérol dans le plasma. 

- Phosphatidylcholines et phosphatidyléthanolamines  dans les plaquettes. 

- Phosphatidylcholines, phosphatidyléthanolamines, Lysophosphatidylcholines et 

AceDoPC dans les globules rouges. 

Une transméthylation des acides gras constitutifs de chaque classe lipidique est réalisée selon 

la méthode de Morrison et Smith (1964).  

La chromatographie en phase gazeuse permet de déterminer le profil de composition en acide 

gras avec quantification du DHA. Le DHA méthylé est ensuite séparé des autres AG méthylés 

et récolté par HPLC semi-préparative (colonne silice C18). 

La dernière étape de l’analyse est  la mesure de l’enrichissement isotopique du 
13

C-DHA par 

spectrométrie de masse isotopique couplée à la chromatographie en phase gazeuse qui est 

réalisée au CRNH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2015ISAL0044/these.pdf 
© [M. Hachem], [2015], INSA Lyon, tous droits réservés



 

 

 - 167 - 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 60: Récapitulatif de l’analyse des constituants sanguins. 
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