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Résumé 

 

 De nombreuses études épidémiologiques font état des effets bénéfiques des acides gras polyinsaturés 

oméga-3 à longue chaîne (AGPI3-LC) vis-à-vis de l’athérosclérose et les incidents cardiovasculaires associés. 

Ces acides gras sont principalement représentés par l’acide eicosapentaénoïque (EPA) et l’acide 

docosahexaénoïque (DHA) et sont naturellement abondants dans les produits de la mer. Les effets athéro-

protecteurs des AGPI3-LC passeraient par une réduction de la triglycéridémie, une augmentation de la 

relaxation endothéliale, ainsi qu’une réduction de l’inflammation. Leur action spécifique au niveau vasculaire est 

suggérée, toutefois les travaux sur ce tissu restent très rares. En ce qui concerne les mécanismes d’action, même 

s’ils sont amplement étudiés, ils restent encore que partiellement compris du fait de la complexité d’action des 

AGPI3-LC au niveau cellulaire. En effet, les AGPI3-LC affectent directement ou indirectement de 

nombreuses protéines membranaires ou cytosoliques, y compris les facteurs de transcription, ce qui engendre la 

modulation de l’expression de nombreux gènes. La complexité s’accroît encore si l’on considère l’ensemble des 

métabolites oxygénés issus des AGPI3-LC. Parmi ceux-ci, les métabolites issus de la peroxydation lipidique 

sont susceptibles d’être produits en abondance au cours de l’athérogenèse mais leur bioactivité est quasiment 

inconnue. Globalement, même si les effets cardio-protecteurs des AGPI3-LC et les mécanismes d’action 

associés ont fait l’objet de nombreuses recherches, il reste des points majeurs à éclaircir tels que 1) 

l’identification des cibles cellulaires et moléculaires au niveau vasculaire ; 2) la bioactivité des métabolites 

peroxydés qui pourraient être des acteurs clés dans la prévention de l’athérosclérose. Dans ce contexte, les 

objectifs de ce travail de thèse ont été d’étudier l’impact du DHA au niveau vasculaire et d’évaluer la bioactivité 

de certains métabolites issus de la peroxydation lipidique du DHA. 

 Les travaux visant à étudier les propriétés athéro-protectrices du DHA ont jusqu’à présent été conduits 

exclusivement de façon ciblée ce qui ne permet pas d’obtenir une vision globale et intégrée de son spectre 

d’action. Ainsi, la nutrigénomique nous a paru être une approche pertinente et originale pour étudier, de façon 

ouverte et sans a priori, les effets du DHA au niveau vasculaire. Pour cela, une étude in vivo a été réalisée sur 

des souris athérosclérotiques LDLR
-/-

 recevant ou non une supplémentation en DHA (2% de l’apport énergétique 

journalier). Le rôle athéro-protecteur du DHA a été confirmé dans une étude précédente rapportant notamment 

une diminution de 35% de l’étendue des lésions au niveau aortique dans le groupe DHA. Au niveau protéique, 

nous avons mis en évidence une altération significative de l’expression de protéines intervenant principalement 

au niveau des métabolismes glucidique et lipidique mais aussi dans les défenses anti-oxydantes. Au niveau 

génique, la composante inflammatoire s’est avérée être une cible majeure du DHA au niveau vasculaire. Plus 

précisément, la supplémentation en DHA a réduit l’expression de gènes impliqués dans l’adhésion cellulaire, la 

chimiotaxie et la présentation de l’antigène. Par ailleurs, plusieurs gènes se sont avérés être des marqueurs 

phénotypiques des macrophages et l’analyse des régulateurs transcriptionnels montrait une implication probable 

de PPAR, IFN et NFB dans les modulations d’expression génique observées. L’ensemble de nos analyses 

suggèrent donc une orientation préférentielle des macrophages vers un phénotype réparateur de type M2 chez les 

souris recevant la supplémentation en DHA. Ceci a été conforté par une analyse immunohistochimique au niveau 

aortique qui a révélé une plus grande abondance d’arginase I, un marqueur spécifique des macrophages 

réparateurs de type M2.  

 Pour aller plus loin dans la compréhension des propriétés anti-inflammatoires du DHA, et pour répondre 

à notre second objectif, nous avons choisi une approche plus ciblée alliant une étude in vitro sur un modèle de 

macrophages humains et l’utilisation de métabolites peroxydés spécifiques du DHA : les neuroprostanes. Cette 

étude nous a permis de conforter notre hypothèse selon laquelle le DHA pourrait agir au moins en partie via ses 

métabolites peroxydés. En effet, l’exposition des macrophages à deux types de neuroprostanes (les 4-F4t et les 

14-A4-Neuroprostanes) a permis de réduire significativement l’expression et la sécrétion de plusieurs médiateurs 

pro-inflammatoires. Par ailleurs, des résultats préliminaires suggèrent que ces effets anti-inflammatoires des 

neuroprostanes seraient indépendants de PPARmais liés à une inhibition de la voie NFB.  

 En conclusion, l’étude in vivo et l’utilisation de la nutrigénomique nous ont permis d’explorer de façon 

ouverte et non biaisée l’impact du DHA au niveau vasculaire. Les résultats majeurs de cette partie de notre 

travail sont que le DHA : 1) active le métabolisme énergétique et les défenses anti-oxydantes ; 2) diminue l’état 

inflammatoire avec une implication probable du DHA dans l’orientation phénotypique des macrophages vers un 

phénotype réparateur de type M2. Les résultats obtenus in vitro sur macrophages primaires humains confirment 

quant à eux que les métabolites peroxydés du DHA contribuent à ses propriétés anti-inflammatoires. Les 

recherches futures viseront à étudier plus précisément l’impact du DHA et de ses métabolites sur l’orientation 

phénotypique des macrophages qui pourrait être un nouveau mécanisme d’action anti-athérogène du DHA.  

 

Mots clés : athérosclérose, AGPI3-LC, DHA, aorte, nutrigénomique, inflammation, peroxydation lipidique, 

neuroprostanes, macrophages. 
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Abstract 
 

 Numerous epidemiological studies have reported beneficial effects of long chain omega-3 

polyunsaturated fatty acids (LC-3PUFAs) on atherosclerosis and associated cardiovascular events. These fatty 

acids are mainly represented by eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA) and are naturally 

abundant in seafood. LC-3PUFAs exert their athero-protective action mainly by a reduction of triglyceridemia, 

increased endothelial relaxation, and reduced inflammation. Their specific action at the vascular level is 

suggested however, studies on this tissue remain scarce. Their mechanisms of action, even widely studied, are 

still only partially understood because of the complexity of action of LC-3PUFAs at the cellular level. Indeed, 

LC-3PUFAs directly or indirectly affect several membrane or cytosolic proteins, including transcription 

factors, which modulate numerous gene expression. The complexity is further increased when considering a 

wide range of oxygenated metabolites derived from LC-3PUFAs. Among them, the metabolites from lipid 

peroxidation may be produced in abundance during atherogenesis but their bioactivity is almost unknown. 

Although the cardiovascular protective effects of LC-3PUFAs and the associated mechanisms of action have 

been widely studied there are still major issues to be clarified, such as 1) the identification of cellular and 

molecular targets at the vascular level; 2) the bioactivity of peroxidized metabolites that could play a key role in 

the prevention of atherosclerosis. Therefore, the objective of this thesis was to study the impact of DHA at the 

vascular level and to evaluate the bioactivity of selected metabolites from DHA lipid peroxidation.  

 Studies on anti-atherogenic properties of DHA have so far been carried out only in a targeted manner 

that does not provide a comprehensive and integrated view of its spectrum of action. Thus, nutrigenomics 

appears to be a relevant and original approach to study, openly and without bias, the effects of DHA at the 

vascular level. For this, in vivo study was performed on LDLR
-/-

 atherosclerotic mice supplemented or not with 

DHA (2% of daily energy intake). The athero-protective effect of DHA has been confirmed in the previous study 

performed by our team reporting a 35% decrease of the atherosclerotic lesion in the DHA group. Aorta proteome 

study demonstrated a significant alteration of the expression of proteins involved mainly in the carbohydrate and 

lipid metabolism and also in antioxidant defenses. At the transcriptome level, the inflammatory component of 

atherosclerosis appears to be a major target of DHA at the vascular level. More precisely, DHA supplementation 

reduced the expression of genes involved in cell adhesion, chemotaxis and antigen presentation. In addition, 

several genes were found to be phenotypic markers of macrophages and analysis of transcriptional regulators 

showed a possible contribution of PPAR, IFN and NFB to the observed modulation of gene expression. So, 

our results suggest a preferential orientation of macrophages to a M2 type repair phenotype in mice receiving 

DHA supplementation. This was confirmed by immunohistochemical analysis at the aorta which revealed a 

greater abundance of arginase I, a specific marker of M2 type macrophages.  

 To go further in understanding the anti-inflammatory properties of DHA, and to meet our second 

objective, we chose a focused in vitro study of the action of specific DHA peroxidized metabolites: the 

neuroprostanes on a human macrophages. This study allowed us to confirm our hypothesis that DHA may act at 

least in part via its peroxidized metabolites. In fact, the macrophages exposition to two types of neuroprostanes 

(4-F4t and 14-A4-Neuroprostanes) has significantly reduced the expression and secretion of several pro-

inflammatory mediators. Preliminary results suggest that these anti-inflammatory effects are PPAR-independent 

but related to inhibition of NFB pathway. 

 In conclusion, in vivo study, and nutrigenomics approach, allowed us to explore the impact of DHA at 

the vascular level by an open and unbiased way. The major results are that DHA: 1) activates energy metabolism 

and antioxidant defenses; 2) reduces the inflammatory component of atherosclerosis with a possible involvement 

of DHA in the phenotypic direction of macrophages to a M2 type repair phenotype. The results obtained in vitro 

on primary human macrophages confirmed that DHA peroxidized metabolites contribute to its anti-inflammatory 

properties. Future research will aim to investigate more precisely the impact of DHA and its metabolites on the 

phenotypic direction of macrophages which could be a new mechanism of anti-atherogenic action of DHA. 

 

Key words: atherosclerosis, LC–3PUFAs, DHA, aorta, nutrigenomic, inflammation, lipid peroxidation, 

neuroprostanes, macrophages. 
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Avant-Propos 
 

 Les maladies chroniques sont de loin la première cause de mortalité au niveau mondial 

représentant près de 60% des décès à l’heure actuelle. En France, 15 millions de personnes 

souffrent d’une maladie chronique ce qui, outre les aspects sanitaires, a d’importantes 

répercussions personnelles et professionnelles. Les principales autorités de santé publique au 

niveau mondial s’accordent à dire que la nutrition peut jouer un rôle clé dans la prévention 

des maladies chroniques. En ce qui concerne l’athérosclérose et les maladies 

cardiovasculaires associées qui sont au centre de nos préoccupations, la nutrition lipidique a 

depuis longtemps été identifiée comme un levier d’action particulièrement pertinent. Dans ce 

domaine, les données de l’Agence nationale de sécurité sanitaire de l’alimentation, de 

l’environnement et du travail (ANSES) indiquent clairement que tant sur le plan quantitatif 

que qualitatif, les lipides peuvent largement influencer l’incidence des maladies 

cardiovasculaires (MCV). Ainsi, d’après l’ANSES, un apport en lipides totaux de 35 à 40% 

de l’apport énergétique est recommandé chez l’adulte. D’un point de vue qualitatif, l’apport 

des différentes familles d’acides gras, à savoir les acides gras saturés (AGS), les acides gras 

mono-insaturés (AGMI) et les acides gras polyinsaturés incluant les oméga-6 et oméga-3 

(AGPI6 et AGPI3) doit être équilibré pour contribuer au mieux à la prévention des MCV. 

Par exemple, il est admis qu’un apport énergétique supérieur à 12% en AGS est associé à un 

risque accru de développer une pathologie cardiovasculaire. Les AGMI sont quant à eux plus 

neutres vis-à-vis du risque de MCV mais les données épidémiologiques montrent néanmoins 

une corrélation inverse entre leur consommation et la mortalité cardiovasculaire. Enfin, en ce 

qui concerne les AGPI, la notion de rapport 6/3 est primordiale et devrait respecter une 

valeur aux alentours de 4/1 pour contribuer au mieux à la réduction du risque de MCV. Notre 

intérêt pour cette famille particulière d’acides gras s’est focalisé sur les AGPI3 à longue 

chaine (AGPI3-LC), l’acide eicosapentaénoïque (EPA) et l’acide docosahexaénoïque 

(DHA), qui sont naturellement abondants dans les produits de la mer et largement reconnus 

pour leurs propriétés athéro- et cardio-protectrices. Celles-ci ont été initialement attribuées 

aux propriétés hypotriglycéridémiantes des AGPI3-LC mais plus récemment il a été admis 

que les AGPI3-LC exercent aussi leur action athéro-protectrice au niveau local. Toutefois 

les travaux au niveau vasculaire restent relativement rares. D’un point de vue plus 

mécanistique, de grandes zones d’ombre persistent probablement en raison de la complexité 

d’action des AGPI3-LC. En effet, ces derniers ont de multiples cibles cellulaires 
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et moléculaires engendrant directement ou indirectement la modulation de nombreux gènes. 

Le niveau de complexité s’accroît encore si l’on considère l’ensemble des métabolites 

oxygénés potentiellement bioactifs générés via des voies enzymatiques ou non-enzymatiques. 

Jusqu’à présent, les études visant à élucider les mécanismes d’action athéro-protectrice des 

AGPI3-LC ont essentiellement utilisé des approches in vitro ciblées, difficilement 

extrapolables in vivo et fournissant une vision probablement très limitée de l’action cellulaire 

et moléculaire des AGPI3-LC. Au vue de cette limite, la nutrigénomique, consistant en 

l’étude de l’interaction entre les gènes et les nutriments, associée aux outils bioinformatiques, 

a été jugée comme une approche particulièrement pertinente et parfaitement originale pour 

identifier, sans a priori, les cibles moléculaires des AGPI3-LC au niveau vasculaire. Par 

ailleurs, la prise en compte de l’oxygénation non-enzymatique du DHA nous est apparue 

comme une évidence dans ce contexte d’étude associant un stress oxydant lié à 

l’athérosclérose et la prédisposition des AGPI3-LC, et plus particulièrement du DHA, à la 

peroxydation lipidique. Ceci nous a conduits à la mise en place d’une étude in vitro dans 

laquelle les effets des métabolites peroxydés spécifiques du DHA, à savoir les neuroprostanes, 

ont été testés.  

 

 La première partie de mon manuscrit consiste en une revue bibliographique qui est 

organisée en 5 chapitres. Le premier rappelle quelques notions sur les maladies 

cardiovasculaires et leur physiopathologie. Le second est focalisé sur le rôle des AGPI3-LC 

dans la prévention nutritionnelle des maladies cardiovasculaires et de l’athérosclérose, et est 

suivi par la description des effets et mécanismes athéro-protecteurs des AGPI3-LC. Enfin 

les deux derniers chapitres de l’introduction se sont concentrés spécifiquement sur le 

métabolisme oxygéné des AGPI3-LC et la bioactivité de leurs métabolites. La seconde 

partie de mon manuscrit présente les objectifs et la stratégie adoptée dans mon travail de thèse 

dont les résultats sont exposés sous forme de trois articles (1 accepté et 2 en préparation). La 

discussion générale est consacrée à l’interprétation des résultats obtenus et leur discussion par 

rapport aux connaissances actuelles. Enfin, les perspectives qui découlent de mon travail 

viennent clore ce manuscrit. 
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Revue Bibliographique 
 

I- Les maladies cardiovasculaires (MCV) 

 

 Les maladies cardiovasculaires (MCV) constituent un ensemble de troubles affectant 

le cœur et les vaisseaux sanguins. Les MCV comprennent les cardiopathies coronariennes 

(angine de poitrine, infarctus du myocarde), les maladies cérébro-vasculaires (accidents 

vasculaires cérébraux (AVC) ischémiques ou hémorragiques), les artériopathies périphériques 

(artérite des membres inférieurs), les cardiopathies rhumatismales, les malformations 

cardiaques congénitales et les thromboses veineuses et embolies pulmonaires (d’après l’OMS, 

organisation mondiale de la santé). La plupart de ces pathologies cardiovasculaires sont la 

traduction d’une pathologie chronique, l’athérosclérose, évoluant sur des décennies. 

L’athérosclérose se caractérise par un remaniement de l’intima par l’accumulation de lipides, 

d’éléments sanguins, de tissus fibreux et de dépôts calcaires. Cette pathologie évolutive 

aboutit au rétrécissement de la lumière artérielle par le développement d’une plaque 

d’athérosclérose. Selon sa taille, la plaque peut obstruer les vaisseaux et conduire à une 

ischémie chronique à l’origine de l’angine de poitrine ou de l’artérite. A un stade avancé de la 

pathologie, la plaque peut se compliquer et se rompre conduisant alors à des événements aigus 

comme l’infarctus du myocarde et les AVC.  

 

 I-1- Incidence des MCV 

 

 Les MCV représentent la principale cause de mortalité dans le monde avec 17,3 

millions de décès enregistrés en 2008, soit 30% de la mortalité totale toutes causes 

confondues (d’après l’OMS) (Figure 1). Avec respectivement 7,3 millions et 6,2 millions de 

décès enregistrés en 2008, l’infarctus du myocarde et les AVC sont les deux causes 

principales de mortalité par MCV (d’après l’OMS). Dans l’Union Européenne, les MCV sont 

également la première cause de mortalité avec 1,9 millions de décès par an soit 42% de la 

mortalité totale (d’après l’OMS, statistiques 2008). En France, entre 2008 et 2010, 27% des 

décès annuels (environ 150 000) étaient dus aux maladies de l’appareil circulatoire. Ces 

dernières représentent la deuxième cause de mortalité après les cancers (d’après le CépiDC, 

centre d’épidémiologie sur les causes médicales de décès). D’ici 2030, d’après l’OMS, 23,3 

millions de personnes devraient décéder de MCV et ces maladies devraient rester les 



 

 

 

 

 

 
 

Figure 1 : Proportion de décès par pathologies non transmissibles chez les 

personnes de moins de 70 ans en 2008 

(OMS, 2010, «Global status report on noncommunicable diseases») 
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premières causes de mortalité. Enfin, il faut souligner qu’en plus de leur coût humain, les 

pathologies cardiovasculaires ont également un impact important sur les coûts de santé 

publique. 

 

 I-2- Facteurs de risque des MCV 

 

 Les facteurs de risque des MCV ont été déterminés dans de nombreuses études 

épidémiologiques (ex. études Ni-Hon-San, Framingham, Seven Countries, MONICA) 

(Freund et al., 1993; Menotti et al., 1993; Robertson et al., 1977; Tunstall-Pedoe et al., 1999). 

Ces études ont permis de corréler plusieurs paramètres (dyslipidémies, hypertension artérielle, 

tabagisme, habitudes alimentaires, …) avec la survenue des MCV. Les facteurs de risque ont 

été classés en deux catégories principales : les facteurs de risque dits non modifiables (âge, 

sexe, antécédents familiaux) et les facteurs de risque dits modifiables ou comportementaux 

(tabagisme, consommation d’alcool, dyslipidémies, alimentation, inactivité physique …) 

(Figure 2).  

 

  I-2-1- Facteurs de risque non modifiables 

 

 Concernant les facteurs de risque non modifiables, il a été établi que le risque de 

développer une MCV est fortement influencé par l’âge et le sexe. En effet, la mortalité 

cardiovasculaire augmente avec l’âge de manière quasi exponentielle et les femmes (jusqu’à 

la ménopause) sont moins sensibles que les hommes à la survenue de pathologies 

cardiovasculaires (Baudin & Cohen 2009) (Berdah & Amah 2009). 

La transmission familiale de caractéristiques génétiques peut également contribuer à 

l’apparition de MCV. Des mutations dans les gènes codant pour : le récepteur aux 

lipoprotéines de faible densité (LDLR) ou l’apolipoprotéine E (ApoE) sont respectivement à 

l’origine de l’hypercholestérolémie familiale et de la dysbêtalipoprotéinémie (Brown & 

Goldstein 1976; Rall & Mahley 1992). Ces mutations entraînent des altérations fonctionnelles 

du LDLR ou de l’ApoE et conduisent à une moindre clairance des lipoprotéines de faible et 

très faible densité (LDL et VLDL) engendrant des concentrations plasmatiques élevées en 

LDL et VLDL pouvant provoquer des événements cardiovasculaires prématurés (Nabel 2003; 

Rader et al., 2003). Des troubles de la coagulation ou l’hypertension artérielle peuvent 

également être transmis génétiquement et conduire à la survenue de MCV (Nabel 2003; 

Ridker et al., 1995). 



 

 

 

 

Figure 2 : Facteurs de risque cardiovasculaire modifiables et non modifiables 

(OMS, 2004, «The atlas of heart disease and stroke»)  
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  I-2-2- Facteurs de risque modifiables 

 

 Les facteurs de risque modifiables incluent le tabagisme, l’hypercholestérolémie, 

l’hypertension artérielle, le diabète de type II, l’obésité, la sédentarité, les habitudes 

alimentaires, la consommation excessive d’alcool ou encore des facteurs psychologiques (ex. 

stress).  

L’importante étude cas-témoins INTERHEART réalisée sur environ 30 000 sujets répartis sur 

52 pays a rapporté que neuf facteurs de risque (dyslipidémie, tabagisme, hypertension, 

diabète, obésité, stress, consommation excessive d’alcool, consommation faible de fruits et 

légumes et faible activité physique) sont associés à la survenue de 90% des infarctus du 

myocarde (Yusuf et al., 2004) (Figure 3). 

Les études épidémiologiques Ni-Hon-San (Nipon-Honolulu-San Francisco, réalisée sur des 

Japonais vivant au Japon, à Honolulu ou à San Francisco), Framingham (conduite sur des 

sujets vivant dans cette ville Américaine) et MONICA (multinational MONItoring of trends 

determinants in CArdiovascular disease, étude réalisée par l’OMS sur des sujets répartis dans 

21 pays à travers le monde) ont été utilisées pour mettre en évidence les facteurs de risque des 

MCV et ont établi diverses corrélations. L’étude Ni-Hon-Son a rapporté une association entre 

l’augmentation de la cholestérolémie attribuée à une modification du comportement 

alimentaire et l’incidence de l’infarctus du myocarde (Robertson et al., 1977). L’étude 

Framingham a établi une corrélation entre le risque de survenue d’une MCV et l’hypertension 

artérielle, la dyslipidémie (élévation du cholestérol total et du LDL-cholestérol et diminution 

du HDL(lipoprotéine de haute densité)-cholestérol) et le tabagisme (Freund et al., 1993). 

Enfin, l’étude MONICA a estimé que l’indice de masse corporelle (IMC), le tabagisme, la 

pression artérielle ou encore la cholestérolémie pourraient contribuer à 40% pour les hommes 

et 15% pour les femmes à l’incidence des maladies coronariennes (Kuulasmaa et al., 2000). 

Concernant le tabagisme, il a été rapporté que fumer plus de 20 cigarettes par jour 

augmenterait de 70 à 80% le risque de développer une pathologie coronarienne par rapport 

aux non-fumeurs (Keil 2000). Dans ces études, l’hypertension artérielle et la dyslipidémie 

apparaissent également comme des facteurs de risque importants, et ces deux paramètres sont 

souvent associés. Une méta-analyse a rapporté qu’entre 40 et 69 ans, une augmentation de la 

pression systolique de 20 mmHg double le risque de troubles cardiovasculaires aussi bien 

chez l’homme que chez la femme (Lewington et al., 2002). Les taux de LDL et HDL 

plasmatiques constituent de bons critères de prédiction des MCV. Ainsi, des concentrations 

faibles en LDL (<130 mg/dL) et élevées en HDL (>40 mg/dL) sont associées à un moindre 



 

 
 

 

Figure 3 : Relation entre facteur de risque et infarctus du myocarde chez 

l’homme et la femme après ajustement selon l’âge, le sexe et la région 

géographique 

(Yusuf et al., 2004) 

 

PAR = population attributable risk 

IC = intervalle de confiance 
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risque de MCV (Keil 2000). De plus, l’hypertriglycéridémie (>200 mg/dL) est également un 

facteur de risque reconnu des MCV.  

Le diabète de type II est également un facteur de risque important des MCV. Une méta-

analyse a rapporté que le taux d’accidents coronariens fatals est supérieur chez des personnes 

souffrant de diabète de type II (5,4%) par rapport à des patients n’en souffrant pas (1,6%) 

(Huxley et al., 2006). Enfin l’obésité et la surcharge pondérale, dues principalement à de 

mauvaises habitudes alimentaires et à un mode de vie sédentaire, en association avec le 

diabète, l’hypertension et l’hyperlipidémie représente un ensemble de facteur de risque 

important des MCV (Musaad & Haynes 2007). L’OMS estime qu’en 2015, environ 2,3 

milliards de personnes seront en surpoids dans le monde et 700 millions seront obèses ce qui 

contribue largement aux perspectives alarmantes relatives à l’incidence des MCV évoquées 

plus haut.  

Récemment de nouveaux facteurs de risque ont été mis en évidence, il s’agit de marqueurs 

inflammatoires, pro-thrombotiques ou certains métabolites (homocystéine) (d’après l’OMS). 

 

Il est intéressant de noter que les facteurs de risque comportementaux sont responsables 

d’environ 80% des maladies coronariennes et cérébraux vasculaires (d’après l’OMS) ce qui 

souligne toute la pertinence d’une approche de prévention en complément des approches 

curatives classiques. Dans ce domaine, la nutrition et plus particulièrement la nutrition 

lipidique représentent un levier d’action particulièrement intéressant.  

 

 I-3- Physiopathologie de l’athérosclérose 

 

 Comme rapporté précédemment, l’athérosclérose est la composante principale des 

MCV. Cette pathologie se développe dans les artères de gros et moyen calibre (aorte, artères 

carotidiennes, coronaires, iliaques et fémorales) et évolue de manière progressive sur 

plusieurs décennies. La paroi artérielle est organisée en trois tuniques, de la lumière vasculaire 

vers l’extérieur : l’intima, la media et l’adventice (Figure 4). C’est au niveau de l’intima, 

tunique constituée d’une monocouche de cellules endothéliales, que se développe plus 

précisément l’athérosclérose. La média et l’adventice sont, respectivement, essentiellement 

formées de cellules musculaires lisses (CML) et de tissus conjonctifs entrecoupés de 

fibroblastes et CML. Le processus d’athérogénèse, est décrit comme la succession de trois 

stades lésionnels qui évoluent de la strie lipidique vers la lésion fibro-lipidique (plaque 

fibreuse) jusqu’à la lésion compliquée. Il est important de noter que les cellules 



 

 
 

 

Figure 4 : Structure de la paroi artérielle 

(Lusis 2000) 

 

La paroi artérielle est formée de 3 couches ou tuniques morphologiquement 

distinctes. L’intima, tunique la plus interne, est délimitée par une monocouche 

de cellules endothéliales situées près de la face luminale et de fibres élastiques 

(lamina interne) à la face périphérique. L’intima est une matrice extracellulaire 

de tissu conjonctif composée de collagène et protéoglycane. La media, tunique 

moyenne, est composée de CML. L’adventice, tunique la plus externe, est 

composée de tissus conjonctifs entrecoupés de CML et fibroblastes. 
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inflammatoires et plus particulièrement les macrophages interviennent à chacune de ces 

étapes et jouent un rôle clé dans l’ensemble de ce processus (Lusis 2000). 

 

  I-3-1- Initiation de l’athérosclérose : formation de la strie lipidique 

 

 L’accumulation de LDL dans l’espace sous-endothélial de la paroi artérielle constitue 

l’événement initiateur du processus d’athérogénèse. L’accumulation de ces lipoprotéines peut 

résulter d’une augmentation de la perméabilité endothéliale due à une modulation des facteurs 

hémodynamiques (forces de cisaillement par exemple) ou d’une concentration plasmatique en 

LDL élevée. Les LDL circulantes ont la capacité de diffuser entre les cellules endothéliales, 

de manière passive par transcytose. Leur rétention dans l’intima se fait par interaction entre 

l’apolipoprotéine B100 (ApoB100) présente à leur surface et les protéoglycanes de la matrice 

extracellulaire. Une fois piégées dans l’intima, les LDL s’accumulent dans l’espace sous-

endothélial où elles vont subir des modifications oxydatives sous l’action des espèces 

oxygénées réactives (reactive oxygen species ou ROS) produits en abondance par les divers 

types cellulaires constitutifs du tissu vasculaire. L’accumulation de particules LDL oxydées 

(LDLox) dans l’espace sous-endothélial va par la suite déclencher une réponse inflammatoire 

de l’endothélium. En effet, les LDLox vont favoriser le recrutement et l’infiltration des 

monocytes circulants au sein de l’intima en induisant l’activation de l’endothélium. Cette 

dernière se caractérise notamment par l’expression de molécules d’adhésion telles que 

VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1), ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1), 

P-sélectine, E-sélectine et fibronectine à la surface des cellules endothéliales (Hulsmans & 

Holvoet 2010; Lusis 2000). Ces molécules d’adhésion vont permettre l’adhésion et le 

recrutement des monocytes à l’endothélium via leur liaison aux ligands de la famille des 

intégrines (VLA-4, very late antigen 4, intégrine -2) présents à la surface des leucocytes. Le 

recrutement des monocytes implique également la production de facteurs chimiotactiques tels 

que MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1), IL-8 (interleukine-8), CCL-5 (chemokine (C-C 

motif) ligand 5) par les cellules endothéliales et les macrophages ainsi que l’expression des 

récepteurs à ces chimiokines par les monocytes (CCR2 (C-C chemokine receptor type 2), 

CXCR1 (CXC chemokine receptor type 1) et CCR5 (C-C chemokine receptor type 5), 

respectivement) (Swirski & Nahrendorf 2013). Les monocytes ainsi recrutés vont pénétrer 

dans l’espace sous-endothélial par un phénomène de diapédèse où ils vont se différencier en 

macrophages sous l’influence du facteur hématopoïétique de différentiation et de 

prolifération, le M-CSF (macrophage colony-stimulating factor). Les macrophages vont alors 
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internaliser, par l’intermédiaire de leurs récepteurs scavengers (« éboueurs »), les particules 

LDLox formant ainsi les cellules spumeuses. Deux types de récepteurs scavengers, SR-A 

(scavenger receptor A) et CD36 (cluster of differentiation 36) sont principalement impliqués 

dans la captation et l’internalisation des LDLox. L’expression de ces récepteurs scavengers 

est régulée par le facteur de transcription PPAR (peroxisome proliferator-activated receptor-

) et par les cytokines telles que TNF(tumor necrosis factor-)et IFN (interferon-). Les 

cellules spumeuses ainsi formées vont s’accumuler et contribuer à la formation des stries 

lipidiques caractéristiques de la plaque au stade précoce du développement (Lusis 2000). Les 

LDLox peuvent également inhiber la production d’oxyde nitrique, un médiateur chimique aux 

propriétés anti-athérogènes et notamment vasorelaxantes. Cette inhibition est également 

caractéristique de l’activation endothéliale (Lusis 2000). 

 

  I-3-2- Progression de l’athérosclérose : formation de la lésion fibro-lipidique 

 

 Au cours du processus d’athérogenèse, les macrophages et les lymphocytes activés par 

les LDLox et infiltrant la lésion d’athérosclérose, entretiennent une réaction inflammatoire 

chronique (Figure 5). En effet, ils sécrètent de nombreuses cytokines pro-inflammatoires 

(TNF, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IFNetc.ainsi que des facteurs de croissance comme le 

PDGF (platelet-derived growth factor) (Tedgui & Mallat 2006). La sécrétion de ces molécules 

amplifie l’effet des LDLox et entretient le processus inflammatoire pro-athérogène en 

favorisant l’expression des chimiokines et des molécules d’adhésion dans les cellules 

endothéliales. De plus, l’activation des macrophages et lymphocytes accélère la génération de 

ROS. En effet, les macrophages activés expriment des enzymes telles que les 

myéloperoxidases et la NADPH (nicotinamide adénine dinucléotide phosphate hydrogène) 

oxydase qui vont générer des ROS (anion superoxyde, peroxyde d’hydrogène, acide 

hypochloreux) entretenant ainsi le stress oxydant impliqué dans le développement de 

l’athérosclérose (Hulsmans & Holvoet 2010). Les cytokines pro-inflammatoires et facteurs de 

croissance sont également à l’origine de la migration des CML de la média vers l’intima 

(Dzau et al., 2002). Les CML ayant migré peuvent exprimer à leur surface des récepteurs tels 

que LDLR, CD36 ou LOX-1 (lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor-1) qui vont 

reconnaître et internaliser les LDLox de la même façon que les macrophages (Silverstein 

2009; Sun & Chen 2011). Les CML vont alors se transformer en cellules spumeuses et 

contribuer à l’avancement de la plaque d’athérome en s’associant avec les cellules spumeuses 

formées par les macrophages. L’infiltration de lipides, essentiellement cholestérol et ses 



 

 
 

 

Figure 5 : Processus inflammatoire impliqué dans le développement de 

l’athérosclérose 

(Lusis 2000) 

 

Les LDLox stimulent les cellules endothéliales qui vont produire des molécules 

d’adhésion, des protéines chimiotactiques telles que MCP-1, et des facteurs de 

croissance comme le M-CSF conduisant à un recrutement des monocytes au 

niveau de la paroi artérielle. Les LDLox ont aussi la capacité d’inhiber la 

production d’un vasodilatateur, l’oxyde nitrique (NO) et l’expression d’ELAMs. 

Les molécules d’adhésion importantes pour le recrutement des monocytes sont 

ICAM-1, P-sélectine, E-sélectine et VCAM-1. Les molécules à la surface des 

monocytes leur permettant d’adhérer sont l’intégrine-2, VLA-4 et PCAM-1 

(platelet cell adhesion molecule).  
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esters, l’accumulation de cellules spumeuses et la prolifération des CML conduit à l’évolution 

de la strie lipidique vers la lésion fibro-lipidique ou plaque fibreuse. Celle-ci est formée d’un 

core lipidique qui évoluera en core nécrotique, conséquence de l’apoptose des cellules 

spumeuses. Le core lipidique est entouré d’une chape fibreuse formée via la synthèse de 

composants de la matrice extracellulaire (collagène, fibronectine, protéoglycane …) par les 

CML (Lusis 2000).  

 

  I-3-3- Evolution de la plaque d’athérosclérose vers une lésion compliquée  

 
 Progressivement, la plaque fibro-lipidique peut conduire à la formation d’une plaque 

compliquée dite vulnérable. La rupture de la chape fibreuse ou l’érosion de la plaque 

conduisent à des phénomènes tels que l’hémorragie intraplaque (augmentation soudaine du 

volume de la plaque) et la thrombose (mise en contact du matériel de la plaque avec le sang 

circulant). Ceci va conduire à l’obstruction totale ou partielle des vaisseaux provoquant 

l’accident cardiovasculaire (Virmani et al., 1999). Là encore, l’inflammation va jouer un rôle 

important dans la vulnérabilité de la plaque. En effet, la production de cytokines IL-1 et 

TNF par les macrophages induit l’expression d’enzymes, les métalloprotéinases (MMPs) 

capables de dégrader le collagène et les autres constituants de la matrice extracellulaire. De 

plus, la synthèse d’IFN par les cellules T inhibe la production de collagènes et donc la 

production de matrice extracellulaire par les CML. Enfin, les propriétés anti-thrombotiques 

des cellules endothéliales sont également altérées par les cytokines IL-1 ou TNF qui 

modifient l’activité coagulante et les propriétés fibrinolytiques des cellules endothéliales. 

D’autres facteurs comme une poussée hypertensive ou un effort important peuvent également 

favoriser la rupture de la plaque. La stabilité de la plaque peut également être influencée par la 

calcification et la néo-vascularisation, deux caractéristiques communes aux lésions avancées 

(Lusis 2000) (Figure 6). 

 

  I-3-4- Importance des macrophages dans la physiopathologie de 

l’athérosclérose 

 

 L’athérosclérose est donc le résultat d’une réaction inflammatoire mal contrôlée où les 

macrophages jouent un rôle primordial. En outre, ce sont les leucocytes les plus abondants 

quel que soit le stade des lésions (Hansson & Libby 2006). L’intérêt scientifique accordé aux 



 

 
 

 

Figure 6 : Formation de la lésion compliquée et thrombose 

(Lusis 2000) 

 

La plaque vulnérable possède une chape fibreuse amincie résultant de la 

dégradation de la matrice par diverses protéinases (collagénases, gélatinases, 

stromolysines et cathepsines) et de l’inhibition de la sécrétion de matrice. Parmi 

les facteurs qui déstabilisent la plaque et induisent la thrombose, certains 

peuvent avoir des effets systémiques (induction de protéines de la phase 

d’infection aiguë) et d’autres des effets locaux (induction de l’expression du 

facteur tissulaire et réduction de l’activateur du plasminogène (PA). La 

calcification des lésions est un processus régulé qui implique la sécrétion dans 

l’intima, par des cellules « pericytes-like », d’une matrice pour la déposition du 

phosphate de calcium. La formation du thrombus consiste en la mise en contact 

du matériel de la plaque avec le sang circulant. 
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macrophages et à leur contribution au cours de l’athérogenèse a donc toujours été 

légitimement important. Il s’est néanmoins encore accru ces dernières années depuis la mise 

en évidence d’une grande hétérogénéité et plasticité des macrophages leur permettant 

d’adapter leur phénotype à leur microenvironnement. Deux phénotypes extrêmes sont 

habituellement décrits dans la littérature : les macrophages dits « classiques » ou M1 qui sont 

induits par les cytokines de type Th1 (lymphocyte T helper 1), telles que IFN, IL-1 ou le 

LPS (lipopolysaccharide bactérien) et les macrophages « alternatifs » ou M2 induits par des 

cytokines Th2 (lymphocyte T helper 2), telles que l’IL-4 et l’IL-13 (Gordon 2003). Les 

macrophages de type M1 produisent des ROS, des cytokines pro-inflammatoires (IL-1, 

TNF, IL-6), sont impliqués dans la prolifération des CML et jouent un rôle de vasodilatateur 

leur conférant ainsi un rôle pro-athérogène. Au contraire les macrophages M2 expriment des 

récepteurs scavengers, des récepteurs de type mannose, l’arginase 1. Bien que leur rôle dans 

l’athérosclérose ne soit pas clairement défini, il semblerait qu’ils exercent un effet anti-

athérogène du fait de leur capacité à résoudre la réponse inflammatoire de type Th1. Ces deux 

types de macrophages et probablement des phénotypes intermédiaires sont retrouvés au sein 

des lésions d’athérosclérose (Bouhlel et al., 2007; Gui et al., 2012). Plus précisément, 

l’équipe de Caligiuri a récemment montré que les lésions précoces de souris ApoE
-/-

 sont 

préférentiellement infiltrées par les macrophages M2 alors que les macrophages M1 sont 

principalement retrouvés dans les lésions avancées. La progression de la lésion semble ainsi 

corréler avec une prédominance de macrophages M1 par rapport aux M2 suggérant un 

« switch » phénotypique en défaveur des macrophages M2 lors de la progression de la lésion 

d’athérome (Khallou-Laschet et al., 2010). Ces notions de plasticité macrophagique et de 

switch phénotypique offrent de nouvelles pistes de recherche dans le domaine de la 

prévention de l’athérosclérose (Figure 7).  



 

 
 

 
 

Figure 7 : Polarisation des macrophages et implication dans le développement 

de l’athérosclérose 

(Pello et al., 2011) 
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Malgré l’identification de la plupart des facteurs de risque et la très bonne connaissance de 

la physiopathologie, l’athérosclérose et les MCV associées restent la première cause de 

mortalité au niveau mondiale. La durée de mise en place de la pathologie et la mise en 

évidence de la contribution prépondérante des facteurs de risque modifiables dans l’incidence 

des MCV sont deux arguments forts justifiant la promotion d’approches préventives. Dans ce 

domaine, la nutrition et la nutrition lipidique représentent d’intéressants leviers d’action 

comme ceci sera abordé dans le chapitre suivant. Enfin, parmi toutes les cibles possibles, la 

modulation de la polarisation des macrophages pourrait être une piste de recherche 

particulièrement pertinente dans laquelle l’impact de la nutrition reste quasiment inexploré.  
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II- Effets cardio- et athéro-protecteurs des acides gras polyinsaturés oméga-

3 à longue chaîne (AGPI3-LC) 

 

 II-1- Rappel sur les AGPI3 

 

 Les acides gras sont regroupés par familles distinctes selon le nombre de carbone qui 

les compose et la présence ou non d’insaturations dans leur chaîne hydrocarbonée. On 

retrouve ainsi les acides gras saturés (AGS) qui ne présentent aucune double liaison. Les plus 

fréquemment rencontrés sont l’acide palmitique (C16) et l’acide stéarique (C18). Ensuite, la 

présence d’une seule double liaison au niveau de la chaîne carbonée fait qualifier l’acide gras 

de mono-insaturé (AGMI), c’est le cas notamment de l’acide oléique (C18:1 oméga-9). Enfin, 

à partir de deux doubles liaisons, on parle d’acides gras polyinsaturés (AGPI). Cette dernière 

famille est divisée en deux sous-familles : la famille des oméga-6 et la famille des oméga-3, 

qui se distinguent par la position de la première double liaison portée respectivement par le 

sixième (n-6 ou 6) ou le troisième carbone (n-3 ou 3) à partir de l’extrémité méthyle 

terminale. Les AGPI6 et 3 (C20 et C22) dérivent de deux précurseurs indispensables, 

respectivement, l’acide linoléique et l’acide -linolénique (Figure 8). Les AGPI peuvent être 

désignés par leur nom commun ou par une nomenclature indiquant le nombre d’atomes de 

carbone présents dans la chaîne suivi du nombre de doubles liaisons et de la position de la 

première double liaison à partir de l’extrémité méthyle (Figure 9). Le plus simple des 

membres de la famille des AGPI3, l’acide -linolénique noté 18:33, est formé de 18 

atomes de carbone et 3 doubles liaisons. Il est synthétisé dans les végétaux à partir de l’acide 

linoléique (18:26) via une réaction de désaturation catalysée par la delta-15-désaturase qui 

permet l’insertion d’une double liaison. L’acide -linolénique est qualifié d’« essentiel » car, 

l’organisme humain ne possédant pas l’enzyme delta-15-désaturase nécessaire à sa synthèse, 

il  doit obligatoirement être apporté par l’alimentation. Par contre, les plantes étant capables 

de synthétiser cet acide gras, les tissus végétaux et huiles végétales sont de bonnes sources 

d’apport. L’acide -linolénique est ainsi retrouvé en quantité notable dans les graines et huiles 

de colza, de sauge, de lin, de chanvre, de soja et dans les noix (Calder 2004).  

Bien que les mammifères ne puissent synthétiser l’acide -linolénique, ils peuvent le 

métaboliser via une succession de réactions de désaturation et d’élongation, se déroulant 

principalement dans le foie au niveau du réticulum endoplasmique. L’étape de désaturation 

consiste en l’insertion d’une double liaison entre deux atomes de carbone alors que l’étape 



 

 
 

 
 

Figure 8 : Schéma représentant les différentes familles d’acides gras et leurs 

principaux membres  

 

 

 

 

Figure 9 : Nomenclature des AGPI : exemple du DHA
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d’élongation permet l’ajout de deux atomes de carbone à l’extrémité carboxyle de l’acide gras 

(Massaro et al., 2008). L’acide -linolénique va ainsi servir de précurseur métabolique aux 

dérivés à longue chaîne, ayant une longueur strictement supérieure à 18 atomes de carbone. 

La conversion de l’acide -linolénique en AGPI à longue chaîne fait intervenir des enzymes 

de deux types : des désaturases (la delta-6-désaturase et la delta-5-désaturase) et des élongases 

(élongase-2 et -5). L’acide -linolénique va ainsi être converti par la delta-6-désaturase en 

acide stéaridonique (18:43) qui sera lui-même converti en acide eicosatétraénoïque (20:43) 

par l’élongase-5. L’acide eicosatétraénoïque sera par la suite désaturé par la delta-5-

désaturase pour produire l’acide eicosapentaénoïque (EPA, 20:53) qui va pouvoir servir de 

précurseur à l’acide docosahexaénoïque (DHA, 22:63). Cette voie de conversion de l’EPA 

en DHA implique l’ajout de deux atomes de carbone à l’EPA pour former l’acide 

docosapentaénoïque (DPA, 22:53) auquel sont rajoutés deux atomes de carbones 

supplémentaires pour produire l’acide tétracosapentaénoïque (24:53), réactions réalisées par 

l’élongase-2. Ce dernier va ensuite être désaturé par la delta-6-désaturase pour former l’acide 

tétracoshexaénoïque (24:63) qui via sa -oxydation partielle va former le DHA. Cette étape 

finale dans la synthèse du DHA se déroule au niveau des peroxysomes (Alessandri et al., 

2009). Le DHA ainsi formé pourra, par la suite, être rétro-converti en EPA via un cycle de -

oxydation mitochondriale ou peroxysomale (Figure 10). La rétro-conversion du DHA en 

EPA nécessite la réduction d’une double liaison avant d’entrer dans le cycle de -oxydation 

(Jump et al., 2012). Il est important de noter que plusieurs études de supplémentation en acide 

-linolénique ont rapporté une conversion relativement limitée en EPA et DHA chez 

l’homme. Seulement 5% de l’acide -linolénique serait converti en EPA et moins de 0,5% 

serait utilisé pour produire du DHA (Plourde & Cunnane 2007). Le taux de conversion en 

EPA et DHA étant faible chez l’homme, il apparaît nécessaire d’apporter les AGPI3-LC par 

le biais de l’alimentation. Ceux-ci sont retrouvés en quantité significative dans le poisson et 

notamment dans les poissons à chair grasse (Calder 2004) (Figure 11). Comme rapporté plus 

haut, le DHA peut être rétro-converti en EPA via un cycle de -oxydation. Cependant ce 

processus est complexe et fait intervenir une succession de réactions d’oxydation, de 

réduction et d’isomérisation. Le DHA ne constitue donc pas un bon substrat pour la voie de la 

-oxydation peroxysomale et seulement 0,5 à 4% du DHA serait -oxydé contre 60% de 

l’acide -linolénique (Plourde & Cunnane 2007). Ainsi, le DHA, et également l’EPA, formés 

ou apportés par l’alimentation vont préférentiellement être estérifiés dans les phospholipides 



 

 
 

Figure 10 : Voie de conversion de l’acide -linolénique en ses dérivés à longue 

chaîne  

(d’après Jump et al., 2012) 

 

 
 

Figure 11 : Teneurs en EPA et DHA dans les produits de la mer et autres 

aliments 

(Massaro et al., 2008) 
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membranaires plutôt que d’être -oxydés (Sprecher 2000). Ces acides gras sont généralement 

incorporés en position sn-2 des phospholipides membranaires et le DHA est l’AGPI3-LC 

retrouvé en plus grande quantité dans les tissus incluant le muscle cardiaque et les cellules 

endothéliales vasculaires (Jump et al., 2012).  

 

 II-2- Effets cardio- et athéro-protecteurs des AGPI3-LC : études épidémiologiques 

 

 Au cours des trois dernières décennies, un grand nombre de données épidémiologiques 

a mis en évidence les bénéfices de la consommation des produits de la mer sur la santé 

cardiovasculaire. Historiquement, les premières observations ont été faites chez les 

populations Inuits d’Alaska, du nord du Canada et du Groenland présentant un faible taux de 

mortalité par maladies cardiovasculaires malgré une consommation élevée de matières 

grasses. Cette faible incidence a été associée à une consommation importante et régulière de 

poissons gras et mammifères marins (Bang et al., 1980) qui sont naturellement riches en 

AGPI3-LC tels que l’EPA et le DHA. Ces acides gras ainsi consommés à dose très élevée 

(5-15 g par jour) ont finalement été suggérés comme étant les nutriments cardio-protecteurs. 

Par la suite, des observations similaires ont été faites chez les populations Japonaises (Yano et 

al., 1988) et Chinoises (Yuan et al., 2001) consommant elles aussi de grandes quantités de 

poisson. Depuis, de nombreuses études épidémiologiques d’observation et d’intervention ont 

été réalisées pour étudier les corrélations entre la consommation des AGPI3-LC et 

l’incidence de l’athérosclérose et des pathologies cardiovasculaires associées. Ces études ont 

été complétées par de nombreuses expérimentations sur divers modèles animaux qui ont 

permis d’aller plus loin dans l’étude de causalité. 

 

  II-2-1- Etudes épidémiologiques d’observation 

 

 Les études épidémiologiques d’observation sont directement menées au sein des 

populations et peuvent être de deux types :  

 - les études de cohorte sélectionnent les sujets en fonction de l’exposition (exposés 

versus non exposés) et le suivi se fait le plus souvent de façon prospective, c’est-à-dire 

pendant une période déterminée ou jusqu’à l’apparition de la maladie. 

 - les études cas-témoins répartissent les sujets en fonction de l’apparition de la maladie 

(cas) ou non (témoins) et sont généralement des études d’observation rétrospectives.  
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Ces études peuvent être menées sur de grands effectifs et pour de longues périodes mais 

n’excluent pas les facteurs confondants. Des méta-analyses, combinant les résultats de 

plusieurs études indépendantes, peuvent également être réalisées. Elles permettent 

d’augmenter la puissance statistique du fait d’un plus grand nombre de cas étudiés.  

De nombreuses études épidémiologiques d’observation ont été effectuées afin d’étudier les 

effets santé des AGPI3-LC. Elles ont été réalisées soit à l’aide de questionnaires portant sur 

la consommation de poisson, soit basées sur la mesure du taux plasmatique d’AGPI3-LC, en 

prévention primaire, c’est-à-dire chez des sujets sains n’ayant jamais eu d’accident 

cardiovasculaire. Globalement, la plupart de ces études conduites sur des populations 

occidentales mettent en évidence l’effet bénéfique des AGPI3-LC sur les maladies 

cardiovasculaires. Par exemple, l’étude « Chicago Western Electric Study » réalisée sur 

1 822 hommes montre une diminution de 42% du taux d’infarctus du myocarde fatal chez des 

personnes consommant 35 g de poisson par jour (Daviglus et al., 1997). L’étude « Nurses’ 

Health Study » conduite sur 84 688 femmes rapporte une association inverse et dose-

dépendante entre une consommation régulière de poisson et l’incidence des maladies 

coronariennes avec un effet marqué sur la mortalité coronarienne (Hu et al., 2002). L’étude 

« Kuopio Ischaemic Heart Disease Risk Factor Study » réalisée sur 1 871 hommes 

confirme qu’une teneur plasmatique importante en AGPI3-LC (environ 3,5% des acides 

gras totaux) est associée à une réduction, d’environ 45%, des événements coronariens 

(Rissanen et al., 2000). L’étude « US Physicians’Health », sur 20 551 hommes, a mis en 

évidence que la consommation de poisson au moins une fois par semaine réduit de 52% le 

risque de mort subite cardiaque sans modifier de manière significative l’infarctus du 

myocarde, la mort cardiaque non subite et la mortalité cardiovasculaire (Albert et al., 1998). 

La diminution du taux de morts subites peut aller jusqu’à 81% pour des sujets ayant des 

niveaux plasmatiques élevés d’AGPI3-LC (environ 7% des acides gras totaux) (Albert et al., 

2002). Enfin, une étude cas-témoins réalisée à Seattle sur 827 sujets a montré que la 

consommation d’une portion de poisson par semaine réduit de 50% la survenue d’arrêts 

cardiaques (Siscovick et al., 2000). Cependant quelques rares études ne permettent pas de 

conclure quant à un effet bénéfique des AGPI3-LC sur les maladies cardiovasculaires 

(Ascherio et al., 1995; Hunter et al., 1988). Ce manque d’effet a été attribué à un apport en 

AGPI3-LC trop faible ou à l’interaction avec d’autres nutriments tels que les acides gras 

saturés (Massaro et al., 2008). Il est également nécessaire de prendre en compte le type de 
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poisson consommé et le mode de préparation qui influencent grandement la quantité 

d’AGPI3-LC consommée (Mozaffarian et al., 2003). 

Plusieurs méta-analyses réalisées sur plus de 200 000 sujets concluent également à une 

diminution du risque cardiovasculaire liée à la consommation de poisson. Ainsi, He et al., 

rapportent une diminution dose-dépendante de la mortalité coronarienne en fonction de la 

consommation de poisson atteignant -38% pour 5 portions et plus par semaine (He et al., 

2004a). Dans une seconde méta-analyse, He et al., associent la consommation de poisson avec 

une diminution du risque d’accidents vasculaires cérébraux de 10 à 30% suivant la quantité de 

poisson consommée (He et al., 2004b). La méta-analyse de Whelton rapporte également une 

diminution de la mortalité coronarienne et de l’ensemble des maladies coronariennes, 

respectivement de 17% et 15% (Whelton et al., 2004). Une autre méta-analyse regroupant les 

études avec un suivi supérieur à 1 an a mis en évidence une réduction de la mortalité totale, 

des décès d’origine cardiaque, des accidents vasculaires cérébraux et de la mort subite qui 

était dépendante de la consommation en AGPI3-LC issus du poisson (Wang et al., 2006). 

Enfin, une méta-analyse récente réalisée à grande échelle sur un total de 315 812 participants, 

conclut également à un effet bénéfique de la consommation de produits de la mer et montre 

que même un faible niveau de consommation (une portion de poisson par semaine) est associé 

à une diminution de 16% de la mortalité coronarienne (Zheng et al., 2012) (Figure 12). 

 

  II-2-2- Etudes d’intervention 

 

 Les études d’intervention permettent de conforter les observations épidémiologiques 

en apportant une preuve expérimentale et contrôlée d’un effet de l’aliment ou du nutriment. 

Pour juger la viabilité de ce type d’étude, il est nécessaire de prendre en compte un certain 

nombre de critères dans l’analyse des résultats : nombre de patients inclus, durée de 

l’intervention, choix de la population, critères d’exclusion. 

Des nombreuses études épidémiologiques d’intervention ont été réalisées chez des sujets soit 

par le biais de conseils diététiques ou de suppléments en AGPI3-LC pris sous différentes 

formes (huile de poisson, AGPI3-LC purifiés ou ajoutés à un aliment). La majorité de ces 

études a été réalisée en prévention secondaire, c’est-à-dire chez des sujets présentant des 

antécédents cardiovasculaires. 

Un premier essai DART1 (Diet and Reinfarction Trial 1) a été réalisé sur 2 033 hommes 

ayant récemment eu un infarctus du myocarde. Après 2 ans de suivi, une diminution de 29% 

de la mortalité totale et de 33% des décès par maladie ischémique cardiaque a été rapportée 



 

 
 

 

Figure 12 : Association entre la consommation de poisson (1 portion par 

semaine) et la mortalité coronarienne 

(Zheng et al., 2012) 

 

RR = risque relatif 
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chez les sujets ayant bénéficié de conseils diététiques pour consommer au moins deux 

portions de poisson par semaine comparativement à des sujets contrôles n’ayant pas reçu de 

conseil (Burr et al., 1989).  

L’étude GISSI (Gruppo Italiano per la Sperimentazione della Streptochinasi nell’Infarto 

Miocardio Prevenzione), premier essai clinique randomisé à grande échelle regroupe 11 334 

patients hospitalisés pour un infarctus du myocarde 3 mois, au plus, avant le début de 

l’intervention. Ces patients ont été randomisés pour recevoir ou non 1 g par jour d’AGPI3-

LC sous forme de capsule (850-882 mg par jour d’éthyl-esters d’EPA et DHA, EPA/DHA 

1:2). Après 3,5 années de suivi, les patients supplémentés présentaient une réduction des taux 

de mortalité cardiovasculaire et coronarienne respectivement de 18% et 20% ainsi qu’une 

diminution de 24% des cas de mort subite par rapport au groupe non supplémenté (GISSI-

Prevenzione Investigators (1999). Les effets ont été particulièrement marqués dans les 

premiers mois de l’intervention avec notamment une réduction de 50% du risque de mort 

subite après 4 mois de suivi (Marchioli et al., 2002).  

L’étude JELIS (Japanese EPA Lipid Intervention Study) est la première à s’intéresser 

spécifiquement à l’impact de l’EPA sur les maladies cardiovasculaires à la fois en prévention 

primaire et secondaire. Cet essai a été conduit au Japon sur 18 645 sujets 

hypercholestérolémiques (≥ 6,5 mmol/L) parmi lesquels 15 000 n’avaient jamais eu de 

problèmes cardiovasculaires. Les sujets ont reçu soit une dose quotidienne d’1,8 g d’éthyl-

esters d’EPA purifié sous la forme d’une capsule en combinaison avec des statines soit 

uniquement des statines (groupe contrôle). Après 5 ans de suivi, une diminution de 19% 

(p=0,048) de la plupart des événements coronariens a été mise en évidence chez les patients 

supplémentés en EPA et ayant des antécédents cardiovasculaires. Cette diminution était 

principalement due à une réduction de l’angor instable et des événements coronariens non 

fatals. Par contre, l’incidence de la mort subite et de la mortalité coronarienne est inchangée 

entre les deux groupes. Chez les individus sans antécédents cardiovasculaires, une diminution 

de 18% non significative (p=0,132) de l’ensemble des événements coronariens a été rapportée 

dans le groupe supplémenté (Yokoyama et al., 2003; Yokoyama et al., 2007). Globalement, 

que l’on soit en prévention primaire ou secondaire, l’effet reste faible et contrairement aux 

autres essais, les résultats de la JELIS ne rapportent pas d’effets significatifs sur les 

événements fatals. Cette absence d’effet sur les accidents fatals et l’effet relativement modéré 

sur les accidents non fatals peut être attribuable à la population étudiée qui, du fait d’une 

alimentation de base riche en produits de la mer, présente un faible risque coronarien. En 

effet, l’index oméga-3 (niveau d’EPA/DHA sanguin) a été estimé à environ 11% au Japon 
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tandis qu’il n’est que de 4% en Europe (von Schacky 2008). De plus, le fait que les sujets 

soient uniquement supplémentés en EPA et non en EPA et DHA pourrait également expliquer 

ces résultats.  

Un certain nombre d’études d’intervention reste néanmoins peu ou pas concluant. C’est le cas 

de l’essai DART2 (Diet and Angina Randomized Trial 2) réalisé pour une période de 9 ans 

sur 3 114 hommes présentant un angor instable chronique. Un groupe expérimental ayant reçu 

le conseil de manger au moins deux portions de poisson gras par semaine (200-400 g) ou 

d’ingérer jusqu’à 3 capsules d’1 g d’huile de poisson par jour (510 mg d’EPA et 345 mg de 

DHA) a été comparé à un groupe contrôle. Contrairement à l’essai DART1, le taux de 

mortalité totale n’était pas significativement différent entre les deux groupes alors que les taux 

de décès cardiaque et de mort subite apparaissent plus élevés chez les patients appartenant au 

groupe expérimental (Burr et al., 2003). Dans cet essai, la consommation de poisson gras était 

de 21,9 g par jour dans le groupe expérimental contre 14 g par jour dans le groupe témoin 

indiquant une différence très modeste à prendre en compte dans l’analyse des résultats (Ness 

et al., 2004). Les résultats contradictoires entre les deux essais peuvent également être 

attribuables aux différentes conditions cliniques des sujets (infarctus du myocarde récent 

versus angor instable chronique) (Burr et al., 2005). De plus, les patients à haut risque 

cardiovasculaire sont le plus souvent sous traitement médicamenteux, susceptible d’interagir 

avec les suppléments. Dans l’étude DART2, les effets néfastes observés sont augmentés en 

présence de certains médicaments tels que les -bloquants ou la nifédipine (Burr 2007). Les 

études Omega (Rauch et al., 2010), Alpha-Omega (Kromhout et al., 2010) et SU.FOL.OM3 

(SUpplémentation en FOLates et Oméga-3) (Galan et al., 2010) sur des durées de 1 ; 3,3 et 

4,7 ans impliquent respectivement 3 851, 4 837 et 2 501 patients ayant récemment eu un 

problème cardiovasculaire. Les patients inclus dans l’essai Omega recevaient 1 g par jour 

d’oméga-3 éthyl-esters-90 (460 mg d’EPA et 380 mg de DHA), ceux de l’essai Alpha-Omega 

consommaient une margarine supplémentée en EPA et DHA (environ 18,8 g de margarine par 

jour soit 226 mg d’EPA et 150 mg de DHA) et enfin, les sujets inclus dans l’étude 

SU.FOL.OM3 recevaient un supplément journalier contenant des AGPI3-LC (600 mg 

d’EPA et DHA, EPA/DHA 2:1). La conclusion de ces trois essais indique que les AGPI3-

LC n’ont pas d’effets sur la santé cardiovasculaire. Cependant, plusieurs limites à ces études 

ont été rapportées : une durée d’étude trop courte pour l’essai Omega pour pouvoir observer 

des effets significatifs, peu de patients inclus dans ces études et d’importants traitements 

médicamenteux (Jump et al., 2012). En effet, dans une étude récente, il a été montré que les 
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patients de l’essai Alpha-Omega non traités par des statines présentent une réduction de 50% 

de la plupart des événements cardiovasculaires contrairement aux patients traités et ce de 

manière indépendante de la supplémentation en AGPI3-LC (Eussen et al., 2012).  

Globalement, les résultats des études d’intervention sont relativement contradictoires mais il 

faut noter que la plupart des études qui ne montrent pas d’effet des AGPI3-LC sont 

critiquables sur plusieurs points. Par ailleurs, comme souligné dans la revue récente de 

Mozaffarian & Wu, les patients atteints de maladies cardiovasculaires sont aujourd’hui plus 

sensibilisés sur les bienfaits d’une alimentation riche en poissons gras. Ainsi dans les groupes 

contrôles, les patients peuvent avoir un apport en AGPI3-LC semblable à celui des groupes 

d’intervention résultant d’une différence trop modeste pour montrer un bénéfice des 

suppléments d’EPA et DHA (Mozaffarian & Wu 2011).  

Une dizaine de méta-analyses ont également étudié les effets cardio-protecteurs des 

AGPI3-LC. Parmi celles-ci, seules deux restent non concluantes. C’est le cas de l’étude de 

Kwak qui regroupe 20 485 patients, présentant des antécédents cardiovasculaires et recevant 

en moyenne 0,4 à 4,8 g par jour d’EPA+DHA (Kwak et al., 2012). Cependant, cette étude a 

été largement critiquée pour inclure uniquement des analyses de suivi à court terme ne 

permettant pas d’observer des effets significatifs. De plus, les auteurs ont exclu de leur méta-

analyse l’étude GISSI, un essai de référence dans le domaine (Hu & Manson 2012). Une 

seconde méta-analyse regroupant plus de 68 600 personnes a également conclu que les 

AGPI3-LC issus du poisson n’ont pas d’impact sur la mortalité cardiovasculaire ni sur la 

mortalité toutes causes confondues (Rizos et al., 2012). Cependant, un certain nombre de 

facteurs peut avoir une incidence sur les résultats de cette étude. La plupart des essais inclus 

dans cette méta-analyse ont été réalisés en prévention secondaire sur des personnes traitées 

avec de nombreux médicaments, en particulier des statines qui pourraient bloquer les effets 

bénéfiques des AGPI3-LC (Eussen et al., 2012). Des études ouvertes, sans simple aveugle, 

ont également été intégrées ne permettant pas d’écarter les biais méthodologiques liés au 

placebo ou au supplément. Enfin, l’apport moyen en AGPI3-LC sous forme de mélange 

d’EPA et DHA était de 1510 mg, une dose qui peut être insuffisante en prévention secondaire 

(Kromhout 2012). Les 8 autres méta-analyses sont concluantes. Parmi celles-ci, trois font 

référence et ont conclu à un effet bénéfique des AGPI3-LC, en prévention secondaire, sur la 

santé cardiovasculaire. Bucher et al., dans une méta-analyse incluant 15 806 patients, sur une 

durée moyenne de 20 mois, rapportent une diminution de l’infarctus du myocarde fatal et non 

fatal, respectivement, de 30 et 20% chez des patients recevant entre 0,9 à 9,7 g par jour 
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d’EPA+DHA. Une diminution de la mort subite et de la mortalité totale a également été mise 

en évidence (Bucher et al., 2002). Une seconde méta-analyse regroupant 32 779 patients 

supplémentés en EPA+DHA (0,8 à 5 g par jour), pendant environ 20 mois, a rapporté une 

diminution de 20% des décès d’origine cardiaque (Leon et al., 2008). Enfin, une méta-analyse 

incluant 39 044 patients recevant en moyenne 1,8 g d’EPA+DHA par jour, pendant en 

moyenne 28 mois, rapporte une réduction d’environ 10% de la mortalité cardiovasculaire, de 

la mort subite, de la mortalité totale et des événements cardiovasculaires non fatals (Marik & 

Varon 2009).  

En complément des méta-analyses, il faut noter la publication très récente de deux revues de 

synthèse qui offrent une analyse très large de l’impact de la supplémentation en d’AGPI3-

LC sur l’incidence des MCV et apportent des éléments clairs en terme de recommandation 

nutritionnelle. La première consiste en une synthèse regroupant plusieurs méta-analyses 

d’études d’observation et d’intervention. La conclusion de cette revue récente indique que la 

consommation de 250 mg par jour d’AGPI3-LC ou d’au moins 2 portions par semaine de 

poissons gras réduit significativement la mortalité coronarienne (infarctus du myocarde fatal 

et mort subite) chez les individus avec ou sans antécédents cardiovasculaires. L’effet sur les 

événements cardiovasculaires et sur la mortalité totale est plus modeste (Mozaffarian & Wu 

2011) (Figure 13). La seconde revue inclut des études randomisées de supplémentation en 

EPA et DHA (<6 g par jour) et des études prospectives larges (> 1000 individus avec un suivi 

de plus de 3 ans). Elle a également rapporté qu’un apport de 200 à 300 mg par jour 

d’EPA+DHA est suffisant pour exercer un effet cardio-protecteur (Trikalinos et al., 2012). 

 

  II-2-3- Cas particulier de l’athérosclérose  

 

 L’athérosclérose étant à l’origine de la plupart des événements cardiovasculaires 

(Lusis 2000), un certain nombre de laboratoires a cherché à déterminer, d’un point de vue 

épidémiologique, le lien entre consommation d’AGPI3-LC et développement des lésions 

d’athérosclérose chez l’Homme.  

Parmi les études d’observation, une étude d’autopsies réalisées sur environ 200 Alaskiens a 

révélé que la population autochtone, consommant de grandes quantités de poissons, présentait 

des lésions athérosclérotiques moins étendues par rapport à la population non native ayant un 

régime alimentaire de type occidental (Newman et al., 1993). Cette différence entre les deux 

groupes apparaît plus importante dans les tranches d’âge plus jeunes suggérant un effet de 

l’alimentation directement sur les événements précoces conduisant au développement des 



 

 
 

 

Figure 13 : Relation entre la consommation de poisson ou d’AGPI3-LC et le 

risque de maladies cardiovasculaires 

(Mozaffarian & Wu 2011) 

 

PC = études prospectives ; RCT = études randomisées 
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lésions d’athérosclérose (Newman et al., 1993) (Figure 14). Une seconde étude d’autopsies a 

été réalisée sur 1 253 jeunes Japonais en comparaison avec 2 876 Américains de la même 

tranche d’âge (15-34 ans). La surface des lésions représente 15% de l’artère coronaire chez les 

Japonais contre 50% chez les Américains (Takei et al., 2005). Une autre étude Japonaise 

réalisée sur 868 sujets rapporte que la teneur en AGPI3-LC est corrélée négativement avec 

l’épaisseur média-intima et la calcification des artères coronaires, deux critères permettant 

d’évaluer l’athérosclérose, traduisant donc bien des niveaux plus bas d’athérosclérose 

(Sekikawa et al., 2008). Enfin, une étude prospective sur environ 300 femmes post-

ménopausées souffrant d’une maladie coronarienne a évalué le pourcentage de sténose des 

artères coronaires par angiographie. En comparaison avec un apport en poisson faible, la 

consommation d’au moins 2 portions par semaine de poisson ou au moins 1 portion de 

poisson gras est associée à un pourcentage de sténose moins élevé (4,54 versus -0,06 et 5,12 

versus 0,35, respectivement). Cette consommation est également associée à un moindre 

rétrécissement du diamètre des artères coronaires et à un développement moins important de 

nouvelles lésions (Erkkila et al., 2004).  

Concernant les études d’intervention, elles sont relativement peu nombreuses et les résultats 

sont peu concluants. Ceci peut s’expliquer par la durée de développement des lésions 

athérosclérotiques qui est un processus pathologique long pouvant s’étendre sur une trentaine 

d’années. Cela nécessite donc des durées d’intervention très longues qui sont difficilement 

réalisables chez l’Homme. Par ailleurs, les techniques non-invasives d’évaluation des lésions 

d’athérosclérose sont onéreuses et il existe une grande variabilité technique et 

interindividuelle. Un premier essai a été réalisé sur 59 patients atteints de maladie 

coronarienne sur une durée totale de 28 mois. Le groupe expérimental a été supplémenté avec 

de l’huile de poisson à raison de 12 capsules d’1 g par jour (soit environ 2,9 g d’EPA et 1,9 g 

de DHA). En dépit des fortes doses administrées, ce traitement n’a pas modifié de manière 

favorable le diamètre des artères coronaires athérosclérotiques, évalué par angiographie 

coronaire quantitative, et n’a donc pas permis la régression de la maladie coronarienne (Sacks 

et al., 1995). L’absence d’effet peut être attribuable à une durée d’étude peut être trop courte 

pour observer un effet bénéfique de l’huile de poisson. De plus, seulement 59 patients ont été 

inclus dans cet essai et parmi ces derniers 21 n’ont pas terminé le protocole. L’étude SCIMO 

(Study on prevention of Coronary atherosclerosis by Intervention with Marine Omega-3 fatty 

acids) conduite sur 223 patients recevant un traitement à l’huile de poisson sous forme de 

capsule pendant 24 mois (3,3 g d’EPA+DHA par jour les trois premiers mois et 1,65 g les 21 

mois suivants) montre que la supplémentation atténue légèrement, mais de manière non 



 

 
 

 

Figure 14 : Pourcentage de lésions athérosclérotiques chez les Alaskiens natifs 

versus non natifs en fonction de l’âge  

(De Caterina & Zampolli 2001) 

 

Pourcentage de couverture de l’aorte par des stries lipidiques (blanc) et de 

l’étendue de la plaque (gris) mesuré après autopsies d’Alaskiens natifs et 

émigrés. 
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significative, le développement de l’athérosclérose coronaire, évaluée par coronarographie, 

chez des patients souffrant de maladie coronarienne (von Schacky et al., 1999). Toutefois, la 

même équipe n’a pas montré d’effet de la supplémentation sur l’épaisseur intima-média de la 

carotide, évaluée sur les mêmes sujets (Angerer et al., 2002). L’effet anti-athérogène des 

AGPI3-LC pourrait être spécifique de certains réseaux vasculaires tels que la circulation 

coronarienne. Ici l’effet est plus faible dans la carotide en comparaison aux artères coronaires 

(Angerer et al., 2002). Ainsi des apports de 0,5 à 2 g d’AGPI3-LC par jour seraient efficaces 

pour la réduction de l’athérosclérose coronaire (Angerer et al., 2002), par contre des doses 

plus élevées ne semblent pas avoir d’effet (Sacks et al., 1995).  

Une méta-analyse incluant des études d’observation et d’intervention sur une durée de 3 à 12 

mois sur un total de 2 486 sujets, recevant 2,6 à 6 g par jour d’huile de poisson, sains ou 

présentant une maladie cardiovasculaire n’a pas mis en évidence d’effet des AGPI3-LC sur 

la resténose coronarienne après angioplastie et l’épaisseur média-intima de la carotide, des 

marqueurs de l’athérosclérose (Balk et al., 2006a).  

 

 II-3- Effets athéro-protecteurs des AGPI3-LC: études animales 

 

 Face à la difficulté d’étudier les effets anti-athérosclérotiques des AGPI3-LC chez 

l’Homme, l’utilisation de modèles animaux d’athérosclérose s’est avérée indispensable et a 

permis de déterminer précisément l’impact des AGPI3-LC sur le développement de cette 

pathologie.  

De nombreux modèles animaux ont été développés afin d’étudier l’athérosclérose, avec pour 

chacun ses spécificités. Le singe et le porc sont deux espèces capables de développer des 

lésions d’athérosclérose de manière spontanée. Toutefois, le développement d’une lésion étant 

lent chez ces espèces, un régime enrichi en graisses et cholestérol est souvent utilisé pour 

l’accélérer. Cependant, les contraintes liées à la taille de ces animaux, la grande variabilité 

interindividuelle et le coût de leur maintien ont limité leur utilisation (Getz & Reardon 2012). 

Le lapin New-Zealand White est également un modèle d’athérosclérose qui a été beaucoup 

utilisé puisque la pathologie peut être initiée facilement et rapidement soit par un régime riche 

en cholestérol ou à base de caséine. Les lapins Watanabe, qui développent une 

hypercholestérolémie familiale du fait de leur déficience en LDLR, sont également référencés 

dans la littérature. Le métabolisme lipoprotéique du lapin étant différent de celui de l’Homme, 

les effets observés chez le lapin sont néanmoins difficilement comparables à l’Homme (De 

Caterina & Zampolli 2001). Le rat et la souris ont également été utilisés ; ils sont cependant 
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très résistants à l’athérosclérose et peu comparables à l’Homme du fait d’un métabolisme 

lipidique très différent. Ainsi, les études sur ces modèles sont rares et peu pertinentes (Harris 

1997a). Par contre, l’introduction de modèles transgéniques a permis de développer des 

lignées de souris sensibles à l’athérosclérose qui présentent un grand intérêt. Deux modèles 

murins sont fréquemment utilisés : le modèle LDLR
-/- 

et le modèle ApoE
-/- 

(Breslow 1996). Ils 

diffèrent dans le régime alimentaire nécessaire au développement de l’athérosclérose. Les 

souris dépourvues de LDLR (LDLR
-/-

) développent l’athérosclérose uniquement sous un 

régime de type occidental, riche en graisses alors que les souris déficientes pour l’ApoE 

(ApoE
-/-

) développent des lésions d’athérosclérose de manière spontanée, indépendamment du 

régime (De Caterina & Zampolli 2001). Du fait de sa facilité d’élevage, d’un moindre coût de 

maintien par rapport aux autres animaux, d’une manipulation génétique aisée et d’un 

développement rapide de l’athérosclérose, la souris est aujourd’hui le modèle le plus 

largement utilisé pour étudier l’athérogenèse. Cependant, suivant le modèle de souris 

transgénique utilisé, l’effet des AGPI3-LC n’est pas le même. En effet, contrairement aux 

souris LDLR
-/-

, les souris ApoE
-/-

 ne répondent pas aux AGPI3-LC. Ceci peut être 

attribuable au fait que les profils lipidiques de ces deux modèles de souris transgéniques ne 

sont pas les mêmes, de telle sorte qu’une réponse différente à des interventions diététiques est 

plausible (Zampolli et al., 2006). La souris LDLR
-/-

 constitue donc un modèle de choix pour 

étudier l’impact des AGPI3-LC sur le développement de l’athérosclérose. 

Globalement la plupart des études animales ont rapporté une réduction significative de la 

taille des lésions athérosclérotiques chez les modèles non murins nourris avec un régime riche 

en AGPI3-LC, apportés généralement sous forme d’huile de poisson. Ainsi, le 

développement de l’athérosclérose apparaît diminué chez le singe recevant en moyenne 12% 

de son apport alimentaire sous forme d’huile de poisson (Davis et al., 1987) ou 3,8 g par jour 

d’AGPI3-LC apportés par l’huile de poisson (Parks et al., 1990) sur des durées allant de 1 à 

3 ans ; chez le porc recevant en moyenne 7,5 g par jour d’AGPILC apportés par l’huile de 

poisson pendant 16 semaines (Thomas et al., 1990) et chez les lapins New Zealand et 

Watanabe recevant respectivement 2 mL par jour ou 1,5 mL par kg (poids de l’animal) en 

huile de poisson sur une durée moyenne de 20 semaines (Mortensen et al., 1998; Zhu et al., 

1990). Quelques études sont néanmoins contradictoires et ne concluent pas à un effet 

bénéfique des AGPI3-LC sur le processus d’athérogenèse. C’est notamment le cas de 

certains essais réalisés chez le lapin New Zealand recevant 2 mL par jour d’huile de poisson 

purifiée (MaxEpa) pendant 20 semaines et Watanabe recevant également de l’huile de poisson 
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MaxEPA à raison de 2,5 mL par jour pendant 1 an (Rich et al., 1989; Thiery & Seidel 1987). 

Cependant, plusieurs limites à ces études ont été rapportées et notamment un manque de 

contrôles adéquats voire même dans certains cas une absence de contrôle (De Caterina & 

Zampolli 2001). En ce qui concerne les modèles murins transgéniques qui sont les plus 

fréquemment utilisés, l’effet des AGPI3-LC dépend beaucoup du modèle. En effet, comme 

rapporté précédemment, la supplémentation en AGPI3-LC n’a pas d’effet sur les souris 

ApoE
-/-

 (Adan et al., 1999; Brown et al., 2012; Xu et al., 2007; Zampolli et al., 2006). Des 

études montrent tout de même une réduction de la taille des lésions mais avec de fortes doses 

de supplémentation en AGPI3-LC allant jusqu’à 20% de l’apport énergétique total (Wang et 

al., 2004). Au contraire, des souris LDLR
-/-

 supplémentées avec des doses d’AGPI3-LC 

allant de 1 à 10 % de l’apport énergétique total, présentent une diminution significative de la 

taille des lésions athérosclérotiques (Brown et al., 2012; Saraswathi et al., 2007; Wang et al., 

2009; Zampolli et al., 2006) (Figure 15). 

 

Ainsi, les effets athéro-protecteurs des AGPI3-LC ont pu être montrés sur plusieurs modèles 

animaux mais le modèle de souris transgénique LDLR
-/-

 apparaît comme le plus pertinent à 

l’heure actuelle. Dans l’interprétation des résultats, il est nécessaire de prendre en compte le 

fait que la supplémentation en huile de poisson ne devrait pas excéder 1 à 2% de l’apport 

énergétique totale sous forme d’AGPI3-LC pour être au plus près de la réalité. Certaines 

études restent non concluantes mais peuvent s’expliquer par le type de modèle choisi et par 

des conceptions d’études différentes. De plus, un manque de contrôles adéquats et des 

méthodes d’évaluation de l’athérosclérose très variables d’une étude à l’autre ont également 

été soulignés (De Caterina & Zampolli 2001).  



 

 
 

 

 

Figure 15 : Etendue des lésions athérosclérotiques au niveau des aortes de 

souris LDLR
-/- 

(Zampolli et al., 2006) 

 

(A) Souris contrôles, sans supplément ; (B) Souris supplémentées en huile de 

poisson. Sections de racines aortiques représentatives, colorées avec l’élastine 

trichrome. 

 

Une réduction de l’étendue de la lésion athérosclérotique est visible dans le 

groupe supplémenté en huile de poisson par rapport au groupe contrôle. 

Lésion 

d’athérosclérose 
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L’intérêt pour les AGPI3-LC et leurs propriétés cardio-protectrices n’a cessé d’augmenter 

depuis les premières observations faites dans les années 70 (Figure 16). Même si des études 

peu concluantes ou contradictoires existent, les équipes qui font référence dans le domaine 

confirment l’association entre consommation d’AGPI3-LC et réduction du risque de MCV. 

En ce qui concerne l’athérosclérose, qui a logiquement été identifiée comme une cible 

intermédiaire possible des AGPI3-LC, les données chez l’Homme sont moins abondantes et 

moins convaincantes. Néanmoins, l’apparition des modèles murins transgéniques et plus 

particulièrement des souris LDLR
-/-

, a permis d’étudier plus efficacement le lien causal entre 

consommation d’ AGPI3-LC et réduction des plaques d’athérome et a confirmé que les 

effets cardio-protecteurs des AGPI3-LC passent en partie par une réduction de 

l’athérosclérose.  

 

 

 

 
 

Figure 16 : Evolution du nombre de publications relatives aux propriétés cardio-

protectrices des AGPI3-LC 

(GoPubmed, http://www.gopubmed.com)

http://www.gopubmed.com/
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III- Effets et mécanismes athéro-protecteurs des AGPI3-LC : cibles 

tissulaires et moléculaires 

 

 Les AGPI3-LC possèdent de multiples cibles cellulaires et moléculaires contribuant 

à leurs effets cardio-protecteurs. Ils permettent notamment une réduction de la concentration 

plasmatique en triglycérides, de la pression sanguine et de l’agrégation plaquettaire. Les 

AGPI3-LC favorisent également la stabilité de la plaque et la relaxation endothéliale et ont 

des effets anti-inflammatoires, anti-arythmiques et anti-thrombotiques reconnus (Adkins & 

Kelley 2010) (Figure 17). Dans cette partie, nous allons plus spécifiquement nous intéresser 

aux effets et mécanismes d’action des AGPI3-LC pouvant expliquer leur rôle athéro-

protecteur. 

 

 III-1- Effets hypotriglycéridémiants 

 

  III-1-1- Constat épidémiologique 

 

 L’effet hypotriglycéridémiant des AGPI3-LC est clairement reconnu chez l’Homme. 

En effet, plusieurs études réalisées sur des sujets normaux et hypertriglycéridémiques, 

supplémentés en AGPI3-LC (1,5 à 5 g par jour), ont rapporté une réduction de la 

triglycéridémie (Balk et al., 2006b; Harris 1997b; Harris et al., 1997a). Il faut noter que les 

deux AGPI3-LC majoritaires, EPA et DHA, ont des effets similaires sur ce critère et 

peuvent réduire les concentrations plasmatiques en triglycérides à la fois à jeun et 

postprandiale (Kelley et al., 2007) et ce de façon dose-dépendante (Robinson & Stone 2006) 

(Figure 18).  

Cependant, l’effet hypotriglycéridémiant des AGPI3-LC bien documenté chez l’Homme 

n’est pas toujours démontré chez les modèles animaux d’athérosclérose (Harris 1997a) 

suggérant que le rôle athéro-protecteur des AGPI3-LC serait partiellement indépendant de 

leurs effets hypotriglycéridémiants. 

 

  III-1-2- Mécanismes d’action  
 

 L’effet hypotriglycéridémiant des AGPI3-LC passe par une réduction de la 

production hépatique des VLDL-triglycérides et par une augmentation du catabolisme des 

triglycérides au niveau périphérique (Harris et al., 2008) (Figure 19). Les mécanismes 



 

 
 

 

Figure 17 : Effets physiologiques des AGPI3 pouvant influencer le risque 

cardiovasculaire 

(Mozaffarian & Wu 2011)  

 

 

 

Figure 18 : Effet hypotriglycéridémiant, dose-dépendant, des AGPI3-LC  

(Robinson & Stone 2006) 

 

Réduction approximative des triglycérides plasmatiques/g d’EPA+DHA, basée 

sur une analyse de méta-régression de 19 études. 
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Figure 19 : Mécanismes d’action impliqués dans l’effet hypotriglycéridémiant 

des AGPI3-LC  

(Harris et al., 2008) 

 

La réduction de la sécrétion des VLDL-triglycérides peut provenir d’une 

réduction de l’expression de SREBP-1c (1) ou d’une augmentation de la -

oxydation mitochondriale et/ou peroxysomale (2), conduisant à diminuer la 

quantité d’acides gras disponibles pour la synthèse des triglycérides (3). Une 

diminution de l’expression de SREBP-1c peut être médiée par une inhibition de 

la liaison du complexe LXR/RXR. Une augmentation de la -oxydation 

peroxysomale peut être la conséquence d’une augmentation de l’expression de 

l’acyl-coenzyme A oxydase induite par PPAR (4). Une diminution de l’activité 

des enzymes intervenant dans la synthèse des triglycérides (5), des acides gras 

non estérifiés provenant du tissu adipeux (6), et de la disponibilité de l’ApoB100 

(7) sont des mécanismes potentiels pouvant expliquer la réduction des VLDL-

triglycérides relâchés. En périphérie, une augmentation de l’activité de la LPL 

(8) conduit à augmenter l’élimination des VLDL-triglycérides, probablement 

due à une augmentation de l’expression des gènes PPAR et/ou PPAR. 

FA = fatty acids, NEFA = non esterified fatty acids, TG = triglycérides 
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moléculaires expliquant ces effets ne sont pas complètement élucidés mais plusieurs 

mécanismes potentiels ont été mis en évidence par des études réalisées chez l’animal et 

notamment sur foies perfusés ainsi que sur hépatocytes primaires issus d’animaux recevant un 

régime riche en AGPI3-LC (Harris & Bulchandani 2006).  

 

   III-1-2-1- Réduction de la synthèse des VLDL-triglycérides 

 

 Les AGPI3-LC réduisent la triglycéridémie en partie via l’inhibition de la sécrétion 

hépatique des VLDL-triglycérides. Cette inhibition est secondaire à une diminution de la 

synthèse hépatique des triglycérides (Adkins & Kelley 2010). Globalement deux mécanismes 

majeurs peuvent expliquer cet effet : d’une part une moindre disponibilité des acides gras 

pour la synthèse des triglycérides et d’autre part une réduction de l’activité des enzymes 

impliquées dans la synthèse des triglycérides.  

 

*Effet sur la disponibilité des acides gras  

 

 La moindre disponibilité des acides gras servant de substrat pour la synthèse hépatique 

des triglycérides peut en partie s’expliquer par une diminution de la lipogenèse hépatique 

par les AGPI3-LC. La lipogenèse hépatique permet la conversion enzymatique de l’acétyl-

CoA en acides gras. SREBP-1c (Sterol regulatory element-binding protein-1c) est un facteur 

de transcription jouant un rôle majeur dans la régulation de la lipogenèse. Son expression est 

régulée par les récepteurs nucléaires LXR (récepteur des oxystérols ou Liver X Receptor) et 

RXR (récepteur de l’acide rétinoïque ou Retinoid X Receptor) qui forment un hétérodimère 

se liant sur son promoteur. L’activation de SREBP-1c stimule la synthèse des enzymes 

intervenant dans la lipogenèse telles que l’acétyl-CoA carboxylase 1 (ACC1) et la fatty-acid 

synthase (FAS) (Adkins & Kelley 2010). Une alimentation riche en huile de poisson a été 

associée, chez la souris, à une diminution des triglycérides plasmatiques et à une réduction de 

l’expression hépatique du gène SREBP-1c (Le Jossic-Corcos et al., 2005). Une analyse 

transcriptomique, par puces à ADN, sur des foies de rat a également conclu à une diminution 

de l’expression de SREBP-1c chez les animaux nourris avec un régime enrichi en DHA 

(Kramer et al., 2003). Une inhibition de la liaison du complexe LXR/RXRsur le 

promoteur de SREBP-1cinduite par l’EPA et le DHA, pourrait expliquer la diminution de 

l’expression du gène SREBP-1c et par conséquent la diminution de l’expression des enzymes 
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de la lipogenèse. Cette inhibition peut être due au fait que les AGPI3-LC sont susceptibles 

d’entrer en compétition avec les ligands de LXR empêchant ainsi son activation et sa liaison 

avec RXRsur le promoteur de SREBP-1c (Yoshikawa et al., 2002) (Figure 20). Certaines 

études ne rapportent pas l’implication de LXR dans la modulation de l’expression de 

SREBP-1c par les AGPI3-LC suggérant que ces mécanismes d’action restent à ce jour 

encore mal compris (Davidson 2006). Les AGPI3-LC, et plus particulièrement le DHA, 

peuvent également diminuer l’expression de SREBP-1c au niveau protéique. En effet, le DHA 

peut entraîner la dégradation protéasomale de la protéine SREBP-1c en bloquant les 

inhibiteurs du protéasome (Jump 2008). 

Une augmentation de la -oxydation hépatique, voie de dégradation des acides gras, va 

également engendrer une moindre disponibilité des acides gras nécessaires à la synthèse des 

triglycérides. Il a en effet été rapporté une augmentation de la -oxydation hépatique chez des 

sujets sains recevant 9 g par jour d’AGPI3-LC (5,4 g d’EPA et 3,6 g de DHA) (Dagnelie et 

al., 1994). De plus, des études chez le rat ont rapporté que l’EPA et/ou le DHA augmentent à 

la fois la -oxydation peroxysomale et la -oxydation mitochondriale des acides gras (Harris 

et al., 2008; Jump 2008). Cet effet passe certainement par l’activation du facteur de 

transcription PPAR qui joue un rôle clé dans la régulation du métabolisme lipidique 

(Nakamura et al., 2004) (Figure 20). En effet, des études ont montré que l’EPA et le DHA 

pouvaient induire l’expression du gène de l’acyl-CoA oxydase, une enzyme de la -

oxydation, dans les hépatocytes de rat et ce de manière dépendante du facteur de transcription 

PPAR (Harris et al., 2008).  

Le fait que l’EPA et le DHA soient préférentiellement estérifiés dans les phospholipides 

pourrait également contribuer à la réduction des acides gras disponibles pour la synthèse des 

triglycérides (Miller et al., 1993).  

 

*Effet sur les enzymes impliquées dans la synthèse des triglycérides 

 

 Les AGPI3-LC peuvent également agir directement sur la synthèse hépatique des 

triglycérides via la réduction de l’activité de deux enzymes clés : l’acide phosphatidique 

phosphohydrolase (PAP) et l’acyl-CoA diacylglycérol acyltransférase (DGAT). Ces deux 

enzymes catalysent, respectivement, la conversion de l’acide phosphatidique en 

diacylglycérol et de diacylglycérol en triglycérides. La capacité de l’EPA et du DHA à 

diminuer l’activité de la PAP et de la DGAT a notamment été mise en évidence chez le rat, au 



 

 
 

 

 

Figure 20 : Modulation de la lipogenèse et de la -oxydation par les AGPI3-

LC 

 (d’après Yoshikawa et al., 2002)  

 

Les AGPI3-LC suppriment l’expression de SREBP-1c, impliqué dans la 

lipogenèse, en inhibant la liaison du complexe LXR/RXR sur les éléments de 

réponse aux LXR (LXREs). Parallèlement, les AGPI3-LC favorisent 

l’expression des gènes activés par PPAR, impliqués dans la -oxydation, via la 

liaison du complexe PPAR/RXR aux éléments de réponse de PPAR (PPREs). 
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niveau des microsomes hépatiques. Les mécanismes d’action pouvant expliquer cet effet 

n’ont pas été définis (Harris & Bulchandani 2006). 

 

*Autre mécanisme 

 

 Une moindre disponibilité de l’ApoB100 pourrait également entraîner une 

diminution de la synthèse des VLDL et par conséquent une sécrétion moins importante de 

VLDL-triglycérides. Une étude réalisée sur des hépatocytes primaires de rat a bien rapporté 

une augmentation de la dégradation de l’ApoB100 par les AGPI3-LC (Fisher et al., 2001) 

même si l’importance de cette voie dans la réduction de la synthèse hépatique de VLDL n’a 

pas été établie. L’étude de Pan et al. en 2004 confirme l’impact des AGPI3-LC sur la 

dégradation de l’ApoB100 via une activation de la protéolyse post-réticulum endoplasmique. 

Par ailleurs, cette étude suggère que les métabolites peroxydés issus des AGPI3-LC seraient 

impliqués dans ce mécanisme (Pan et al., 2004). 

 

   III-1-2-2- Induction du catabolisme des triglycérides plasmatiques  

 

 Il a été rapporté que les AGPI3-LC augmentent l’épuration des VLDL et des 

chylomicrons via une induction de leur hydrolyse par la lipoprotéine lipase (LPL) (Figure 

21) (Khan et al., 2002; Park & Harris 2003). Les AGPI3-LC étant ligands des PPARs (Jump 

2002), il est possible que l’induction de l’activité LPL qui leur est associée passe en partie par 

PPAR. De plus, le DHA est également un ligand du récepteur nucléaire FXR (récepteur des 

acides biliaires ou Farnesoid X Receptor) qui joue un rôle central dans l’homéostasie lipidique 

(Zhao et al., 2004a). Ce récepteur pourrait être impliqué dans la réduction de la 

triglycéridémie. En effet, des souris déficientes en FXR présentent un niveau de triglycérides 

élevé (Sinal et al., 2000). De plus, des études sur cellules HepG2 ont démontré, qu’en 

présence d’un agoniste, FXR supprime l’expression génique de l’apolipoprotéine CIII (Apo 

CIII) (Claudel et al., 2003) et induit l’expression génique d’Apo CII (Kast et al., 2001). 

L’Apo CIII est une apolipoprotéine se trouvant à la surface des particules VLDL, qui a pour 

rôle d’inhiber l’activité de la LPL et donc par conséquent l’épuration des triglycérides 

(Shachter 2001). Alors qu’au contraire, l’Apo CII active la LPL et donc l’hydrolyse des 

triglycérides (Jong et al., 1999). Ces modulations géniques contribuent donc à l’action 

hypotriglycéridémiante des agonistes de FXR, dont le DHA fait partie.  



 

 
 

 
 

Figure 21 : Effet hypotriglycéridémiant de l’huile de poisson et expression 

génique de la LPL dans le tissu adipeux  

(Harris et al., 2008) 

 

L’effet hypotriglycéridémiant de l’huile de poisson chez des sujets ayant un 

profil lipoprotéique athérogène est associé avec l’augmentation de l’expression 

du gène de la LPL dans le tissu adipeux. 
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 III-2- Impact sur la fonction endothéliale 

 

  III-2-1- Constat épidémiologique 

 

 Comme abordé précédemment, l’activation ou dysfonction endothéliale contribue à 

l’initiation et au développement de l’athérosclérose. Plusieurs essais cliniques ont démontré 

une amélioration de la dilatation artérielle médiée par le flux (FMD), une mesure de la 

fonction endothéliale, après une supplémentation en AGPI3-LC (1 à 4 g par jour) 

(Goodfellow et al., 2000; Haberka et al., 2011; Schiano et al., 2008) (Figure 22). Ceci 

pourrait être dû à l’augmentation de la production d’oxyde nitrique qui est un puissant 

vasodilatateur et à la diminution de l’expression de molécules d’adhésion qui sont 

responsables de l’adhésion des leucocytes aux cellules endothéliales, deux événements 

représentatifs de la dysfonction endothéliale. En effet, une augmentation de la production 

d’oxyde nitrique a été rapportée chez des sujets recevant 3 g par jour d’EPA+DHA (Harris et 

al., 1997b) ce qui pourrait expliquer l’action bénéfique des AGPI3-LC sur la dysfonction 

endothéliale (Abeywardena & Head 2001). Malgré quelques études contradictoires (Brown & 

Hu 2001; de Roos et al., 2009), plusieurs études de supplémentation réalisées chez des sujets 

sains ont également rapporté une réduction de l’expression des molécules d’adhésion. Par 

exemple, une diminution de l’expression de la molécule ICAM-1 à la surface de monocytes 

humains a été rapportée chez des patients recevant 1,6 g par jour d’EPA+DHA (Hughes et al., 

1996). De même, une réduction des concentrations circulantes des formes solubles de 

VCAM-1 et ICAM-1 a également été mise en évidence chez des sujets recevant en moyenne, 

respectivement, 1,2 à 2,5 g par jour d’AGPI3-LC (Miles et al., 2001; Yang et al., 2012). De 

plus, une étude ex-vivo sur monocytes issus de patients recevant 1,8 g par jour d’EPA+DHA a 

rapportée une diminution de l’adhésion de ces monocytes aux cellules endothéliales en culture 

(Luu et al., 2007). 

 

  III-2-2- Mécanismes d’action 

 

 Les mécanismes d’action moléculaires par lesquels les AGPI3-LC limitent la 

dysfonction endothéliale ont principalement été mis en évidence par des études réalisées in 

vitro sur cellules endothéliales, sur cellules musculaires lisses et sur cellules immunitaires 

(monocytes et macrophages). 



 

 

 
 

 
 

Figure 22 : Modification de la FMD de l’artère brachiale chez des sujets 

recevant un traitement placebo ou des AGPI3-LC  

(Goodfellow et al., 2000) 

 

 

FMD = dilatation artérielle médiée par le flux exprimée en changement absolu 

(mm) par rapport au diamètre de base. 

* p<0,05 (comparaison pré et post-traitement dans le groupe AGPI3-LC) 

** p<0,05 (comparaison post-traitement groupe placebo versus AGPI3-LC) 
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   III-2-2-1- Production d’oxyde nitrique 

 

 Comme décrit précédemment, les AGPI3-LC améliorent la fonction endothéliale 

notamment par une augmentation de la production d’oxyde nitrique. Cet effet a également été 

mis en évidence in vitro sur cellules endothéliales (Okuda et al., 1997; Omura et al., 2001) et 

sur cellules musculaires lisses (Hirafuji et al., 2002; Schini et al., 1993). Sur cellules 

endothéliales traitées avec de l’EPA il a été rapporté que la production accrue d’oxyde 

nitrique s’accompagne de l’activation de l’enzyme eNOS (endothelial nitric oxide synthase) 

nécessaire à sa synthèse. A l’état inactif l’eNOS est liée à la cavéoline-1 dans la membrane 

cellulaire. L’EPA stimule sa dissociation de la caévoline-1 et sa translocation dans le cytosol 

permettant ainsi son activation (Omura et al., 2001) (Figure 23). De plus, une étude sur 

cellules endothéliales traitées avec du DHA rapporte une augmentation à la fois de 

l’expression et de l’activité de l’eNOS. Le DHA entraîne l’augmentation de l’expression de 

l’eNOS (forme totale et phosphorylée) ainsi que celle de deux protéines impliquées dans 

l’activation de cette enzyme : l’Akt sous sa forme phosphorylée et la HSP90 (heat shock 

protein 90 kDa) (Stebbins et al., 2008). Dans les cellules musculaires lisses, la production 

accrue d’oxyde nitrique est liée à une augmentation de l’expression génique et protéique de 

l’enzyme iNOS (inductible nitric oxide synthase) généralement en réponse à un stimulus 

inflammatoire. Les AGPI3-LC et le DHA en particulier augmentent de façon modérée 

l’expression de la iNOS via l’activation de la kinase p44/42 MAPK (mitogen-activated 

protein kinase) (Hirafuji et al., 2002) (Figure 24). Même si une surproduction d’oxyde 

nitrique dans les cellules musculaires lisses via la iNOS peut être néfaste, la production 

modérée associée au DHA a été considérée comme protectrice vis-à-vis de la dysfonction 

endothéliale (Hirafuji et al., 2003). 

 

   III-2-2-2- Adhésion des leucocytes aux cellules endothéliales 

 

 Des études d’exposition aux AGPI3-LC réalisées in vitro (De Caterina et al., 1994; 

Hughes et al., 1996; Weber et al., 1995) ou in vivo sur des animaux nourris avec de l’huile de 

poisson (Miles et al., 2000) ont mis en évidence une diminution d’expression de la plupart des 

molécules d’adhésion à la surface des monocytes (Hughes et al., 1996), des macrophages 

(Miles et al., 2000) ou des cellules endothéliales (De Caterina et al., 1994; Weber et al., 

1995). 



 

 
 

A        B 

                              
Figure 23 : Activation de l’enzyme eNOS et production de NO suite à 

l’exposition de cellules endothéliales humaines à l’EPA 

(Omura et al., 2001) 

 

(A) Quantification de la dissociation membranaire de l’eNOS marquée par 

immunohistochimie. BK = bradykinine, stimule la dissociation membranaire de 

l’eNOS et donc son activation. 

* p<0,05 versus control 

** p<0,01 versus control 

 

 

                   
Figure 24 : Expression protéique de l’enzyme iNOS et production de NO dans 

des cellules musculaires lisses exposées à l’EPA ou au DHA 

(Hirafuji et al., 2002&2003) 

 

* p<0,05 versus IL-1 

** p< 0,01 versus control ou IL-1 
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Certaines études in vitro ont également rapporté une diminution de l’adhésion des leucocytes 

aux cellules endothéliales (De Caterina et al., 1994; De Caterina & Libby 1996;Yates et al., 

2011) (Figure 25). Concernant les mécanismes d’action moléculaire, la plupart des études 

suggèrent que l’impact des AGPI3-LC sur l’expression des molécules d’adhésion serait 

dépendant de la voie de signalisation de NFB (nuclear factor-kappa B) (De Caterina & 

Zampolli 2001). En effet, des monocytes humains traités avec de l’EPA (Zhao et al., 2004b) 

et des macrophages murins traités avec des AGPI3-LC (Novak et al., 2003) présentent une 

réduction de l’activation de NFB suite à une réduction de la phosphorylation d’IB (nuclear 

factor of  light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor). De la même manière, le 

DHA est capable de réduire la phosphorylation d’IB et ainsi l’activation de NFB sur 

macrophages murins en culture (Lee et al., 2001) et cellules dendritiques de souris (Weatherill 

et al., 2005). Les AGPI3-LC diminuent donc l’expression des molécules d’adhésion et par 

conséquent l’adhésion des leucocytes aux cellules endothéliales via une modulation de la voie 

de signalisation de NFB. Le mécanisme d’action par lequel les AGPI3-LC interagissent 

avec NFB n’est pas complètement élucidé mais il pourrait impliquer les métabolites 

oxygénés produits par voie enzymatique et non-enzymatique (cf. Chapitre V). En effet, 

plusieurs études in vitro utilisant divers modèles de cellules endothéliales et macrophages ont 

montré que les métabolites peroxydés issus des AGPI3-LC inhibent la voie NFB (Sethi et 

al., 1996) (Brooks et al., 2011; Mishra et al., 2004; Musiek et al., 2008; Sethi et al., 2002), et 

donc par conséquent la production des molécules d’adhésion. Cet effet pourrait passer par 

l’activation de PPAR (Mishra et al., 2004; Sethi et al., 2002) ou l’inactivation de la kinase 

IKK (IB kinase) indispensable à la libération du facteur NFB et à sa translocation au niveau 

nucléaire (Brooks et al., 2011; Musiek et al., 2008).  

 

 III-3- Impact sur l’inflammation 

 

  III-3-1- Constat épidémiologique 

 

 La mise en évidence des effets anti-inflammatoires des AGPI3-LC chez l’Homme 

dépend grandement des marqueurs analysés et aussi du compartiment d’analyse. En effet, une 

récente revue de synthèse incluant 22 études d’intervention conclut que les effets des 

AGPI3-LC sur les marqueurs circulants de l’inflammation ne sont pas clairement établis 

(Myhrstad et al., 2011). Ceci suggère que les effets au niveau systémique sont soit 



 

 

 
 

 

 

A 

 

 
 

B 

 
 

Figure 25 : Expression d’E-sélectine, VCAM-1 et adhésion des neutrophiles à la 

surface de cellules endothéliales humaines traitées avec des AGPI3-LC 

(De Caterina et al., 1994 & Yates et al., 2011) 

 

* p<0,05 versus EPA 
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relativement faibles soit difficiles à appréhender. Ceci peut être lié à une grande variabilité 

interindividuelle et à des cinétiques de production des marqueurs systémiques de 

l’inflammation qui est un paramètre critique trop rarement intégré dans l’analyse des résultats. 

A ceci s’ajoute les limites habituelles des études d’intervention (dose, durée, nombre de 

sujets) qui engendrent souvent une grande variabilité et aussi un faible niveau de 

significativité des résultats (Myhrstad et al., 2011). Néanmoins, quelques études rapportant les 

niveaux circulants de protéine C-réactive, d’IL-6 et des formes solubles des molécules 

d’adhésion VCAM-1 et ICAM-1 au niveau plasmatique sont concluantes (Thies et al., 2001; 

Tsitouras et al., 2008; Yusof et al., 2008). Par ailleurs, la méta-analyse de Goldberg portant 

sur l’impact d’une supplémentation en AGPI3-LC sur les douleurs articulaires chez des 

patients atteints d’arthrite rhumatoïde conforte elle aussi les effets anti-inflamamtoires des 

AGPI3-LC (Goldberg & Katz 2007). Ceci suggère aussi que les AGPI3-LC auraient 

surtout une action au niveau local. Ceci a d’ailleurs clairement été mis en évidence dans 

l’étude de Thies qui rapporte une réduction significative de l’infiltration des macrophages au 

niveau de la plaque d’athérome chez des sujets ayant reçu 1,4 g par jour d’AGPI3-LC (Thies 

et al., 2003). Cette réduction de l’infiltration macrophagique au niveau de la plaque 

d’athérome a également été mis en évidence sur modèles animaux (Nakajima et al., 2011; 

Wang et al., 2009). De plus, une étude réalisée in vivo sur aorte de souris ApoE
-/-

 rapporte une 

réduction de l’expression des MMP-2 et -9 et confirme ainsi l’action locale des AGPI3-LC 

au niveau vasculaire (Matsumoto et al., 2008). 

 

  III-3-2- Mécanismes d’action  

 

 Globalement, les AGPI3-LC exercent leurs effets anti-inflammatoires en régulant le 

recrutement des cellules immunitaires et en modérant leur activité pro-inflammatoire. Ces 

deux actions majeures sont induites par des mécanismes moléculaires communs qui incluent 

d’une part une modification des profils en médiateurs lipidiques et d’autre part une 

modulation de l’expression des gènes de l’inflammation.  

 

   III-3-2-1- Effet sur la chimiotaxie des cellules immunitaires  

 

 La chimiotaxie est le processus par lequel les leucocytes vont migrer vers un site 

d’inflammation en réponse à la sécrétion de chimioattractants au niveau de ce site. Plusieurs 

essais ont rapporté une diminution de la chimiotaxie des neutrophiles et des monocytes 
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humains après une supplémentation en AGPI3-LC même si les doses de supplémentation 

utilisées dans ces études sont critiquables (4 à 15 g par jour) (Schmidt et al., 1989; Schmidt et 

al., 1992; Sperling et al., 1993). Une étude dose-réponse a mis en évidence qu’une diminution 

maximale de la chimiotaxie apparaît avec un apport de 1,3 g par jour d’EPA+DHA (Schmidt 

et al., 1991). Les mécanismes par lesquels les AGPI3-LC diminuent la chimiotaxie ne sont 

pas complètement élucidés mais ils sont en partie liés à une réduction de la production des 

chimioattractants tel que le leucotriène B4. En effet, la production de ce chimioattractant est 

réduite de 58 % dans les monocytes issus de sujets recevant 5,4 g d’EPA+DHA (Lee et al., 

1985) et de 75% dans les cellules mononucléaires de sujets recevant 6 g par jour de DHA 

(Kelley et al., 1999). Egalement, comme discuté précédemment, les AGPI3-LC diminuent 

l’expression des molécules d’adhésion contribuant ainsi à un moindre recrutement des 

leucocytes au niveau du site d’inflammation. Pour aller plus loin dans la compréhension des 

mécanismes d’action des AGPI3-LC sur ces cibles, il faut encore une fois s’intéresser aux 

métabolites oxygénés qui ont été identifiés comme d’importants contributeurs dans 

l’inhibition de la chimiotaxie. Ces effets seront plus amplement décrits dans le chapitre V 

mais on peut simplement noter que les résolvines, protectines et marésines issus du 

métabolisme enzymatique de l’EPA et du DHA (cf. Chapitre IV-1-2) induisent un moindre 

recrutement des neutrophiles au niveau du site inflammatoire (Spite & Serhan 2010). De plus, 

il a été rapporté que la résolvine E1 issue de l’EPA est un agoniste du récepteur au leucotriène 

B4 et peut donc entrer en compétition avec cette molécule bloquant ainsi son activité 

chimioattractante (Arita et al., 2007).  

 

   III-3-2-2- Effet sur l’activité des cellules immunitaires  

 

 Des études in vitro sur cellules endothéliales humaines et sur monocytes ont rapporté 

une réduction de la production des cytokines pro-inflammatoires IL-6 et IL-8 ainsi qu’une 

moindre production de TNFsuite à un traitement aux AGPI3-LC (De Caterina et al., 

1994; Novak et al., 2003) (Figure 26). De même, des macrophages issus de souris nourries 

avec un régime enrichi en huile de poisson présentent une diminution de la production de 

TNF-, IL-1 et IL-6 (Yaqoob & Calder 1995). Enfin, plusieurs études réalisées chez des 

sujets sains suppplémentés en AGPI3-LC (2,4 à 9 g par jour) ont démontré une réduction de 

la production de ces trois mêmes cytokines par les monocytes (Caughey et al., 1996; Meydani 

et al., 1991) ainsi qu’une réduction du niveau d’expression de MCP-1 (Baumann et al., 1999) 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 26 : Effet du DHA sur la sécrétion des cytokines IL-6 et IL-8 par les 

cellules endothéliales humaines 

(De Caterina et al., 1994) 

 

* p<0,01 versus control stimulé avec IL-1
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(Figure 27). Les AGPI3-LC peuvent également exercer leur rôle anti-inflammatoire en 

diminuant la production d’eicosanoïdes pro-inflammatoires issus de l’acide arachidonique 

(Calder 2012b). En effet, des études réalisées sur monocytes, neutrophiles ou plus 

globalement sur l’ensemble des cellules mononuclées issues de sujets supplémentés en huile 

de poisson (9 g par jour) ou EPA+DHA (3,2 g + 2,2 g par jour) rapportent une réduction de la 

production de prostaglandine E2, de thromboxane B2 (Caughey et al., 1996) et de leucotriène 

B4, (Lee et al., 1985). Des cellules mononuclées de sujets recevant uniquement du DHA (6 g 

par jour) présentent également des taux de prostaglandine E2 et de leucotriène B4 diminués, 

respectivement de 60 et 75% (Kelley et al., 1999). La réduction de la production de ces 

eicosanoïdes pro-inflammatoires issus de l’acide arachidonique se fait au profit d’une 

augmentation d’eicosanoïdes biologiquement moins actifs issus de l’EPA tels que le 

leucotriène B5 ou la prostaglandine E3 (cf. Chapitre V-1-1). En effet, une augmentation de la 

production de leucotriène B5 a été mise en évidence sur macrophages issus de souris nourries 

avec un régime enrichi en huile de poisson (Chapkin et al., 1991) et sur neutrophiles humains 

provenant de sujets supplémentés en EPA+DHA (3,2 g + 2,2 g par jour) (Lee et al., 1985). Le 

leucotriène B5 est 10 à 100 fois moins actif sur la chimiotaxie des neutrophiles par rapport au 

leucotriène B4 (Goldman et al., 1983; Lee et al., 1984). De même, Bagga et al., ont rapporté 

une induction de la synthèse d’IL-6 dans les macrophages murins moins importante en 

présence de la prostaglandine E3 par rapport à la prostaglandine E2 (Bagga et al., 2003). 

Encore une fois, d’autres types de métabolites oxygénés d’origine enzymatique ou non-

enzymatique contribuent à la réduction de la production de cytokines pro-inflammatoires 

comme ceci sera développé dans le chapitre V.  

Il est intéressant de noter que les effets sur la chimiotaxie ou sur l’activité pro-inflammatoire 

décrits ci-dessus pourraient s’expliquer par un changement de polarisation des 

macrophages comme cela a été récemment suggéré par le groupe de Clària. Cette équipe a en 

effet montré que le DHA et son métabolite oxygéné enzymatique, la résolvine D1, étaient 

associés à une modification du phénotype des macrophages du tissu adipeux (Titos et al., 

2011). Ainsi, le DHA serait capable d’induire une polarisation des macrophages de type M1 

pro-inflammatoires vers des macrophages de type M2 impliqués dans la résolution de 

l’inflammation. Ce « switch » phénotypique pourrait expliquer les effets anti-inflammatoires 

des AGPI3-LC et plus largement la réduction de la production d’espèces oxygénées 

réactives, l’inhibition des processus de présentation de l’antigène et l’augmentation de la 

capacité de phagocytose associées aux AGPI3-LC et caractéristiques des macrophages de 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 27 : Niveau d’expression de MCP-1 dans des monocytes humains issus 

de sujets supplémentés en huile de poisson 

(Baumann et al., 1999) 

 

* p<0,05 versus control
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type M2. A notre connaissance, cette étude est la première a abordé l’impact de la nutrition 

lipidique sur la polarisation des macrophages qui pourrait être une piste intéressante dans le 

contexte de l’athérosclérose.  

Comme indiqué en introduction de ce chapitre « inflammation », les effets anti-

inflammatoires des AGPI3-LC peuvent s’expliquer par deux grands mécanismes communs : 

d’une part une modification des profils en médiateurs lipidiques et d’autre part une 

modulation de l’expression des gènes de l’inflammation. Ces deux mécanismes sont eux-

mêmes probablement en grande partie induits par l’incorporation des AGPI3-LC au niveau 

des phospholipides membranaires des cellules immunitaires (Calder 2007) (Figure 28). En 

effet, cette modification de composition des membranes engendre de fortes modifications de 

fluidité membranaire et de fonctionnalité des radeaux lipidiques qui elles mêmes peuvent 

induire de fortes modulations des voies de signalisation. Ces modulations d’expression 

génique peuvent aussi être liées à une interaction directe des AGPI3-LC et/ou de leurs 

métabolites avec des récepteurs membranaires. Enfin, les AGPI3-LC et/ou leurs métabolites 

peuvent aussi interagir au niveau intracellulaire avec de nombreux facteurs de transcription 

engendrant ainsi la modification de l’expression des gènes (Mozaffarian & Wu 2011). 

 

*Modification du profil en médiateurs lipidiques  

 

 La modification du profil en eicosanoïdes induite par une supplémentation en 

AGPI3-LC s’exerce à deux niveaux. Il existe d’une part une compétition « physique » 

entre les AGPI3-LC et l’acide arachidonique au niveau de leur incorporation en position sn-

2 des phopholipides membranaires et d’autre part une compétition « métabolique » entre 

l’EPA et l’acide arachidonique en tant que substrat des enzymes cyclo-oxygénase (COX) et 

lipoxygénase (LOX) (cf. Chapitre V-1). Par ailleurs, les AGPI3-LC inhibent l’expression 

génique de la COX-2 ce qui contribue encore à diminuer la production d’eicosanoïdes pro-

inflammatoires. Les phospholipides membranaires des cellules immunitaires (neutrophiles, 

lymphocytes, monocytes) issus de sujets ayant un régime alimentaire de type occidental sont 

particulièrement riches en acide gras oméga-6 et notamment en acide arachidonique (5-10% 

des acides gras) et contiennent très peu d’AGPI3-LC, EPA et DHA (respectivement 0,5-1% 

et 2-4%) (Calder 2012b). Une augmentation de la consommation en AGPI3-LC, EPA et 

DHA, accroît la proportion de ces acides gras dans les phospholipides membranaires de 

cellules immunitaires aux dépens de l’acide arachidonique, et ce de manière dose-dépendante 



 

 
 

 

Figure 28 : Mécanismes par lesquels une modification d’apport en acides gras 

peut affecter la réponse immunitaire 

(d’après Calder 2007) 

  
 

Figure 29 : Relation, dose-dépendante, entre la consommation d’huile de thon et 

la quantité d’EPA, DHA et acide arachidonique dans les phospholipides 

membranaires de neutrophiles humains 

(Calder 2006) 
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(Healy et al., 2000) (Figure 29). Ainsi, la réduction des prostaglandines et thromboxanes de 

la série 2 et de leucotriènes de la série 4, est en partie due à une moindre quantité d’acide 

arachidonique, substrat nécessaire à leur synthèse (Calder 2012b). Par ailleurs, l’EPA réduit 

aussi la synthèse d’eicosanoïdes de l’acide arachidonique en entrant en compétition avec lui 

vis-à-vis de la COX et de la LOX. Il faut noter que les eicosanoïdes produits à partir de l’EPA 

ont une structure différente de ceux provenant de l’acide arachidonique (prostaglandine E3 

plutôt que prostaglandine E2 et leucotriène B5 plutôt que leucotriène B4) (Calder 2012b) et 

sont biologiquement moins actifs. Cette moindre activité biologique peut être due au fait que 

les récepteurs des eicosanoïdes ont moins d’affinité pour les eicosanoïdes issus de l’EPA par 

rapport à ceux provenant de l’acide arachidonique (Calder 2013). Comme indiqué plus haut, 

l’EPA et le DHA vont aussi être métabolisés en résolvines, protectines et marésines (cf. 

Chapitre IV-1-2) qui sont des métabolites oxygénés enzymatiques très impliqués dans la 

résolution de l’inflammation (Spite & Serhan 2010) (Figure 30). Enfin, même si 

l’identification des autres métabolites issus des AGPI3-LC est encore assez limitée, des 

travaux récents indiquent clairement que l’EPA et le DHA génèrent de nombreux autres 

métabolites oxygénés enzymatiques (oxylipines, …) (Shearer et al., 2010; Shearer & 

Newman 2009) ou non-enzymatiques (Gao et al., 2006; Gladine et al., 2011; Roberts et al., 

1998) (cf. Chapitre IV) contribuant très probablement aux effets anti-inflammatoires des 

AGPI3-LC. L’ensemble des données relatives à la bioactivité des métabolites des AGPI3-

LC sera développé dans le chapitre V.  

 

*Modulation de l’expression des gènes de l’inflammation  

 

 Une grande partie des effets des AGPI3-LC sur l’expression des gènes de 

l’inflammation est attribuable à leur interaction directe ou indirecte avec la voie de 

signalisation de NFB. NF est un facteur de transcription régulant l’expression des gènes 

codant pour des protéines impliquées dans la réponse inflammatoire incluant notamment la 

COX-2, iNOS, les cytokines (IL-1, IL-6, IL-8, …) et les molécules d’adhésion (E-sélectine, 

ICAM-1, VCAM-1, …) (Kumar et al., 2004). A l’état inactif, NFB est séquestré dans le 

cytoplasme par la protéine inhibitrice IB. La phosphorylation d’IB par la kinase IKK en 

réponse à un stimulus inflammatoire (cytokines, endotoxine bactérienne, UV, stress oxydant) 

entraîne la dégradation d’IB par le protéasome permettant ainsi la translocation nucléaire de 

NFB et l’activation de la transcription de ses gènes cibles (Calder 2012a) (Figure 31). 



 

 
 

 

 
 

Figure 30 : Synthèse et effet des médiateurs lipidiques enzymatiques dérivés de 

l’acide arachidonique, de l’EPA et du DHA 

(Calder 2011) 

 

LT = leucotriènes, PG = prostaglandines 

 

 

 

 

Figure 31 : Voie d’activation de NFB 

(d’après Calder 2011) 
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L’inactivation de NFB par les AGPI3-LC peut être réalisée à différents niveaux. Le 

premier site d’action des AGPI3-LC se situe au niveau de la phosphorylation d’IB qui est 

diminuée en présence d’AGPI3-LC (Novak et al., 2003; Zhao et al., 2004b). De façon 

intéressante, le groupe de Sethi en 1996 a été le premier à suggérer que cet effet pourrait être 

médié par les dérivés peroxydés des AGPI3-LC (Sethi et al., 1996). Plus tard, le groupe de 

Morrow a clairement montré que cet effet serait en partie attribuable à certains dérivés 

peroxydés de l’EPA et du DHA à savoir les A3/J3-Isoprostanes et les A4/J4-Neuroprostanes, 

via la formation d’adduits protéiques sur IKK engendrant son inactivation (Brooks et al., 

2011; Musiek et al., 2008). Les AGPI3-LC peuvent également inhiber l’activation de NFB 

via PPAR. En effet, l’activation de PPAR par les AGPI3-LC engendre une trans-

répression de NFB via une interaction protéine-protéine modulant son activité (Rigamonti et 

al., 2008). Ainsi, une fois activé par ses ligands, dont les AGPI3-LC font partie, le facteur 

de transcription PPAR peut interagir physiquement avec NFB empêchant ainsi sa 

translocation nucléaire et l’expression de ses gènes cibles (Calder 2012a) (Figure 32). Un 

troisième niveau d’action des AGPI3-LC se situe au niveau des récepteurs membranaires et 

plus précisément de TLR4 (toll-like receptor 4), GPR120 (récepteur 120 couplé aux protéines 

G) ou encore IL-1R (interleukin-1 receptor) qui sont tous trois impliqués dans la signalisation 

de l’inflammation dépendante de NFB. Concernant le TLR4, plusieurs études ont montré 

que les AGPI3-LC empêcheraient son activation par le LPS (Lee et al., 2003; Lee et al., 

2001; Shi et al., 2006). Ceci serait lié à une inhibition de la dimérisation et du recrutement de 

TLR4 au niveau des radeaux lipidiques (Wong et al., 2009). L’activation du récepteur 120 

couplé aux protéines G (GPR120) par les AGPI3-LC est quant à elle associée à la rétention 

d’IB au niveau cytosolique (Oh et al., 2010). Enfin, l’interaction des AGPI3-LC ou de 

leurs métabolites avec d’autres protéines membranaires telles que la NADPH oxydase ou la 

PKC (protéine kinase C) serait aussi indirectement liée à l’inhibition de la voie NFB comme 

illustré en Figure 33 (Massaro et al., 2008). 



 

 
 

 
 

Figure 32 : Effet des AGPI3-LC sur les facteurs de transcription NFB et 

PPARs 

(d’après Calder 2012a) 

NFB RE = éléments de réponse à NFB 

 

Figure 33 : Mécanismes d’action des AGPI3-LC 

(d’après Jump et al., 2012) 
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Les effets athéroprotecteurs des AGPI3-LC s’expliquent donc en grande partie par leur 

capacité à prévenir l’hypertriglycéridémie et la dysfonction endothéliale et au contrôle de 

l’inflammation particulièrement marqué au niveau local. Il faut noter la multiplicité des 

cibles tissulaires, cellulaires et moléculaires (Figure 34) qui rend la compréhension des 

mécanismes d’action des AGPI3-LC difficile. La complexité s’accroît encore s’il l’on 

considère l’ensemble les métabolites oxygénés susceptibles de contribuer aux effets des 

AGPI3-LC. On peut donc imaginer que notre vision des modifications induites par les 

AGPI3-LC, notamment au niveau de l’expression génique, reste encore très limitée tant sur 

l’identification des gènes cibles que sur la nature des molécules effectrices qui ne sont pas 

forcément les AGPI3-LC sous leur forme native.  

 

 

Figure 34 : Schéma représentant la multiplicité des cibles tissulaires, cellulaires 

et moléculaires des AGPI3-LC 
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IV- Métabolisme oxygéné des AGPI3-LC 

 

 Contrairement à d’autres types d’acides gras principalement dédiés à la production 

d’énergie via la -oxydation, les AGPI en général et les AGPI3-LC en particulier servent de 

précurseurs à de nombreux métabolites oxygénés biologiquement actifs produits via des 

processus d’oxydation enzymatique et non-enzymatique et globalement identifiés sous le 

terme d’oxylipines (Maskrey et al., 2013). 

 

 IV-1- Oxygénation par voie enzymatique 

 

 Les dérivés oxygénés des AGPI3-LC issus de la voie enzymatique sont générés par 

trois grandes classes principales d’enzyme : les COX, les LOX et les cytochromes P450 

(CYP450). D’autres métabolites tels que des alcools, diols et époxides peuvent aussi être 

produits par l’action indépendante et coordonnée d’enzymes incluant des lipooxygénases, 

peroxidases, alcool déshydrognéases, époxygénases et époxides hydrolases (Shearer & 

Newman 2009). Pour être pris en charge par ces enzymes, les AGPI3-LC doivent au 

préalable être libérés des phospholipides membranaires par l’action de la phospholipase A2 

cytosolique (cPLA2) (Strassburg et al., 2012). Les COX sont retrouvées sous deux formes 

différentes : la forme constitutive retrouvée dans la majorité des cellules (COX-1) et la forme 

inductible par des facteurs pro-inflammatoires qui est retrouvée notamment dans les cellules 

endothéliales vasculaires, cellules musculaires lisses et cellules inflammatoires (COX-2) (Vila 

2004). Les COX sont insérées dans le reticulum endoplasmique et dans la membrane 

nucléaire de façon à fixer l’acide gras libéré par la cPLA2 (Funk 2001). Concernant les LOX, 

trois isoformes principales sont présentes chez l’Homme (5-LOX, 12/15-LOX et 12-LOX) et 

sont différentiellement et fortement exprimées dans les cellules immunitaires. La 5-LOX est 

principalement exprimée dans les leucocytes ; la 12/15-LOX dans les éosinophiles, 

monocytes et cellules épithéliales alors que la 12-LOX est restreinte aux plaquettes sanguines 

(Maskrey et al., 2013). Les CYP450 représentent une importante famille d’enzymes 

regroupant des centaines de cytochromes différents. Il est important de noter que 

contrairement à l’acide arachidonique et à l’EPA, le DHA n’est pas substrat des COX, alors 

que ces trois AGPI sont substrats des LOX (Jump et al., 2012) suggérant des orientations 

métaboliques vers d’autres voies.  



                                                                                                                  Revue bibliographique 

51 
 

  IV-1-1- Les eicosanoïdes 

 

 Les eicosanoïdes sont de loin les métabolites oxygénés les plus précisément identifiés 

in vivo et les plus largement étudiés, en particulier ceux issus de l’acide arachidonique 

(Strassburg et al., 2012). Ils incluent les prostaglandines (PGs) et les thromboxanes (TXs) 

générés par les COX et également les leucotriènes (LTs) générés par les LOX. Comme 

indiqué précédemment, l’acide arachidonique est un substrat préférentiel de ces enzymes mais 

l’EPA peut aussi être métabolisé par cette voie qui va ainsi produire des prostanoïdes de la 

série 3 et des leucotriènes de la série 5 (Calder 2012b). Plus précisément, l’EPA est converti 

en prostaglandine G3 (PGG3) puis en prostaglandine H3 (PGH3) via la voie de la COX. La 

prostaglandine H3 va permettre d’une part la formation d’autres prostaglandines de la série 3 

(PGE3, PGF3, PGD3) par l’action de synthases spécifiques et d’autre part la formation de 

thromboxanes (TXA3, TXB3) et prostacyclines (PGI3). L’EPA peut également être converti, 

via la 5-LOX, en acide 5-hydropéroxy-eicosapentaénoïque (5-HpEPE) permettant la 

formation de leucotriènes de la série 5 (LTA5, LTB5, LTC5, LTD5, LTE5) (Figure 35).  

 

  IV-1-2- Les résolvines, protectines et marésines 

 

 Plus récemment, de nouveaux médiateurs lipidiques produits à partir de l’EPA et du 

DHA via l’action des LOX, ont été mis en évidence par le groupe de Serhan (Serhan et al., 

2000). Parmi ceux-ci, trois familles distinctes ont été identifiées : les résolvines, les 

protectines et les marésines.  

 

   IV-1-2-1- Les résolvines 

 

 Les résolvines (ou « resolution-phase interaction products) sont des composés di- et 

tri- hydroxylés biosynthétisées à partir de l’EPA et du DHA (Hong et al., 2003). On retrouve 

ainsi les membres de la série E (RvE) issus de l’EPA et les membres de la série D (RvD) issus 

du DHA (Serhan et al., 2008).  

 

La famille des résolvines E contient notamment la RvE1 et la RvE2. La RvE1 est le premier 

membre à avoir été mis en évidence et étudié en détail. Sa structure a été entièrement 

caractérisée, il s’agit de l’acide 5(S),12(R),18(R),trihydroxy-6Z,8E,10E,14Z,16E-EPA. Il a 

été rapporté que la RvE2 serait synthétisée dans des proportions plus importantes que la RvE1 



 

 
 

 

Figure 35 : Biosynthèse des eicosanoïdes dérivés de l’EPA 
(d’après Strassburg et al., 2012) 
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(Tjonahen et al., 2006). La synthèse de ces deux résolvines nécessite tout d’abord la 

conversion de l’EPA en acide 18-hydroxy-eicosapentaénoïque (18-HEPE) par la cytochrome 

P450 mono-oxygénase. Cet intermédiaire est ensuite transformé par la 5-LOX en 5(S)-

hydropéroxy-18-HEPE. Ce dernier, peut donner via la 5-LOX un époxyde intermédiaire 

(5(S),6-époxy-18-HEPE) précurseur de la RvE1 ou subir une réduction donnant la RvE2 

(Arita et al., 2005; Tjonahen et al., 2006) (Figure 36).  

 

Le DHA est précurseur des résolvines de la série D (17(S)-résolvines) regroupant quatre 

membres notés RvD1 à RvD4. La structure de la RvD1 a été caractérisée, il s’agit de l’acide 

7(S),8(R),17(S),trihydroxy-4Z,9E,11Z,13Z,15E,19Z-DHA. La synthèse de ces résolvines se 

fait via l’intervention successive de deux enzymes, la 15-LOX et la 5-LOX. Le DHA est tout 

d’abord converti en acide 17(S)-hydropéroxy-docosahexaénoïque (17(S)-HpDHA) par la 15-

LOX. Ce dernier va être métabolisé par la 5-LOX pour produire des intermédiaires 7(S),8-

époxy-17(S)-hydroxy-docosahexaénoïque (7(S),8-époxy-17(S)-HDHA) et 4(S),5-époxy-

17(S)-HDHA qui seront, respectivement, hydrolysés de manière enzymatique en RvD1 et 

RvD2 et en RvD3 et RvD4 (Kohli & Levy 2009; Serhan et al., 2002) (Figure 37). 

 

   IV-1-2-2- Les docosatriènes : protectines et marésines 

 

 Les docosatriènes sont une famille de médiateurs lipidiques issus du DHA qui se 

distinguent par la présence d’un triène conjugué dans leur structure. Cette famille regroupe 

des composés di-hydroxylés nommés protectines et marésines (Serhan et al., 2008; Spite & 

Serhan 2010).  

 

Les protectines sont biosynthétisées via un mécanisme faisant intervenir la 15-LOX qui va 

convertir le DHA en un intermédiaire le 17(S)-HpDHA. Ce dernier sera rapidement converti 

en 16(17)-époxyde qui, via une hydrolyse enzymatique, formera le 10,17-dihydroxy-

docosahexaénoïque (10,17-diHDHA) également appelé 10,17(S)-docosatriène. Sa structure 

est la suivante : acide 10(R),17(S),dihydroxy-4Z,7Z,11E,13E,15Z,19Z-DHA (Figure 38). Ce 

composé est aujourd’hui connu sous le nom de protectine D1 (PD1) en raison de sa forte 

activité protectrice dans l’inflammation (Kohli & Levy 2009; Serhan et al., 2008). Plusieurs 

isomères de la PD1 ont été identifiées dont la PDX (10(S),17(S),dihydroxy-

4Z,7Z,11E,13Z,15E,19Z-DHA) qui a été découverte en 2005 par Butovich (Butovich 2005) et



 

 
 

 
 

Figure 36: Biosynthèse des résolvines de la série E dérivées de l’EPA 

(d’après Kohli & Levy 2009) 

 

Figure 37 : Biosynthèse des résolvines de la série D dérivées du DHA 

(d’après Kohli & Levy 2009)
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dont la structure et la détermination de la configuration absolue du centre C10 ont été 

confirmées récemment par Chen et al., (Chen et al., 2011). 

 

Les marésines (macrophage mediators in resolving inflammation) sont des médiateurs 

lipidiques qui ont été identifiés récemment par l’équipe de Serhan en 2009. Ils ont été mis en 

évidence dans les macrophages pendant la phase de résolution de l’inflammation et résultent 

de la conversion enzymatique du DHA. Le composé majeur de cette famille est la marésine 1 

(MaR1). Sa biosynthèse fait au préalable intervenir la conversion du DHA en acide 14(S)-

HpDHA probablement par la 12-LOX. Cet intermédiaire est ensuite converti 

enzymatiquement en 13(14)-époxyde qui sera hydrolysé par voie enzymatique via un cation 

carbonium pour donner la MaR1 ou acide 7,14(S),dihydroxy-4Z,8E,10E,12Z,16Z,19Z-DHA. 

Un isomère de la MaR1, le 7(S),14(S)-diHDHA, peut également être formé par un mécanisme 

de double dioxygénation (action séquentielle de la 12-LOX et de la 5-LOX). Cependant il a 

été rapporté que la bioactivité de cet isomère est moins importante que celle de l’acide 

7(S),14(S),dihydroxy-4Z,8E,10Z,12E,16Z,19Z-DHA (Serhan et al., 2009; Spite & Serhan 

2010) (Figure 39). 

 

  IV-1-3- Autres métabolites enzymatiques oxygénés 

 

 D’autres métabolites oxygénés issus de l’EPA et du DHA ont également été mis en 

évidence. Ils sont générés par l’action des cytochromes P450s, des époxydes hydrolases et des 

LOX conduisant respectivement à la formation d’époxydes, de diols et d’alcools. 

L’EPA va ainsi être converti par la CYP450 époxygénase en acides époxy-

eicosatétraénoïque (EpETE) [5,(6) ; 8,(9) ; 11,(12) ; 14,(15) ; 17,(18)] qui seront ensuite 

hydrolysés par des époxydes hydrolases en acides dihydroxy-eicosatétraénoïque (DiHETE). 

Le DHA sera quant à lui converti en acides époxy-docosapentaénoïque (EpDoPE) [4,(5) ; 

7,(8) ; 10,(11) ; 13,(14) ; 16,(17) ; 19,(20)] qui seront ensuite hydrolysés par des époxydes 

hydrolases en acides dihydroxy-docosapentaénoïque (DiHDoPE) (Shearer et al., 2010) 

(Figure 40). L’EPA et le DHA peuvent également servir de substrat aux LOX ainsi qu’à 

d’autres enzymes (glutathione peroxydase par exemple) conduisant à la production d’alcools. 

Les acides hydroxy-eicosapentaénoïque (HEPE) (5-HEPE, 12-HEPE et 15-HEPE) issus de 

l’EPA et les acides hydroxy-docosahexaénoïque (HDoHE ou HDHA) (4-HDHA, 7-HDHA, 

11-HDHA, 14-HDHA et le 17-HDHA) issus du DHA pourront eux-mêmes servir de substrat  



 

 
 

 

Figure  38: Biosynthèse de la protectine D1 dérivée du DHA 

(d’après Kohli & Levy 2009) 

 

 

 

 
Figure 39 : Biosynthèse de la marésine 1 dérivée du DHA 

(d’après Serhan et al., 2009) 
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à d’autres enzymes pour produire d’autres types de métabolites (cétones par exemple) 

(Shearer et al., 2010). Il est important de noter que les alcools (hydroperoxydes) issus de 

l’EPA et du DHA peuvent également être générés de manière non-enzymatique (voie de la 

peroxydation lipidique) (Shearer et al., 2010). 

 

 IV-2- Oxygénation par voie non-enzymatique : la peroxydation lipidique 

 

 La peroxydation lipidique consiste en l’oxydation des lipides par des espèces 

radicalaires de l’oxygène. Ce processus est un bon marqueur du stress oxydant car les lipides 

sont les cibles principales des radicaux libres en condition de stress oxydant. Du fait de leurs 

doubles liaisons, les AGPI contenus dans les phospholipides membranaires sont 

particulièrement sensibles à la peroxydation lipidique qui se déroule en trois phases : une 

phase d’initiation, une phase de propagation et une phase de terminaison (Milne et al., 2011).  

 - Phase d’initiation : Le mécanisme de peroxydation lipidique est initié lorsqu’une 

espèce radicalaire arrache un atome d’hydrogène à un groupement -CH2- d’un AGPI. 

Plusieurs espèces radicalaires peuvent initier la réaction : les radicaux hydroxyles (•OH), 

alkoxyles (RO•), peroxyles (ROO•) et peroxynitrite (ONOO
-
) ; le radical hydroxyle étant le 

plus actif. Des ions métalliques catalytiques tels que les ions cuivre (Cu
I
) ou fer (Fe

II
) peuvent 

également contribuer à initier la peroxydation lipidique. Cette première phase aboutit à la 

formation d’un radical d’acide gras libre (R•) qui sera stabilisé par un réarrangement 

électronique conduisant à la formation de diènes conjugués. 

 - Phase de propagation : Dans cette étape, les diènes conjugués se combinent avec 

l’oxygène pour former un radical peroxyle (ROO•). Ce dernier est lui-même capable 

d’arracher un atome d’hydrogène à un autre AGPI entraînant la formation d’un 

hydroperoxyde (ROOH) et d’un nouveau radical libre (R•) qui assure la propagation de la 

réaction. Chaque radical R• peut être à l’origine de plusieurs molécules d’hydroperoxydes qui 

constituent les produits primaires de la peroxydation lipidique. Du fait de leur instabilité, les 

hydroperoxydes vont rapidement se décomposer en radicaux alkoxyles (RO•) ou peroxyles 

(ROO•) à l’origine des produits secondaires de la peroxydation lipidique. En effet, les 

radicaux alkoxyles vont pouvoir former, par -clivage, des alcanes et des aldéhydes de type 

malondialdéhyde (MDA), 4-hydroxy-alkénals (4-hydroxy-2-hexenal lorsque l’AGPI source 

est un AGPI3). Les radicaux peroxyles sont quant à eux les précurseurs des isoprostanes 

(Figure 41). 

  



 

 
 

 
 

 

Figure 40 : Métabolisme de l’EPA et du DHA par la voie de la CYP450 

époxygénase 

(Shearer et al., 2010)  

 

 

Figure 41: Schéma de la peroxydation lipidique des AGPI3-LC 
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 - Phase de terminaison : Cette étape permet la stabilisation des radicaux. Deux 

radicaux libres vont réagir ensemble permettant ainsi leur neutralisation. La terminaison peut 

également avoir lieu en faisant intervenir des molécules anti-oxydantes (Spickett et al., 2010) 

(Repetto et al., 2012). 

Les AGPI tels que l’acide linoléique, l’acide -linolénique, l’acide arachidonique, l’EPA et le 

DHA sont tous sensibles à la peroxydation lipidique mais le niveau de sensibilité dépend du 

nombre de doubles liaisons présentes au sein de leur chaîne hydrocarbonée. En effet, plus un 

acide gras est insaturé et plus il est peroxydable. Ainsi le DHA apparaît comme l’AGPI le 

plus sensible à la peroxydation (acide linolénique<acide arachidonique<EPA<DHA) (Milne 

et al., 2011). Les produits issus de la peroxydation lipidique dépendent de la composition de 

la chaîne d’acide gras attaquée par les radicaux libres (nombre d’atome de carbone, de 

doubles liaisons). Ceci engendre une très grande complexité de produits générés (Jahn et al., 

2008). Nous allons ici nous limiter aux aldéhydes et isoprostanes qui sont des produits 

terminaux de la peroxydation lipidique qui ont été identifiés en abondance in vivo. 

 

  IV-2-1- Les aldéhydes issus de l’EPA et du DHA  

 

 La peroxydation lipidique des AGPI3 conduit à la formation d’hydroperoxydes, 

molécules instables qui sont ensuite décomposées en de nombreux aldéhydes. Les aldéhydes 

issus des AGPI3les plus étudiés sont le MDA et le 4-hydroxy-2-hexenal (4-HHE). Le 

MDA étant également produit par la peroxydation lipidique des AGPI6, seul le 4-HHE est 

spécifique des AGPI3. Il a pour source principale le DHA, qui est l’AGPI3 le plus 

abondant dans les tissus et aussi le plus peroxydable (Catala 2009).  

Tout comme son analogue produit à partir des AGPI6 (le 4-hydroxy-2-nonenal, 4-HNE), le 

4-HHE est une molécule réactive capable de réagir avec les protéines, les acides nucléiques et 

les phospholipides pour former des adduits de Michael ou des bases de Schiff. En effet, le 4-

HHE peut réagir avec les résidus amino-acyles (histidine, lysine et cystéine) des protéines ; 

les adduits histidine étant les plus stables. Cependant il faut noter que le 4-HHE est moins 

réactif que le 4-HNE (Riahi et al., 2010). 

 

  IV-2-2- Les isoprostanes dérivées de l’EPA et du DHA  

 

 Les isoprostanes aussi appelées « prostaglandines-like » du fait de leur analogie de 

structure avec les prostaglandines, sont produites en quantité importante en cas de stress 
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oxydant. Ces molécules sont formées par l’action directe des radicaux libres sur les AGPI-LC 

estérifiés dans les phospholipides membranaires (Morrow et al., 1990). Les isoprostanes 

formés in situ sur les phospholipides estérifiés sont par la suite libérés par l’action de la 

phospholipase A2 (Gao et al., 2006). Il n’est pas exclu que les isoprostanes soient aussi 

produits à partir des AGPI-LC préalablement libérés des phospholipides par la phospholipase 

A2.  

Les isoprostanes issus de la peroxydation lipidique de l’EPA portent le nom de F3-

Isoprostanes (F3-IsoP) (Nourooz-Zadeh et al., 1997). Leur synthèse est initiée par la 

production de 4 radicaux libres issus de l’EPA par abstraction d’un atome d’hydrogène sur les 

carbones C7, C10, C13 et C16. Suivant la position de l’atome d’hydrogène qui a été arraché et 

celle de l’atome d’oxygène qui sera inséré, 8 hydroperoxydes seront formés. Ces derniers vont 

par la suite générer 6 F3-IsoP régioisomères correspondant aux séries -5, -8, -11, -12, -15 et -

18 (notées 5-F3-IsoP, 8-F3-IsoP, …). Chaque régioisomère est composé de 8 

diastéréoisomères racémiques soit un total de 96 composés. Les séries -5 et -18 sont les plus 

abondantes (Gao et al., 2006) (Figure 42). En plus des F3-IsoP, d’autres composés tels que les 

E3/D3-IsoP et les d’A3/J3-IsoP peuvent également être formés. Tout comme la synthèse des 

F3-IsoP, la formation des E3/D3-IsoP fait au préalable intervenir la production de 8 

hydroperoxydes qui par la suite seront oxydés pour former 6 endoperoxydes bi-cycliques qui 

après réarrangement donneront au total 6 séries E3/D3-IsoP. Ces composés étant instables ils 

vont rapidement être déshydratés en cyclopentenones, les A3/J3-IsoP. Six séries différentes 

d’A3/J3-IsoP sont formées soit au total 48 composés (chaque régioisomère étant composée de 

8 diastéréoisomères racémiques mais la perte d’un centre chiral réduit le nombre total de 

composés à 48) (Brooks et al., 2008) (Figure 43). 

 

Tout comme pour l’EPA, la peroxydation lipidique du DHA entraîne la formation 

d’isoprostanes portant le nom de F4-Neuroprostanes (F4-NeuroP) (Nourooz-Zadeh et al., 

1998 ; Roberts et al., 1998). Ces dernières sont produites selon le même mécanisme que les 

F3-IsoP. Leur synthèse est initiée par la production de 5 radicaux libres issus du DHA par 

abstraction d’un atome d’hydrogène sur les carbones C6, C9, C12, C15 et C18. Après 

réarrangement électronique, ces derniers vont se combiner avec une molécule d’oxygène pour 

former des radicaux peroxyles au nombre de 8. Ces derniers vont alors subir une 

endocyclisation suivie de l’addition de plusieurs molécules d’oxygène formant ainsi 8 

intermédiaires endoperoxydes bi-cycliques régioisomères. Ces intermédiaires endoperoxydes 

étant des molécules très instables, ils vont être réduits pour former 8 F4-NeuroP régioisomères  



 

 
 

 

 

  

Figure 42 : Voie de formation des F3-IsoP par oxydation non-enzymatique de 

l’EPA 

(Gao et al., 2006) 



 

 
 

 

 

Figure 43 : Voie de formation des A3/J3-IsoP par oxydation non-enzymatique de 

l’EPA 

(Brooks et al., 2008) 
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correspondant aux séries -4, -7, -10, -11, -13, -14, -17 et -20 (notées 4-F4-NeuroP, 7-F4-

NeuroP) regroupant au total 128 composés (chaque régiosiomère étant composé de 8 

diastéréoisomères racémiques). Les séries -4 et -20 sont les plus abondamment formées (Yin 

et al., 2005) (Figure 44). En plus des F4-NeuroP,d’autres composés peuvent également être 

formés. Il s’agit des E4/D4-NeuroP et des A4/J4-NeuroP. Tout comme la synthèse des F4-

NeuroP, la formation des E4/D4-NeuroP fait au préalable intervenir la production de 8 

intermédiaires endoperoxydes bi-cycliques régioisomères. Dans ce cas de figure, au lieu 

d’être réduits, les endoperoxydes intermédiaires vont subir un réarrangement pour générer 8 

E4-NeuroP et 8 D4-NeuroP régioisomères regroupant au total 256 composés (chaque 

régioisomère étant composé de 8 diastéréoisomères racémiques). Ces composés sont instables 

et rapidement déshydratés en milieu aqueux pour former des composés contenant un 

cyclopentenone, les A4/J4-NeuroP. La perte d’un centre chiral réduit le nombre total de 

composés A4/J4-NeuroP à 128 (Fam et al., 2002) (Figure 45).  

D’autres composés sont issus de la peroxydation lipidique du DHA : les neurofuranes 

(NeuroF). Ces composés sont uniquement produits dans des conditions de haute tension en 

oxygène. Deux mécanismes sont proposés pour la formation des neurofuranes : une voie de 

clivage des peroxydes cycliques et une voie d’hydrolyse des époxydes. Ces deux mécanismes 

formeraient 16 régioisomères distincts, chacun comprenant 32 diastéréoisomères racémiques 

pour un total de 512 composés. La voie d’hydrolyse des époxydes contribuerait à la formation 

des 16 régioisomères alors que la voie de clivage des peroxydes cycliques formerait 

seulement 8 des 16 régioisomères. Les nomenclatures Epox et Both sont utilisées pour les 

régioisomères issus de ces deux voies (par exemple : VI-Epox et VI-Both) (Song et al., 2008). 

Enfin, les neurokétales (NeuroK), des -kéto aldéhydes très réactifs sont issus de l’oxydation 

du DHA. Les NeuroK peuvent rapidement former des adduits sur les résidus lysines des 

protéines formant ainsi des bases de Schiff. Huit régioisomères de NeuroK sont formés, 

chacun comportant 8 diastéréoisomères racémiques. Parmi ces régioisomères, 4 ont une 

structure 1,4-pentadiène et 4 ont une structure 1,4,7-octatriène. Ces structures sont 

potentiellement susceptibles d’être oxydées formant des NeuroK avec un groupement 

hydroxyle en plus (Bernoud-Hubac & Roberts 2002). 



 

 
 

   

 

 

 

Figure 44 : Voie de formation des F4-NeuroP par oxydation non-enzymatique 

du DHA 

(Roberts et al., 1998) 

 



 

 
 

 

 

 

Figure 45 : Voie de formation des A4/J4-NeuroP par oxydation non-

enzymatique du DHA 

(Fam et al., 2002) 
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Le métabolisme oxydatif non-énergétique des AGPI3-LC se caractérise par une grande 

complexité tant le nombre et la variabilité structurelle des métabolites oxygénés sont grands 

(Figure 46). Ils incluent bien évidemment les eicosanoïdes produits via les enzymes COX et 

LOX mais également d’autres types de métabolites enzymatiques identifiés plus récemment 

tels que les résolvines, protectines et marésines. Longtemps considérés simplement comme 

des marqueurs de stress oxydant, les métabolites spécifiques issus de la peroxydation non-

enzymatique des AGPI3-LC (iso- et neuroprostanes notamment) sont aussi une classe de 

métabolites oxygénés importante à prendre en compte, en particulier dans les situations de 

stress oxydant qui exacerbe leur production. Ces donnés biochimiques suggèrent que les 

mécanismes d’action athéroprotectrice des AGPI3-LC sont loin d’être élucidés si l’on 

considère que chacun des métabolites oxygénés pourrait contribuer à la bioactivité des 

AGPI3-LC.  

 

 

 

Figure 46 : Métabolites oxygénés issus de l’oxydation enzymatique et non-

enzymatique des AGPI3-LC
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V- Bioactivité des métabolites oxygénés issus des AGPI3-LC 

 

 Comme vu précédemment, les AGPI3-LC sont majoritairement incorporés dans les 

phospholipides membranaires où ils seront métabolisés pour générer une grande diversité de 

dérivés oxygénés. Si la bioactivité des métabolites issus de la voie enzymatique a été 

largement étudiée, celle des produits de la peroxydation lipidique reste peu étudiée et est 

sujette à controverse. Nous nous focaliserons ici sur les propriétés biologiques en relation 

avec l’athérosclérose qui sont très majoritairement représentées par des propriétés anti-

inflammatoires.  

 

 V-1- Bioactivité des métabolites enzymatiques  

 

  V-1-1- Les eicosanoïdes 

 

 L’EPA peut réduire la production des eicosanoïdes dérivés de l’acide arachidonique en 

entrant en compétition avec ce dernier au niveau de l’incorporation dans les phospholipides 

membranaires mais aussi pour les enzymes COX et LOX. Cette réduction se fait au profit des 

eicosanoïdes dérivés de l’EPA qui ont une bioactivité différente voire opposée par rapport à 

ceux issus de l’acide arachidonique. En effet, ils sont généralement neutres vis-à-vis de 

l’inflammation et, contrairement à ceux provenant de l’acide arachidonique, ils ont un rôle de 

vasodilatateur et sont capables d’inhiber l’agrégation plaquettaire (Adkins & Kelley 2010). 

Des études ont rapporté une moindre induction de l’expression de COX-2 et de la synthèse de 

l’IL-6 par la PGH3 ainsi qu’une moindre activité du LTB5 sur la chimiotaxie des neutrophiles 

par rapport aux prostaglandines et leucotriènes dérivés de l’acide arachidonique (Bagga et al., 

2003; Lee et al., 1988). Le TXA3 a également une activité de pro-agrégant plus faible que le 

TXA2 issu de l’acide arachidonique (Calder 2004). La PGD3 et la PGI3 ont quant à elles été 

définies comme des anti-agrégants plaquettaires puissants. Un rôle de vasodilatateur a 

également été attribué à la PGI3 (Das 2000; Whitaker et al., 1979).  

 

  V-1-2- Les résolvines, protectines et marésines 

 

 Les résolvines, protectines et marésines sont des médiateurs lipidiques aux propriétés 

anti-inflammatoires impliqués dans la résolution de l’inflammation.  
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   V-1-2-1- Les résolvines  

 

 Les résolvines de la série E dont la RvE1 fait partie exercent leur rôle anti-

inflammatoire via de nombreuses cibles. Elles agissent, à des concentrations nanomolaires, 

comme de puissants inhibiteurs de la migration trans-endothéliale des leucocytes 

polymorphonucléaires (PMN) empêchant ainsi leur infiltration au niveau du site 

d’inflammation. La RvE1 permet également de stimuler l’activité de phagocytose des 

macrophages et d’atténuer les fonctions de présentation de l’antigène en diminuant la 

migration des cellules dendritiques et leur production d’IL-12. Elle permettrait aussi de 

réduire la migration des cellules musculaires lisses vasculaires et de réduire la production de 

superoxyde par les neutrophiles (Arita et al., 2005; Serhan et al., 2008; Spite & Serhan 2010). 

Le rôle anti-inflammatoire de la RvE1 a notamment été observé sur différents modèles 

animaux de maladies inflammatoires tels que la colite, la parodontite, la péritonite et 

rétinopathie (Spite & Serhan 2010). La RvE1 exercerait son action anti-inflammatoire via des 

récepteurs couplés aux protéines G (GPR) conduisant à inhiber l’activation de NFB et donc 

l’expression des médiateurs pro-inflammatoires (cytokines, chimiokines …) qui en découlent. 

En effet, elle peut se lier de manière spécifique au récepteur orphelin ChemR23 (chemerin-

receptor 23 ou chemokine-like receptor 1) entraînant la stimulation de l’activité de 

phagocytose des macrophages et la réduction des fonctions de présentation de l’antigène. Elle 

peut également se lier sur le récepteur BLT1, récepteur du LTB4, entrant ainsi en compétition 

avec le LTB4 pour antagoniser son action de chimioattractant (Arita et al., 2007; Kohli & 

Levy 2009) (Figure 47). La RvE2 possède des propriétés similaires à la RvE1 pour inhiber 

l’infiltration des PMN mais agirait via des récepteurs différents (Spite & Serhan 2010).  

  

Les résolvines de la série D issues du DHA permettent elles aussi de réduire l’infiltration des 

PMN et de stimuler l’activité de phagocytose des macrophages via leur interaction avec les 

récepteurs ALX (récepteur de la lipoxine A4) et GPR32. Elles diminuent également la 

sécrétion de la cytokine IL-1dans les cellules microgliales. De plus, la RvD2 stimule la 

production endothéliale d’oxyde nitrique et réduit l’infiltration des leucocytes (Spite & Serhan 

2010). L’effet anti-inflammatoire de ces résolvines a notamment été rapporté dans des 

modèles de maladies inflammatoires telles que la péritonite, la fibrose consécutive à 

l’ischémie/réperfusion ou encore la septicémie (Serhan et al., 2008). Récemment, une étude 

sur macrophages murins de tissu adipeux a rapporté que la RvD1 joue un rôle anti-



 

 
 

 
 

Figure 47 : Mécanismes d’action de la résolvine E1 via les récepteurs couplés 

aux protéines G : BLT1 et ChemR23 

(Serhan et al., 2008) 
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inflammatoire via la réduction de l’expression des cytokines TNF et IL-6 mais aussi en 

augmentant la phagocytose et en diminuant la production de ROS. De manière intéressante, 

cette étude a également révélé la capacité de la RvD1 à stimuler l’expression de l’arginase 1, 

caractéristique du phénotype des macrophages M2, impliqués dans la résolution de 

l’inflammation (Titos et al., 2011). Cette étude est la première à démontrer que le DHA, 

notamment via la RvD1, peut moduler de façon favorable les macrophages, ce qui pourrait 

être à l’origine de la plupart des effets anti-inflammatoires observés en présence d’AGPI3-

LC (diminution de la production de chimioattractants et cytokines/chimiokines pro-

inflammatoires, augmentation de la capacité de phagocytose, diminution de la production de 

radicaux libres). 

 

   V-1-2-2- Les protectines  

 

 Tout comme les résolvines, les protectines inhibent l’infiltration des PMN et stimule 

l’activité de phagocytose des macrophages. La PD1 exerce également son activité anti-

inflammatoire en inhibant la sécrétion de TNF et d’IFN par les cellules T et en favorisant 

leur apoptose. Elle inhibe également l’expression d’IL-1 dans les cellules microgliales 

(Serhan et al., 2008). De plus la PD1 inhibe l’expression de la molécule d’adhésion VCAM-1 

(Merched et al., 2008). La PD1 possède de nombreux isomères capables d’inhiber 

l’infiltration des PMN mais avec une efficacité différente selon leur configuration (Serhan et 

al., 2006). Récemment un nouvel isomère a été découvert, la PDX. Cette molécule est capable 

d’inhiber l’agrégation plaquettaire et ceci à des concentrations sub-micromolaires (Chen et 

al., 2011).  

L’effet anti-inflammatoire de la PD1 a été mis en évidence dans des modèles d’asthme, de 

péritonite, d’ischémie/réperfusion, de rétinopathie et d’AVC. Elle aurait également un rôle 

protecteur dans la maladie d’Alzheimer et au niveau de la rétine (Serhan 2009).  

 

   V-1-2-3- Les marésines 

 

 Les marésines sont les composés les plus récemment identifiés. Le produit principal, la 

MaR1 inhibe l’infiltration des PMN et stimule la phagocytose des macrophages et est par 

conséquent impliqué dans la résolution de l’inflammation tout comme les résolvines et 

protectines. Son rôle anti-inflammatoire a notamment été mis en évidence dans un modèle 

murin de péritonite (Serhan et al., 2009; Spite & Serhan 2010). 
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  V-1-3- Autres médiateurs lipidiques 

 

 La bioactivité des alcools et des époxydes issus des AGPI3-LC reste encore mal 

connue. Néanmoins, il a été rapporté que les alcools issus du DHA sont capables d’inhiber 

l’agrégation plaquettaire (Karanian et al., 1996), notamment le 14-HDHA qui a été identifié 

comme un puissant anti-agrégant (Lagarde 2008). De plus, les époxydes dérivés de l’EPA et 

du DHA exercent un rôle de vasodilatateur comme cela a notamment été rapporté pour les 

11,(12) ; 14,(15) et 17,(18)-EpETE issus de l’EPA (Hercule et al., 2007; Morin et al., 2009; 

Zhang et al., 2001) ou le 13,(14)-EpDoPE issu du DHA (Ye et al., 2002). Un rôle anti-

arythmique a également été attribué au 17,(18)-EpETE (Jump et al., 2012). De plus Morin et 

al., ont rapporté que ce composé exercerait un rôle anti-inflammatoire via une réduction de la 

voie de signalisation de NFB (phosphorylation d’IB et sécrétion de composés pro-

inflammatoires) passant par l’activation de PPAR. Ces auteurs ont également démontré que 

le 17,(18)-EpETE exerce son rôle de vasodilatateur en inhibant la MAPK p38 (Morin et al., 

2010). 

 

 V-2- Bioactivité des métabolites issus de la peroxydation lipidique 

 

  L’étude de la bioactivité des métabolites peroxydés des AGPI3-LC est une 

thématique qui a été peu abordée et qui reste difficile à diffuser tant le postulat selon lequel 

les molécules issues de la peroxydation lipidique sont cytotoxiques reste fortement ancré dans 

les esprits. Par ailleurs, les difficultés techniques liées à l’identification et à la quantification 

des métabolites peroxydés spécifiques des AGPI3-LC et l’absence de standards disponibles 

dans le commerce ont contribué au faible nombre d’études relatives à cette thématique. 

Quelques études, pour la plupart conduites in vitro, soit de manière indirecte en traitant les 

cellules avec des AGPI3-LC oxydés, soit de manière directe en les exposant avec des 

métabolites synthétiques, ont néanmoins permis d’apporter des preuves tangibles de cette 

bioactivité. 

 

  V-2-1- Les AGPI3-LC peroxydés 

 

 Le groupe de Sethi a été le premier à démontrer que les propriétés anti-inflammatoires 

des AGPI3-LC pourraient être en partie attribuables à leurs métabolites peroxydés 
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(Sethi et al., 1996). Dans cette étude, les auteurs montrent que la diminution de l’adhésion 

des monocytes aux cellules endothéliales n’est observée que lorsque les cellules sont 

exposées aux AGPI3-LC préalablement oxydés (200 µM) avec une solution de sulfate de 

cuivre et acide ascorbique. Cet effet a été associé à une réduction de l’expression des 

molécules d’adhésion ICAM-1, VCAM-1 et ELAM-1 (endothelial leukocyte adhesion 

molecule 1) (Sethi et al., 1996). Une seconde étude du même groupe a rapporté une réduction 

de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (IL-8 et MCP-1) par des cellules 

endothéliales exposées avec 100 µM d’EPA oxydé (Mishra et al., 2004). Une inhibition de 

l’expression d’iNOS a également été mise en évidence dans des hépatocytes de rat traités avec 

500 µM d’EPA ou DHA peroxydés, le taux d’inhibition étant inversement corrélé avec le 

niveau de peroxydation (Araki et al., 2011). Dans l’ensemble de ces études, les effets anti-

inflammatoires observés ont été associés à une inhibition de l’activation de NFB par les 

AGPI3-LC oxydés (Sethi et al., 1996) (Araki et al., 2011; Mishra et al., 2004) dépendante 

de PPAR (Mishra et al., 2004). Une autre étude réalisée in vitro sur hépatocytes primaires de 

rat a mis en évidence que le DHA oxydé (600 µM) était responsable de la dégradation de 

l’ApoB100 (Pan et al., 2004). Ceci pourrait conduire à réduire la production et sécrétion de 

VLDL par le foie et contribuer à l’effet hypolipémiant des AGPI3-LC. En dehors des effets 

directement anti-athérosclérotiques, d’autres études ont montré que les AGPI3-LC 

pourraient agir via leurs métabolites oxygénés. C’est le cas notamment d’une étude réalisée 

sur cardiomyocytes de rat qui a mis en évidence que le DHA oxydé (avec du peroxyde 

d’hydrogène, 1µM) plutôt que le DHA lui-même est capable de bloquer le courant sortant 

transitoire (ITO) et d’activer le courant sortant retardé. Ces résultats suggèrent que la 

peroxydation du DHA pourrait être responsable de ses effets anti-arythmiques observés in 

vivo (Jude et al., 2003). Chacune de ces études a clairement démontré que certaines propriétés 

biologiques des AGPI3-LC étaient dépendantes de leur preroxydation mais la nature exacte 

des molécules bioactives n’a pas été rapportée. Des études complémentaires avec des 

métabolites peroxydés spécifiques a permis d’aller plus loin dans la démonstration.  

 

  V-2-2- Le 4-HHE 

 

 Concernant la bioactivité du 4-HHE, les études qui ont été pour la plupart réalisées in 

vitro, sont relativement controversées mais également peu comparables notamment sur la 

dose de 4-HHE testée qui est un critère primordial à prendre en compte dans le design des 
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études et dans l’analyse des résultats. Ainsi, plusieurs études concluent à une toxicité du 4-

HHE sur divers modèles cellulaires. C’est notamment le cas de Lee et al., qui rapportent, sur 

cellules endothéliales prostatiques de rat (YPEN-1), une induction de l’iNOS par le 4-HHE 

(30 µM) via l’activation de NFB (Lee et al., 2004). Je et al.,  rapportent, sur ce même 

modèle, une activation de NFB par le 4-HHE (30 µM) associée à une augmentation du stress 

oxydant dans les cellules endothéliales (Je et al., 2004). Long et al., rapportent également une 

augmentation du contenu en espèces oxygénées réactives dans des neurones de rat exposés au 

4-HHE (50 µM) (Long et al., 2008). Awada et al., sur cellules épithéliales d’adénocarcinome 

colorectal (Caco-2/TC7) ont rapporté une augmentation du stress oxydant associé au 4-HHE 

(100 µM) (Awada et al., 2012). L’ensemble de ces études font état de la toxicité du 4-HHE. 

Néanmoins, il faut souligner que les fortes doses de 4-HHE utilisées dans ces études (de 30 à 

100 µM) sont peu réalistes si on considère que la teneur plasmatique en 4-HHE est de 1 

ng/mL (Guichardant et al., 2006) que les teneurs en adduits 4-HHE-protéines dans le foie 

d’animaux supplémentés en DHA s’élèvent à 8,25 pmol/mg de protéines (Gladine et al., 

PlosOne, en révision). 

D’autres études utilisant des doses beaucoup plus faibles ou des modèles cellulaires différents 

concluent à un effet bénéfique du 4-HHE. C’est le cas d’une étude réalisée sur des cellules 

endothéliales humaines (HUVEC) exposées à de faibles doses de 4-HHE (1 à 10 µM) qui a 

mis en évidence une augmentation dose-dépendante de l’expression de l’hème oxygénase 

1 (HO-1). L’activation de cette enzyme anti-oxydante, semble être médiée par l’activation du 

facteur de transcription Nrf2 (NF-E2 p45-related factor 2) et suggère un effet anti-oxydant du 

4-HHE (Ishikado et al., 2013; Ishikado et al., 2010) (Figure 48). Sur un autre modèle 

cellulaire, des adipocytes (3T3-L1), cette même équipe a également rapporté une 

augmentation de la HO-1 dépendante de l’activation de Nrf2 par le 4-HHE avec des doses de 

4-HHE plus importantes (50 µM) (Kusunoki et al., 2013) qui pourraient se justifier par la 

teneur en acides gras, et donc probablement en leur métabolites peroxydés, dans les 

adipocytes. 

 

  V-2-3- Les Isoprostanes 

 

 Comparativement aux isoprostanes issus de l’acide arachidonique, la bioactivité des 

isoprostanes issus de l’EPA et du DHA a été peu étudiée, probablement en raison de l’absence 

de molécules purifiées disponibles dans le commerce et de leur moindre abondance in vivo. 



 

 
 

 

 

Figure 48 : Effet du 4-HHE sur l’expression de l’HO-1 dans des cellules 

endothéliales HUVEC incubées pendant 2 h en présence de 1, 5 ou 10 µM de 4-

HHE  

(Ishikado et al., 2010) 

 

**p<0,01 ; ***p<0,001 en comparaison avec le contrôle 
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Concernant les isoprostanes dérivés de l’EPA, les F3-IsoP, une étude a mis en évidence que, 

contrairement au 15-F2t-IsoP dérivé de l’acide arachidonique, le 15-F3t-IsoP n’active pas 

l’agrégation plaquettaire (Pratico et al., 1996). Cette activité réduite des isoprostanes dérivés 

de l’EPA suggère que, comme pour les eicosanoïdes décrits plus haut, il existe des différences 

notables d’activité entre les dérivés peroxydés issus des AGPI6 et AGPI3 probablement 

liées à leurs différences structurelles (Milne et al., 2011). Deux autres études portant sur les 

A3/J3-IsoP issus aussi de l’EPA, ont mis en évidence un effet anti-inflammatoire et anti-

oxydant de ces dérivés. En effet, le 15-A3t-IsoP inhibe de manière dose-dépendante et 

significative aux concentrations 5, 10 et 25 µM l’expression et l’activité de la iNOS et de 

COX-2 dans les macrophages murins prétraités pendant 30 minutes avec ce composé. Ce 

composé exerce son effet anti-inflammatoire via l’inhibition de NFB en bloquant la 

dégradation d’IB. Ceci serait lié à la formation d’un adduit protéique entre l’A3/J3-IsoP et 

le résidu Cystéine 179 de la sous-unité de la kinase IKK (Brooks et al., 2011) (Figure 49). 

Une seconde étude réalisée dans les cellules HepG2 (carcinome de foie) a rapporté que les 

composés J3-IsoP, isomères des A3-IsoP, formés pendant la peroxydation de l’EPA peuvent 

activer Nrf2, et donc la réponse anti-oxydante (Gao et al., 2007). 

 

Concernant la bioactivité des isoprostanes issus du DHA, les données de la littérature sont 

encore très limitées (Galano et al., 2013). En 2008, le groupe de Morrow s’est intéressé aux 

A4/J4-NeuroP et a mis en évidence que la 14-A4-NeuroP (10 µM) réduisait l’expression de 

médiateurs pro-inflammatoires (COX-2, iNOS) dans des macrophages murins prétraités 

pendant 30 minutes. La 14-A4-NeuroP exercerait son effet anti-inflammatoire via l’inhibition 

de la voie de signalisation NFB par inhibition de la phosphorylation et donc de la 

dégradation d’IB. De plus il a été mis en évidence qu’une mutation de la Cystéine 179 sur 

la sous unité  de la kinase IKK diminue l’effet de la 14-A4-NeuroP suggérant que ce 

composé agit via une modification thiol de ce résidu (Musiek et al., 2008) (Figure 50). 

D’autres travaux en cours dans l’équipe de Le Guennec s’intéressent aux propriétés anti-

arythmiques des F4-NeuroP et ont fait l’objet d’un dépôt de brevet (Le Guennec et al., 

Methods and pharmaceutical composition for the treatment and prevention of cardiac 

arrhythmias European patent 5-EP12306519.3, December 2012).  



 

 
 

 
Figure 49 : Schéma représentant l’inhibition de la voie de signalisation de 

NFB par les isoprostanes cyclopentenones dérivés de l’EPA 

(Brooks et al., 2011)  

 

 
Figure 50 : 14-A4-NeuroP inhibe l’expression d’iNOS et COX-2 via 

l’inactivation de la voie de signalisation de NFB dans les macrophages 

(Musiek et al., 2008) 

 

(A) Des macrophages RAW sont traités 30 min avec la 14-A4-NeuroP à 1 ou 10 

µM puis stimulés 6h au LPS (1 µg/mL) avant d’analyser l’expression d’iNOS et 

de COX-2 par western blot. ERK1/2 sert de contrôle de dépôt (B) Des 

macrophages RAW sont traités 30 min avec la 14-A4-NeuroP à 10 µM puis 

stimulés 0, 20 ou 45 min au LPS (1 µg/mL) avant d’analyser l’expression 

d’IB (forme totale et phosphorylée) par western blot. ERK sert de contrôle de 

dépôt.  



                                                                                                                  Revue bibliographique 

66 
 

 

 

La bioactivité des métabolites oxygénés issus des AGPI3-LC est majoritairement 

représentée par une activité anti-inflammatoire. Celle-ci à longtemps été attribuée à la 

réduction de production des eicosanoïdes pro-inflammatoires issus de l’acide arachidonique 

mais il est évident aujourd’hui que les métabolites oxygénés issus des AGPI3-LC possèdent 

aussi une activité propre. Ceci a été clairement mis en évidence pour les résolvines, 

protectines et marésines et commence à être abordé en ce qui concerne les dérivés non-

enzymatiques. En effet, même si les données restent relativement peu abondantes et éparses, 

plusieurs études montrent que les métabolites non-enzymatiques tels que les iso-

/neuroprostanes sont de nouveaux acteurs à prendre en considération. Ainsi, la 

compréhension des mécanismes d’action des AGPI3-LC devra intégrer le rôle probable des 

métabolites oxygénés notamment les non-enzymatiques qui sont produits en abondance au 

cours de l’athérogenèse (Gladine et al., PlosOne, en révision) 
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Objectifs & Stratégie 
 

 De nombreuses études épidémiologiques font état du rôle des acides gras polyinsaturés 

oméga-3 à longue chaîne (AGPI3-LC), principalement l’acide eicosapentaénoïque (EPA) et 

l’acide docosahexaénoïque (DHA), dans la prévention nutritionnelle des maladies 

cardiovasculaires et en particulier de l’athérosclérose. Comme nous l’avons discuté dans la 

partie III de l’étude bibliographique, les AGPI3-LC exercent leurs fonctions athéro-

protectrices en agissant sur de multiples cibles moléculaires. Les AGPI3-LC sont également 

très sensibles à la peroxydation lipidique entraînant la production de nombreux métabolites 

potentiellement bioactifs pouvant contribuer à leur action. A ce jour, l’étude des effets athéro-

protecteurs du DHA révèle que les cibles moléculaires au niveau vasculaire restent encore mal 

définies et que le rôle potentiel des métabolites issus de la peroxydation lipidique du DHA n’a 

pas été étudié. De ce fait, dans le cadre de ce travail de thèse, mes objectifs ont été :  

 1.  d’étudier l’impact du DHA au niveau vasculaire  

 2. d’évaluer spécifiquement la bioactivité de certains métabolites issus de la 

 peroxydation du DHA 

 

 Afin d’obtenir une vision globale et intégrée du spectre d’action du DHA au niveau 

vasculaire, les effets du DHA ont été étudiés par une approche nutrigénomique, permettant 

une investigation ouverte et non biaisée. Pour cela, des souris déficientes en récepteur aux 

LDL (LDLR
-/-

) développant l’athérosclérose ont été nourries avec un régime enrichi en 

saindoux (10% p/p) et cholestérol (0,045% p/p) et ont reçu quotidiennement, par gavage, une 

huile de tournesol riche en acide oléique (Groupe Contrôle), ou un mélange d’huiles 

fournissant 2% des apports énergétiques sous forme de DHA (Groupe DHA). Après 20 

semaines de régime, les aortes ont été collectées et l’expression globale des protéines et gènes 

a été étudiée. Pour comparer les profils d’expression protéique, nous avons réalisé une analyse 

protéomique basée sur l’électrophorèse bi-dimensionnelle couplée à la spectrométrie de masse 

dont les résultats sont présentés dans la Publication n°1. Les profils d’expressions géniques 

ont été étudiés par une analyse transcriptomique sur puces à ADN pangénomique dont les 

résultats sont présentés dans la Publication n°2. 

 Dans un second temps, sur la base des résultats de transcriptomique mettant en 

exergue une modulation de l’inflammation en réponse au DHA, nous avons entrepris une 

étude in vitro afin de préciser le rôle des neuroprostanes, métabolites spécifiques dérivés de la 
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peroxydation lipidique du DHA. Une précédente analyse ayant révélé que la teneur hépatique 

en F4-Neuroprostanes (F4-NeuroP) était la variable la plus prédictive de la réduction de 

l’athérosclérose, nous avons choisi d’étudier l’impact de cette classe de molécules sur la 

réponse inflammatoire des macrophages. Plus précisément, nous avons étudié deux 

neuroprostanes spécifiques, la 4-F4t et la 14-A4-NeuroP, sur la base de leur abondance et 

stabilité in vivo et de données préliminaires de la littérature. Des monocytes primaires 

humains issus de donneurs sains ont été isolés et différenciés en macrophages. Après 6 jours 

de différentiation, les macrophages ont été prétraités durant 30 minutes avec les deux types de 

neuroprostanes (4-F4t et 14-A4-NeuroP, 10µM) puis exposés au LPS (100 ng/mL) pendant 6 

heures pour stimuler une réponse inflammatoire. Cette réponse et sa modulation par ces 

molécules ont été évaluées par mesure de l’expression et de la sécrétion de plusieurs 

marqueurs de l’inflammation (Publication n°3). 
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Supplementary data 

 

Table S1: Diet composition 

 

Ingredient  g/kg % (w/w) 

Casein 200 20 

L-Cystine 3 0.3 

Cornstarch 366 36.6 

Sucrose 230 23 

Cellulose 54 5.4 

Mineral Mix, AIN-93 35 3.5 

Vitamin Mix, AIN-93 10 1 

Lard 101.5 10.15 

Cholesterol 0.45 0.045 
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Table S2: Location and biological function of mouse LDLR
-/-

 aortic proteins identified with 

4-HNE adducts by proteomics 

Identified proteins with 4-

HNE adducts 

Location Biological Function 

 

Actin Cytoplasm 

Cytoskeleton 

Highly conserved proteins involved in 

various types of cell motility and 

ubiquitously expressed in eukaryotic cells.  

 

Cytochrome b-c1 complex 

subunit 1, mitochondrial 

precursor 

Mitochondrial 

inner membrane 

Component of the ubiquinol-cytochrome c 

reductase complex (complex III or 

cytochrome b-c1 complex), and part of the 

mitochondrial respiratory chain for electron 

and proton transport.  

 

Uqcrc1 protein Mitochondrial 

inner membrane 

 

Ubiquinol-cytochrome c reductase core 

protein 1, is one of the two core proteins of 

cytochrome b-c1 complex. 

Dihydrolipoyllysine-residue 

succinyltransferase component of 

2-oxoglutarate dehydrogenase 

complex, mitochondrial 

Mitochondrial Enzyme E2 of the 2-oxoglutarate 

dehydrogenase complex. This complex 

catalyzes the conversion of 2-oxoglutarate to 

succinyl-CoA in the Krebs cycle.  

Creatine kinase M-type Cytoplasm Catalyzes the reversible transfer of phosphate 

between ATP and various phosphogens (e.g. 

creatine phosphate). Creatine kinase 

isoenzymes play a central role in energy 

transduction in tissues with large, fluctuating 

energy demands, such as skeletal muscle, 

heart, brain and spermatozoa.  

 

Fumarate hydratase, 

mitochondrial precursor 

Mitochondrial Fumarate hydratase or fumarase catalyzes the 

reversible hydration/dehydration of fumarate 

to malate in Krebs cycle. 

 

Acetyl-coenzyme A 

acyltransferase 2 (mitochondrial 

3-oxoacyl-Coenzyme A thiolase) 

Mitochondrial Mitochondrial enzyme that catalyzes the final 

step of the β-oxidation of fatty acids and 

which relaxes the acetyl-CoA for the Krebs 

cycle.  

Medium-chain specific acyl-CoA 

dehydrogenase, mitochondrial 

Mitochondrial Oxido-reductase enzyme of the 

mitochondrial β-oxidation of fatty acids 

specific acyl chain length of 4 to 16.  
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Figure S3: Western Blot verification of changes in abundance of GPD1, SOD1 and HSP60 in 

mouse aorta after DHA supplementation.  Representative Western blots (A) and 

quantification of band intensity by densitometry analysis (B). The proteins bands were 

quantified using Quantity One software and normalization for loading differences was 

achieved by dividing the densitometry values for individual bands by those for actin in the 

same band. Differences between CONTROL and DHA were analyzed by Student t test 

(**p<0.01). Values are means (±Standard Deviation) of protein extracts from 4 different 

mouse aortas.  

GPD1 = glycerol-3-phosphate dehydrogenase, SOD1 = superoxide dismutase 1, HSP60 = heat shock protein 60 

kDa.
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Supplementary materials and methods 

 

LC-MS/MS analysis. After tryptic digestion of proteins, peptides mixtures were analysed by 

online nanoflow liquid chromatography using the Ultimate 3000 RSLC (Dionex, Voisins Le 

Bretonneux, France) with nanocapillary columnsof 15 cm length x 75 µm I.D.,3 µm, 100 A 

(Acclaim PepMap100 C18, Dionex). The solvent gradient increased linearly from 4% to 50% 

acetonitrile in 0.5% formic acid at a flow rate of 300 nL/min for 35 min. The elute was then 

electrosprayed in positive-ion mode at 27 kV in a LTQ-VELOS mass spectrometer (Thermo 

Fischer Scientific, Courtaboeuf, France) through a nanoelectrosray ion source operated in a 

CID top10 mode (1 full scan MS and the 10 major peaks in the full scan were selected for 

MS/MS). Full-enhanced-scan MS spectra were acquired with 1 microscan (m/z 400-1400). 

Dynamic exclusion was used with 2 repeats counts, 15 repeats durations and 20 s exclusions 

durations. For MS/MS, isolation width for ion precursor was fixed at 2 m/z, single charged 

species were rejected, fragmentation used 35% normalized collision energy as the default 

activation q of 0.25. 

 

Western blot analysis. Protein extracts were subjected to electrophoresis in 12% SDS-PAGE 

and electrotransferred on PVDF membrane over 1h at 90 V. Membrane was blocked using 5% 

Bovine Serum Albumin (BSA) in Tris-buffered saline-Tween-20 (TBST) (20 mM Tris-HCl, 

137 mM NaCl and 0.05% (v/v) Tween 20) for 1h, and then incubated with rabbit anti-SOD1, 

anti-GPD1 or anti-HSP60 diluted 1/5000, 1/2000 and 1/5000 respectively. Subsequently, 

membrane was incubated with goat anti-rabbit antibody conjugated to horseradish peroxidase 

(1:2000, 1h, room temperature). Membrane was washed with TBST and antibody labeling 

was detected by chemiluminescence using a CCD camera (GBOX, SYNGENE). Bands 

intensities were evaluated by densitometry analysis performed with Quantity One software 

and statistical differences were determined using Student t test (p<0.05 considered 

significant).
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Abstract 

Long chain omega-3 polyunsaturated fatty acids (LC- 3PUFA) exert their athero-protective 

effects by a broad range of cellular and molecular mechanisms associated with a modulation 

of several genes expression. However, the molecular targets at the vascular level are poorly 

described. The present study aimed to investigate the effect of docosahexaenoic acid (DHA) 

supplementation on global gene expression at the aortic level. Atherosclerotis prone LDLR
-/-

 

mice received (20 weeks) by daily oral gavage an atherogenic diet in parallel with either oleic 

acid-rich oil (Control group) or a mixture of oils providing 2% of energy as DHA (DHA 

group). The aortic transcriptional profile was determined by microarray analysis (Agilent 

4X44K microarray) and data were analyzed by bioinformatics (Ingenuity Patway Analyis). In 

addition, analysis of macrophage phenotype within atherosclerotic lesion was realized by 

immunohistochemistry. Functional enrichment and canonical pathway analysis revealed that 

DHA supplementation mainly affected inflammatory processes and innate immunity with a 

remarkable number of down-regulated genes associated with pro-inflammatory activity of 

immune cell immune (e.g. CCL5, CCR7), cell movement (e.g.ICAM-2, SELP, PECAM-1) 

and antigen presentation (e.g. HLA-DQA1, HLA-DRB1, HLA-DQB1, H2-Q8). Interestingly, 

many significantly modulated genes were identified as biomarker of macrophage phenotype 

suggesting a preferential orientation of macrophage towards a M2 reparative phenotype. This 

was consistent with immunofluoresent analysis that revealed an increase abundance of 

arginase I, a specific functional biomarker of M2 reparative macrophages. In conclusion, this 

study shows that inflammation and innate immunity are the primary functional of DHA within 

aorta. Moreover, DHA could play a role in macrophage polarization by inducing a M2 

reparative phenotype as shown by the identification of several specific biomarkers. This could 

represent a new mechanism of anti-atherosclerotic action of DHA.  
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Introduction 

 Long chain omega 3 polyunsaturated fatty acids (LC- 3PUFAs), namely 

eicosapentaenoic and docosahexaenoic acids (EPA and DHA), have recognized anti-

atherogenic properties [1]. These have been for a long time mainly attributed to their 

hypolipidemic effect but several lines of evidence show that LC- 3PUFAs can reduce 

atherosclerosis independently of the systemic risk factors suggesting direct anti-atherogenic 

action of LC- 3PUFAs at the vascular level [2]. However, the cellular and molecular targets 

of LC- 3PUFAs within aorta remain largely unexplored. In fact, investigations so far have 

exclusively used targeted approaches providing a partial view of their spectrum of action. 

Indeed, several in vivo and in vitro studies have shown that LC- 3PUFAs have a very large 

panel of cellular and molecular targets leading to the modulation of the expression of the huge 

number of genes [3].  

Atherosclerotic plaque initiation and progression are strongly dependent on the 

recruitment and activity of innate immune cells, such as monocyte/macrophages, dendritic 

cells (DCs) and mast cells. Monocytes/macrophages came to the forefront of research owing 

to new awareness that they may represent a more heterogeneous and phenotypically plastic 

population than initially believed [4]. Indeed, macrophages are now described as a 

heterogeneous population of cells that adapt in response to a variety of micro-environmental 

signals and their phenotypic polarisation is believed to play a key role in the fate of 

atherosclerotic plaques [4]. Indeed, recent evidence suggests that various stages of 

atherogenesis are associated with distinct macrophage subtypes [5]. These mainly include the 

classically-activated (M1) macrophages which are abundant in advanced lesion and exhibit 

potent inflammatory properties and the alternatively-activated (M2) populations involved in 

early stages and having reparative properties [6]. Despite their well-known anti-inflammatory 
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properties (Calder, 2007), the ability of omega 3 to favorably modulate macrophage 

polarization within aortic lesion has never been examined. However, the recent study of Titos 

et al., showing increased expression of M2 biomarkers within adipose tissue macrophages of 

DHA supplemented mice supports this hypothesis [7].  

All together, the review of the literature reveals that the understanding of the 

integrated molecular events affected by DHA at the vascular level remains unachieved. With 

regard to the known actions of DHA, specific focus should be orientated on the modulation of 

the inflammation networks and of the macrophage phenotype, a major player in the plaque 

development. In this context, we investigated the impact of DHA supplementation on aortic 

whole-genome gene expression and macrophage phenotypes.  
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Materials & Methods 

Ethics statements 

This study was carried out in strict accordance with the Institutional Ethics Committee 

of the INRA. The protocol was approved by the Committee on the Ethics of Animal 

Experiments of the Auvergne Region (Permit Number: CE-2910). All efforts were made to 

minimize suffering during the protocol and before the final experiment. 

Mice, Diets and Study outline  

LDLR
-/-

 mice (n=120) were purchased from Jackson Laboratories (Charles River 

Laboratories, L’Arbresle, France), housed 10 per cage, in a temperature controlled 

environment (22 ± 0.8°C) with a 12-h light–dark cycle, and allowed free access to food and 

water. At 8 weeks of age, mice were given a diet enriched in animal fat (10% of lard) and low 

in cholesterol (0.045%, Sigma-Aldrich C75209), and were randomized into two different 

groups on the basis of body weight. In parallel to the diet, mice received by daily oral gavages 

(50 µL, 5 days/week) either oleic acid rich sunflower oil (Lesieur, Asnières-sur-Seine, France; 

Control group) or a mixture of oleic acid rich sunflower oil and DHA rich tuna oil 

(OMEGAVIE
®
 DHA 90 TG, Polaris Nutritional Lipids, France containing 90% of DHA as 

TG) providing 2% (or 35.5 mg/d/mouse) of energy as DHA (DHA group). After 20 weeks of 

feeding, mice were anaesthetized (40 mg pentobarbital/kg body weight). After rapid washing 

with sterilized PBS, heart and aorta samples were immediately frozen into liquid nitrogen and 

stored at -80°C. 

Immunohistology  

Cryosections (10 µM, 4 sections/slides and 8 mice/group) were performed at the level of 

aortic root (i.e. the aortic valve from its position at the left ventricular outlet to its junction 
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with the ascending portion of the aorta). After drying for 15 min at room temperature, 

cryosections were fixed in 70% ethanol and cold acetone (4°C). After a rapid washing in PBS, 

sections were then incubated overnight with the primary antibodies: rat anti-mouse Mac3 

monoclonal antibody (BD Biosciences), rabbit anti-mouse ArgI polyclonal antibody 

(GeneTex) and rabbit anti-oxLDL polyclonal antibody (Biorbyt). The staining was revealed 

by using fluorescent secondary antibodies: cyanine 3 goat anti-rat IgG (H+L) for Mac3 

(Invitrogen) and Fluorescein isothiocyanate (FITC) goat anti-rabbit (GeneTex) for ArgI and 

oxLDL. Immunostained slides were cover-mounted with Fluoromont G (Southern Biotech). 

The fluorescence was detected with a Zeiss Axioplan 2
E 

microscope equipped with the 

AxioCam MRm camera and the AxioVisionRel.4.8 image capture software. Images were 

acquired using the EC ‘‘Plan-Neofluar’’ 40x/0,75 objective of the microscope. Three random 

fields were analyzed on each section and the surface of each lesion was delimited based on 

the staining of Mac3 using the ROI Manager tool in the ImageJ free software 

(http://rsb.info.nih.gov/ij/). The intensity of each staining (i.e. Mac3, ArgI and oxLDL) is 

relative to this delimited surface. Differences between the mean intensities of Control and 

DHA mices were analysed using a Student t test.  

Microarray analysis 

The entire aortas (i.e. thoracic and abdominal sections) were used for RNA extraction. 

RNA was extracted using the RNeasy Plus Micro Kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to 

the manusfacturer’s instructions. The purity and yield of RNA was assessed using the 

NanoDrop 1000 spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA). Extracted 

RNA was then amplified and labeled using the Agilent Low Input QuickAmp labeling kit 

(5190-2306, Agilent technologies, Wilmington, DE, USA) according to the manufacturer’s 

instructions. The purity and fluorescent intensity of the amplified and labeled cRNA was 

assessed using the NanoDrop 1000 spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, DE, 

http://rsb.info.nih.gov/ij/
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USA) : all samples had a yield .825 ng cRNA and a specific activity .8·0 pmol Cy3 or Cy5 per 

mg cRNA. The fluorescently labelled cRNAs were hybridized using the Agilent gene 

expression hybridisation kit (5188-5242, Agilent technologies, Wilmington, DE, USA). 

Briefly, 825 ng cyanine 3-labelled, linearly amplified cRNA were mixed with 825 ng cyanine 

5-labelled, linearly amplified cRNA. The mix was loaded onto the Agilent's Mouse GE 

4x44K v2 Microarrays (Agilent Microarray Design ID 026655) following a reference design. 

Hybridisation proceeded in a hybridisation oven set to 65°C for 17 h. Then, the slides were 

washed in solutions I, II and III (Agilent technologies, Wilmington, DE, USA) and air-dried.  

Slides were scanned immediately after washing using the Agilent Microarray Scanner 

(G2505 B, Agilent technologies, Wilmington, DE, USA) and spot identification and 

quantification were performed using Agilent Feature Extraction Software 10.7 (Agilent 

technologies, Wilmington, DE, USA).  

Ratios were filtered in accordance with their variability among the four comparisons, 

and genes with high variability were removed from the analysis. Statistical analyses were 

performed using the free R 2.1 software (http://www.r-project.org). The log ratio between 

experimental and control samples was analyzed with Student's t test to detect differentially 

expressed genes and probability values were adjusted using the Bonferroni correction for 

multiple testing at 1% to eliminate false positives. Genes selected by these criteria are referred 

to as “differentially expressed genes”. 

Functional enrichment analysis. To identify biological functions and/ or diseases that 

were most significant to our data sets functional analysis was done. Right-tailed Fisher’s exact 

test was used to calculate a significant P-value for each functional category as referenced in 

Ingenuity ® Knowledge Base. Downstream Effects Analysis is based on expected causal 

effects between genes and functions; the expected causal effects are derived from the 
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literature compiled in the Ingenuity® Knowledge Base. The analysis examines genes in the 

dataset that are known to affect functions, compares the genes’ direction of change to 

expectations derived from the literature, then issues a prediction for each function based on 

the direction of change. The direction of change is the gene expression in the DHA group 

relative to the Control group. IPA uses the regulation z-score algorithm to make predictions. 

The z-score algorithm is designed to reduce the chance that random data will generate 

significant predictions. When the z-score is positive, IPA predicts that the biological process 

or disease is trending towards an increase whereas when the z-score is negative, IPA predicts 

that the biological process or disease is trending towards a decrease. A z-score ≥ 2 or ≤ ‑2 

indicates that the function is statistically significantly increased.  

Canonical pathway analysis. Lists of mRNAs differentially expressed between the 

Control and the DHA groups were uploaded in the IPA tool (Ingenuity® Systems, www. 

ingenuity.com) and analysed based on the IPA library of canonical pathways. The 

significance of the association between each list and a canonical pathway was measured by 

Fisher’s exact test. As a result, a P-value was obtained, determining the probability that the 

association between the genes in our data set and a canonical pathway can be explained by 

chance alone. 

Upstream regulator analysis. The goal of the IPA Upstream Regulator analysis is to 

identify the cascade of upstream transcriptional regulators that can explain the observed gene 

expression changes in the dataset. The upstream regulator analysis is based on prior 

knowledge of expected effects between transcriptional regulators and their target genes stored 

in the Ingenuity® Knowledge Base. The analysis examines how many known targets of each 

transcription regulator are present in the user’s dataset, and also compares their direction of 

change (i.e. expression in the DHA group relative to the Control group) to what is expected 

from the literature in order to predict likely relevant transcriptional regulators. If the observed 
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direction of change is mostly consistent with a particular activation state of the transcriptional 

regulator (“activated” or “inhibited”), then a prediction is made about that activation state. For 

each potential transcriptional regulator (“TR”) two statistical measures, an overlap p‐value 

and an activation z-score are computed. The overlap p‐value calls likely upstream regulators 

based on significant overlap between dataset genes and known targets regulated by a TR. The 

activation z‐score is used to infer likely activation states of upstream regulators based on 

comparison with a model that assigns random regulation directions.  
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Results 

 Aorta Gene Expression by Microarray Analysis 

Differentially expressed genes. Microarray analysis for overall gene expression 

profiling was carried out in aorta in order to determine the major functional targets of DHA at 

the vascular level and to gain insight into the mechanisms of action underlying anti-

atherogenic effects of DHA. A showed in Figure 1, among the 24 241 genes (i.e. 39 429 

transcripts) represented in the Mouse GR 4x44k v2 microarray, 532 genes (2%) were found to 

be differentially expressed (p<0.01) between the Control and DHA groups with 58% of genes 

being up-regulated by DHA supplementation and 42% being down regulated.  

Functional enrichment and canonical pathway analysis. To better understand which 

and how biological processes have been affected by differentially regulated mRNAs, 

functional annotations and canonical pathway analysis were performed in Ingenuity Pathway 

Analysis (IPA) systems (Figure 2). Functional annotations allowed determining the 5 

biological functions that were most significant to our dataset (Figure 2A). Further enrichment 

analysis on defined (canonical) pathways of IPA Knowledge Base provided the list of the 5 

most significant over-represented pathways (Figure 2B). Interestingly, both types of analysis 

(i.e. functional annotation and canonical pathways) highlighted the over-representation of 

inflammatory processes and innate immunity. Indeed, 2 of the top 5 biological functions were 

identified as Hematological System Development and Function and Immune Cell Trafficking 

and the top five canonical pathways were all directly or indirectly related to antigen 

presentation. The Hematological System Development and Function (70 sub-functions) and 

Immune Cell Trafficking (51 sub-functions) shared most of their sub-functions (i.e. 50 

common sub-functions) and it should be noticed that the significantly altered sub-functions 

(Table 1) were mainly associated with immune cell movement and most importantly 
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exclusively decreased. The analysis of genes associated with these sub-functions (Figure 3) 

shows a remarkable number of down-regulated genes related to the inflammatory function of 

macrophages. These include the chemokines CCL5 (FC=-1.49), CXCL12 (FC=-1.29), 

CXCL11 (FC=1.49), PF4 (FC=1.65) and the chemokine receptor CCR7 (FC=-1.43) as well as 

the pro-inflammatory mediator FN1 (FC=-1.63). A second set of over-represented molecules 

are related to cell-to-cell interaction and include the adhesion molecules ICAM2 (FC=-1.34), 

SELP (FC=-1.30), PECAM1 (FC=-1.29), the transmembrane chemokine CX3CL1 (FC=-

1.12) as well as the extracellular protein THBS2 (FC=-1.29). Interestingly, CCL5 and CCR7 

together with the fatty acid transporter FABP4 (FC=+2.96) and the coagulation factor F13A1 

(FC=+1.65) are recognized biomarkers of macrophage polarization. Moreover, the direction 

of changes suggests a preferential orientation towards the reparative M2 phenotype. The 

analysis of genes associated with the top five canonical pathways (Table 2) also supports this 

idea. Indeed, most genes identified belong to the major histocompatibility complex (i.e. B2M, 

CD74, HLA-B, HLA-C, HLA-DQA1, HLA-DRB1, HLA-DQB1, H2-Q8) which is known to 

be up-regulated in pro-inflammatory M1 macrophages. These genes together with lipocalin 2 

(LCN2, FC=-1.47), another biomarker of M1 macrophage, were also associated with the 

functional annotation analysis (see Table I in the supplemental data).  

Upstream regulators analysis. The IPA Upstream Analysis was run to identify the 

cascade of upstream transcriptional regulators that can explain the observed gene expression 

changes. The upstream regulator analysis is based on prior knowledge of expected effects 

between transcriptional regulators and their target genes stored in the Ingenuity® Knowledge 

Base. The analysis examines how many known targets of each transcription regulator are 

present in the dataset, and also compares their direction of change to what is expected from 

the literature in order to predict likely relevant transcriptional regulators. A shown in Table 3, 

the analysis of our dataset revealed the significant modulation (activation z-score ≥ 2 or ≤ -2) 
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of 20 transcriptional regulators, 7 being activated (Table 3A) and 13 being inhibited (Table 

3B). Interestingly, the activated transcriptional regulators were mostly related to the PPARs 

dependent signaling pathways with PPAR  being the most significant activated upstream 

regulator associated with our dataset (z-score=2.367, p=1.50x10
-13

). Concerning the list of 

inhibited upstream regulators, it includes several members of the interferon family with INF  

being the most significant inhibited regulator (z-score=-2.797, p=2.81x10
-14

). The well-known 

inflammatory regulator NF B was also significantly associated with our dataset (z-score=-

2.360, p=6.32x10
-9

). It should be noticed that PPAR , INF  and NF B are three main 

transcriptional regulators involved in macrophage polarization. Moreover, the analysis of the 

targets of these 3 most significantly modulated upstream regulators (Figure 4 and Table II in 

supplemental file) reveals that almost all the macrophage polarization biomarkers (except 

F13A1) identified previously (i.e. CCL5, CCR7, FABP4, LCN2, B2M, CD74, HLA-DQA1, 

HLA-DRB1, HLA-DQB1) are directly or indirectly regulated by PPAR , INF  and/or NF B. 

Most genes involved in cell-to-cell interaction (i.e. PECAM1, SELP, CX3CL1, NCAM1) also 

belong to the list of target genes of INF  and NF B.  

 Immunofluorescent analysis of atherosclerotic lesions 

We previously showed that DHA supplementation reduces plaque extent (-35%, 

p<0.001) in aortic root cryosections from LDLR
-/-

 mice (Gladine et al., under publication). 

This is consistent with the representations of plaque size reported in Figure 5A (top 4 

pictures). The present immunofluorescent analysis aimed to get further insights into the 

impact of DHA on plaque composition, notably regarding macrophage infiltration. Then, 

immunofluorescent analysis of several biomarkers, namely Mac3, ArgI and oxLDL, was used 

to identify respectively macrophages (Mac3
+
), reparative M2 macrophages (ArgI

+
) and 
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oxidized LDL (oxLDL
+
). Intensities of staining calculated for each marker (Figures 5B, C 

and D) was relative to the lesion surface as delimited by the Mac3 staining.  

Concerning macrophages infiltration in the lesion (Mac3
+
 cells), the overall surface 

stained was as expected higher in Control mice (Figure 5A, middle 4 pictures) which had 

much larger lesions. However, when calculating the intensity of staining relative to the lesion 

surface (Figure 5B), it should be noticed that DHA supplementation was associated with a 

higher macrophage intensity of the lesion (+130%, p=0.01) in comparison with Control mice. 

Interestingly, when looking at the subtype of macrophage as determined by the distinct 

expression of arginase isoforms (Figure 5A, pictures to the lower left), lesions of DHA 

supplemented mice were characterized by a higher intensity of type M2 macrophages (ArgI
+
 

cells, +175%, p=0.001) (Figure 5C). This suggests that macrophages were abundant in the 

lesion of DHA mice but mainly oriented towards a M2 reparative phenotype. Finally, the 

staining of oxidized LDL represented in Figure 5A (pictures to the lower right) revealed a 

preferential distribution near the lamina and a 76% increase of staining relative intensity in 

the DHA group (Figure 5D) whereas this was not significant (p=0.08).  
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Discussion 

Using an untargeted transcriptomic approach, we showed that DHA supplementation 

in atherosclerosis-prone LDLR
-/-

 mice 1) principally affected inflammatory processes and 

innate immunity and 2) induced changes in the expression of several referenced biomarkers of 

macrophage polarization suggesting a preferential orientation of plaque macrophages towards 

a M2 reparative phenotype.  

 Anti-inflammatory properties of LC 3-PUFA at the vascular level mainly rely on the 

decreased macrophage infiltration within atherosclerotic lesion [8,9,10] and the reduced aortic 

expression of two matrix metalloproteinases MMP-2 and MMP-9 reported in ApoE
-/-

 mice 

[11]. The present study showed that pathways related to inflammation and innate immunity 

are the main in vivo targets of DHA at the vascular level. Most importantly, our study allowed 

the identification of several genomic targets underlying the vascular anti-inflammatory 

properties of DHA. These notably include CCL5, CCR7 and FN1, three mediators of 

inflammation promoting immune cells or fibroblasts recruitment to inflammatory sites 

including atherosclerotic plaques [12,13,14]. Indeed, CCL5, also known as RANTES, is a 

chemokine secreted by fibroblasts, platelets and monocytes/macrophages which triggers 

monocytes arrests in atherosclerotic arteries [14,15]. The role of CCR7 in atherogenesis is 

more controversial since CCR7 knock-out experiments both showed atherosclerosis 

regression [16] and progression [17]. Nevertheless, CCR7 is crucially involved in several 

fundamental processes shaping the structural and functional organization of the adaptive 

immune system [18]. Therefore, the decreased abundance of CCR7 mRNA induced by DHA 

supplementation may reflect a moderation of the adaptative immune system which could be 

beneficial in the condition of advanced atherosclerotic plaque. Fibronectin (FN1) is an 

extracellular matrix glycoproteins produced by different cell types including activated 

macrophages which play a role as a chemoattractant [19]. These three specific proteins (i.e. 



                                                                                                                                        Résultats 

99 
 

CCL5, CCR7 and FN1) have never been identified before as targets gene of DHA. Our results 

are nevertheless in accordance and complementary with previous in vitro results showing that 

LC- 3PUFAs reduce production of chemoattractants by immune cells [20] which is probably 

one of the primary anti-atherosclerotic action of DHA at the vascular level. Another set of 

interesting genes related to cell-to-cell interaction were also associated with DHA 

supplementation in our model. These include the adhesion molecules ICAM2, SELP, 

PECAM1, the transmembrane chemokine CX3CL1 as well as the extracellular protein 

THBS2 which were all down-regulated in the aorta of DHA supplemented mice. These 

proteins are produced by endothelial cells, monocytes/macrophages and/or platelets [21] and 

contribute to monocyte adhesion to endothelial cell, a critical step in the initiation and 

progression of atherosclerosis [22,23]. Whereas these specific proteins have not been all 

identified previously, several in vitro and ex-vivo experiments have reported decreased 

expression of adhesion molecules on the surface of monocytes, macrophages or endothelial 

cells following exposure to LC- 3PUFAs [24,25,26,27,28]. Finally, another remarkable 

number of down-regulated genes over-represented in our dataset belong to the major 

histocompatibility complex class II (i.e. HLA-DQA1, HLA-DRB1, HLA-DQB1). MHC-II 

molecules play a critical role in the induction of immune responses by presenting peptides of 

foreign antigens to CD4+ T lymphocytes, which results in their activation and proliferation 

[29]. A very tight regulation of MHC-II expression is thus crucial for the control of the 

immune response. This is particularly important in atherogenesis which is characterized by 

overreactive immune responses. Down-regulation of MHC II molecules by DHA has never 

been reported at the vascular level before but the group of Hughes reported similar effects in 

isolated human monocytes exposed to LC- 3PUFAs [30] and several animal studies have 

shown that LC- 3PUFAs can inhibit the expression of Ia molecules, the murine equivalent of 

human MHC class II molecules, at the surface of isolated macrophages [31,32,33]. The 
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inhibition of antigen presenting function is not expected in host defense but it could be 

beneficial during atherogenesis by contributing to the resolution of inflammation within the 

lesion.  

Macrophages represent up to 60% of atheromata mass [5] and the importance of 

macrophage phenotypic modulation in atherosclerosis is now well recognized [34]. Indeed, 

functional heterogeneity and plasticity is a hallmark of macrophages which can have both pro- 

and anti-inflammatory properties, as they orchestrate the initiation but also the resolution 

phases of inflammation. Both M1-pro-inflammatory and M2-reperative macrophages have 

been identified within atherosclerotic lesion [35] whereas it is important to remind that this 

two extreme phenotypes as well as intermediate phenotypes and their associated biomarkers 

can be detected simultaneously in vivo. Interestingly, our transcriptomic analysis of aortic 

gene expression together with the immunofluorescent analysis of macrophage phenotype 

within aortic root, suggests that DHA supplementation induced a preferential orientation of 

plaque macrophage towards a M2-like reparative phenotype. Indeed, aorta of DHA 

supplemented mice showed a reduced mRNA abundance of several recognized biomarkers of 

M1 pro-inflammatory macrophage (i.e. CCL5, CCR7, molecules of the MHC II as well as 

LCN2) and a increased mRNA abundance of two M2 biomarkers FABP4 and F13A1 

[36,37,38]. These genomic results are very consistent with the higher abundance of Arginase I 

protein isoform which is a specific biomarker of M2 murine macrophages [6]. Moreover, the 

upstream regulators the most significantly associated with our dataset included PPAR , INF  

as well as NF B which are three main transcriptional regulators of macrophage polarization 

[39] involved in the regulation of expression of most biomarkers reported above. Finally, our 

results obtained at the vascular level are very consistent with previous findings reported 

within adipose tissue macrophages showing a switch in macrophage polarization toward an 

M2-like phenotype in mice supplemented with DHA [7]. Interestingly, these latter study also 



                                                                                                                                        Résultats 

101 
 

reported that resolvin D1, a lipid mediator arising from the LOX-dependent oxidation of DHA 

[40], could be a key player of this polarization switch.  

In conclusion, the findings of the present study show that oral DHA supplementation is 

associated with substantial modulations of gene expression at the vascular level. These 

highlighted a main influence on the pathways related to inflammation and innate immunity 

which could be mediated by a preferential orientation of plaque macrophages toward a M2-

like reparative phenotype. This provides a more thorough understanding of the mechanisms of 

action of DHA and could help to develop targeted strategies that afford even greater 

therapeutic potential for this LC 3-PUFA. 
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Figure legends 

Figure 1: Flow chart of the number of genes differentially expressed in the aorta of Control 

vs DHA mice.  

 

Figure 2: Most significant biological processes affected by DHA supplementation. The 

list of genes differentially expressed between Control and DHA mice were uploaded in the 

IPA tool (Ingenuity ® System, www.ingenuity.com) and analyzed based on the Ingenuity 

Knowledge Base. The significance of the association between the genes list and the function 

or pathway (p-value) was measured using the right-tailed Fisher’s exact test. “Ratio” indicates 

the number of genes in a given pathway divided by the total number of genes making up the 

pathway.  

Figure 3: Network diagram showing the genes associated with the significantly altered 

sub-functions related to Hematological system development and Immune cell trafficking 

functions. Ingenuity systems found 55 genes of the dataset associated with the significantly decreased 

sub-functions. 

Figure 4: Network diagram showing the genes of the dataset identified as target genes of PPAR, 

INF and/or NFB.  

Figure 5: Composition of aortic lesions regarding inflammatory and oxidative stress 

components.. A: Immunofluorescence of atherosclerotic lesions from Control and DHA mice 

(x20). MØ were identified as Mac3
+
 (red) cells, Type M2 reparative macrophages were 

identified as Arginase 1
+ 

(green) and level of LDL oxidation was identified as oxLDL
+
 

(green). The up 4 images represent merge images overlaying either Arginase 1/Mac3/DAPI 

(left) or oxLDL/Mac3/DAPI (right). Lesion surface was delimited on each image based on the 

staining of Mac3 using the ROI Manager tool in the ImageJ free software 

http://www.ingenuity.com/
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(http://rsb.info.nih.gov/ij/). The intensity of each staining is relative to the lesion surface ; B: 

Intensity of staining of macrophages (Mac3) relative to lesion surface in Control and DHA 

supplemented mice ; C: Intensity of staining of type M2 macrophages (ArgI) relative to lesion 

surface in Control and DHA supplemented mice ; D: Intensity of staining of oxidized LDL 

(oxLDL) relative to lesion surface in Control and DHA supplemented mice. Student t test 

were performed to compare the intensity of staining relative to the lesion surface between the 

Control (n=8, 3 random fields/plaque) and the DHA mice (n=8, 3 random fields/section), ** 

p<0.01. 

http://rsb.info.nih.gov/ij/
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Table legends 

 

Table 1: Significantly altered sub-functions. Ingenuity systems found 70 sub-functions in the 

Hematological system development function and 51 sub-functions in the Immune cell trafficking 

function. Fourteen sub-unctions were found to be significantly decreased (i.e. z-score ≤ -2). 

IPA Downstream Effects Analysis identifies functions that are expected to increase or 

decrease, given the observed gene expression changes the experimental dataset. Downstream 

Effects Analysis is based on expected causal effects between genes and functions; the 

expected causal effects are derived from the literature compiled in the Ingenuity® Knowledge 

Base. The analysis examines genes in the dataset that are known to affect functions, compares 

the genes’ direction of change to expectations derived from the literature, then issues a 

prediction for each function based on the direction of change. IPA uses the regulation z-score 

algorithm to make predictions. The z-score algorithm is designed to reduce the chance that 

random data will generate significant predictions. A negative  z-score ≤ ‑2 means that the 

sub-function is statistically significantly decreased. 

Table 2: Genes associated with the top 5 canonical pathways. 

Table 3: Most significant upstream regulators associated with the dataset  
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Supplemental table legends 

Table I: List of genes involved in the 50 common sub-functions between the Hematological system 

development and Immune cell trafficking functions.  

Table II: Genes associated with the activation of PPAR and the inhibition of INF and NFB 
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Figure 1 
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Figure 2 

A. Top five biological functions 

 

B. Top five canonical pathways 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Figure 5 
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Table 1  

 

Sub-functions Annotation Activation z-score 

cell movement of myeloid cells -2.87 

cell movement of leukocytes -2.58 

cell movement of peripheral blood leukocytes -2.58 

cell movement of granulocytes -2.54 

cell movement of PBMCs -2.39 

cell movement of mononuclear leukocytes -2.31 

cell movement of phagocytes -2.26 

Lymphocyte migration -2.24 

chemotaxis of mononuclear leukocytes -2.22 

chemotaxis of phagocytes -2.20 

homing of mononuclear leukocytes -2.20 

chemotaxis of myeloid cells -2.12 

chemotaxis of leukocytes -2.02 

homing of leukocytes -2.00 
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Table 2 

Gene Symbol Gene Name 

Entrez 

Gene 

Fold 

Change Type(s) 

Antigen presentation pathway  

    B2M beta-2-microglobulin 12010 -1.301 transmembrane receptor 

CD74 CD74 molecule. major histocompatibility complex. class II  16149 -1.671 transmembrane receptor 

HLA-B -- 15018 -1.291 transmembrane receptor 

HLA-C major histocompatibility complex. class I. C 14972 -1.240 other 

HLA-DQA1 major histocompatibility complex. class II. DQ alpha 1 14960 -1.499 transmembrane receptor 

HLA-DRB1 major histocompatibility complex. class II. DR beta 1 14969 -1.690 transmembrane receptor 

PSMB9 proteasome (prosome. macropain) subunit. beta type. 9 16912 -1.294 peptidase 

Ox40 Signaling pathway 

    B2M beta-2-microglobulin 12010 -1.301 transmembrane receptor 

BCL2L1 BCL2-like 1 12048 1.493 other 

H2-Q8 histocompatibility 2. Q region locus 8 15019 -1.431 other 

HLA-B -- 15018 -1.291 transmembrane receptor 

HLA-C major histocompatibility complex. class I. C 14972 -1.240 other 

HLA-DQA1 major histocompatibility complex. class II. DQ alpha 1 14960 -1.499 transmembrane receptor 
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HLA-DQB1 major histocompatibility complex. class II. DQ beta 1 14961 -1.675 other 

HLA-DRB1 major histocompatibility complex. class II. DR beta 1 14969 -1.690 transmembrane receptor 

JUN jun proto-oncogene 16476 -1.525 transcription regulator 

Cytotoxic T Lymphocyte-mediated 

Apoptosis of Target cells 

    B2M beta-2-microglobulin 12010 -1.301 transmembrane receptor 

DFFA DNA fragmentation factor. 45kDa. alpha polypeptide 13347 1.461 enzyme 

H2-Q8 histocompatibility 2. Q region locus 8 15019 -1.431 other 

HLA-B -- 15018 -1.291 transmembrane receptor 

HLA-C major histocompatibility complex. class I. C 14972 -1.240 other 

HLA-DQA1 major histocompatibility complex. class II. DQ alpha 1 14960 -1.499 transmembrane receptor 

HLA-DQB1 major histocompatibility complex. class II. DQ beta 1 14961 -1.675 other 

HLA-DRB1 major histocompatibility complex. class II. DR beta 1 14969 -1.690 transmembrane receptor 

Allograft Rejection Signaling 

    B2M beta-2-microglobulin 12010 -1.301 transmembrane receptor 

H2-Q8 histocompatibility 2. Q region locus 8 15019 -1.431 other 

HLA-B -- 15018 -1.291 transmembrane receptor 

HLA-C major histocompatibility complex. class I. C 14972 -1.240 other 
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HLA-DQA1 major histocompatibility complex. class II. DQ alpha 1 14960 -1.499 transmembrane receptor 

HLA-DQB1 major histocompatibility complex. class II. DQ beta 1 14961 -1.675 other 

HLA-DRB1 major histocompatibility complex. class II. DR beta 1 14969 -1.690 transmembrane receptor 

Crosstalk between dendritic cells 

and Natural killer cells 

    ACTA1 actin. alpha 1. skeletal muscle 11459 -1.314 other 

ACTG1 actin. gamma 1 11465 -1.315 other 

ACTG2 actin. gamma 2. smooth muscle. enteric 11468 -1.394 other 

CCR7 chemokine (C-C motif) receptor 7 12775 -1.425 G-protein coupled receptor 

HLA-B -- 15018 -1.291 transmembrane receptor 

HLA-C major histocompatibility complex. class I. C 14972 -1.240 other 

HLA-DRB1 major histocompatibility complex. class II. DR beta 1 14969 -1.690 transmembrane receptor 

IL2RG interleukin 2 receptor. gamma 16186 -1.253 transmembrane receptor 

TLN1 talin 1 21894 -1.324 other 
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Table 3 

A. List of the most significant activated upstream regulators 

Upstream Regulator  Activation z-score p-value of overlap 

PPARG 2,367 1,50E-13 

PPARA 2,384 6,45E-10 

PPARD 3,160 1,56E-08 

estrogen receptor 2,688 2,50E-07 

PPARα-RXRα 2,000 4,42E-04 

RXRA 2,068 7,05E-03 

ESRRA 2,414 8,68E-02 

   B. List of the most significant inhibited upstream regulators 

Upstream Regulator Activation z-score p-value of overlap 

IFNG -2,797 2,81E-14 

NFkB (complex) -2,360 6,32E-09 

PRL -2,153 1,07E-08 

IL6 -2,226 7,88E-07 

IL27 -2,613 1,26E-06 

Pdgf (complex) -2,574 4,99E-05 

PDGF BB -2,009 1,40E-04 

TCR -2,416 1,75E-04 

Interferon alpha -2,771 4,23E-04 

IFN alpha/beta -2,156 7,53E-04 

CCL13 -2,425 2,30E-03 

EBI3 -2,177 3,55E-03 

EDN1 -2,672 3,74E-03 
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SUPPLEMENTAL FILE 

 

Table I 

Symbol Entrez Gene Name 

Entrez 

Gene 

ID 

Fold 

Change Type(s) 

HLA-DRB1 major histocompatibility complex. class II. DR beta 1 14969 -1.69 transmembrane receptor 

HLA-DQB1 major histocompatibility complex. class II. DQ beta 1 14961 -1.675 other 

CD74 CD74 molecule. major histocompatibility complex. class II invariant chain 16149 -1.671 transmembrane receptor 

HSPA1A/HSPA1B heat shock 70kDa protein 1A 193740 -1.664 other 

FN1 fibronectin 1 14268 -1.634 enzyme 

NR4A1 nuclear receptor subfamily 4. group A. member 1 15370 -1.544 ligand-dependent nuclear receptor 

COL18A1 collagen. type XVIII. alpha 1 12822 -1.526 other 

HLA-DQA1 major histocompatibility complex. class II. DQ alpha 1 14960 -1.499 transmembrane receptor 

CCL5 chemokine (C-C motif) ligand 5 20304 -1.489 cytokine 

LCN2 lipocalin 2 16819 -1.47 transporter 

KLF2 Kruppel-like factor 2 (lung) 16598 -1.449 transcription regulator 

GATA3 GATA binding protein 3 14462 -1.442 transcription regulator 

EGR1 early growth response 1 13653 -1.439 transcription regulator 
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CCR7 chemokine (C-C motif) receptor 7 12775 -1.425 G-protein coupled receptor 

RGS3 regulator of G-protein signaling 3 50780 -1.398 other 

KIT v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog 16590 -1.392 kinase 

TIMP2 TIMP metallopeptidase inhibitor 2 21858 -1.388 other 

TGFBR2 transforming growth factor. beta receptor II (70/80kDa) 21813 -1.38 kinase 

NOTCH2 notch 2 18129 -1.366 transcription regulator 

INHBA inhibin. beta A 16323 -1.351 growth factor 

NEO1 neogenin 1 18007 -1.349 transcription regulator 

PODXL podocalyxin-like 27205 -1.347 kinase 

ICAM2 intercellular adhesion molecule 2 15896 -1.343 other 

CD200 CD200 molecule 17470 -1.342 other 

CARD11 -- 108723 -1.337 kinase 

TNFRSF1A tumor necrosis factor receptor superfamily. member 1A 21937 -1.337 transmembrane receptor 

ANGPT2 angiopoietin 2 11601 -1.332 growth factor 

GZMA 

granzyme A (granzyme 1. cytotoxic T-lymphocyte-associated serine esterase 

3) 14938 -1.325 peptidase 

TLN1 talin 1 21894 -1.324 other 

CLEC7A C-type lectin domain family 7. member A 56644 -1.322 transmembrane receptor 

PLAT plasminogen activator. tissue 18791 -1.316 peptidase 
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COL1A1 collagen. type I. alpha 1 12842 -1.306 other 

ELN elastin 13717 -1.301 other 

B2M beta-2-microglobulin 12010 -1.301 transmembrane receptor 

S100A4 S100 calcium binding protein A4 20198 -1.298 other 

LTBP1 latent transforming growth factor beta binding protein 1 268977 -1.297 other 

SELP selectin P (granule membrane protein 140kDa. antigen CD62) 20344 -1.297 other 

COL4A1 collagen. type IV. alpha 1 12826 -1.294 other 

PSMB9 proteasome (prosome. macropain) subunit. beta type. 9 16912 -1.294 peptidase 

THBS2 thrombospondin 2 21826 -1.287 other 

Cxcl12 chemokine (C-X-C motif) ligand 12 20315 -1.286 cytokine 

PECAM1 platelet/endothelial cell adhesion molecule 1 18613 -1.284 other 

IRGM immunity-related GTPase family. M 15944 -1.283 other 

POSTN periostin. osteoblast specific factor 50706 -1.275 other 

F2R coagulation factor II (thrombin) receptor 14062 -1.263 G-protein coupled receptor 

ANGPTL2 angiopoietin-like 2 26360 -1.256 other 

BGN biglycan 12111 -1.255 other 

IL2RG interleukin 2 receptor. gamma 16186 -1.253 transmembrane receptor 

SFRP1 secreted frizzled-related protein 1 20377 -1.253 transmembrane receptor 
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CASP1 caspase 1. apoptosis-related cysteine peptidase 12362 -1.246 peptidase 

HLA-C major histocompatibility complex. class I. C 14972 -1.24 other 

CX3CL1 chemokine (C-X3-C motif) ligand 1 20312 -1.121 cytokine 

CTSB cathepsin B 13030 -1.063 peptidase 

CTSL2 cathepsin L2 13039 -1.01 peptidase 

LGALS3 lectin. galactoside-binding. soluble. 3 16854 1.063 other 

APOA1 -- 11806 1.37 transporter 

GPC3 glypican 3 14734 1.373 other 

CD22 CD22 molecule 12483 1.382 transmembrane receptor 

LIF leukemia inhibitory factor 16878 1.409 cytokine 

LTC4S leukotriene C4 synthase 17001 1.435 enzyme 

IL6R interleukin 6 receptor 16194 1.437 transmembrane receptor 

CTSS cathepsin S 13040 1.461 peptidase 

CXCL11 -- 56066 1.486 cytokine 

ADORA1 adenosine A1 receptor 11539 1.486 G-protein coupled receptor 

BCL2L1 BCL2-like 1 12048 1.493 other 

S100B S100 calcium binding protein B 20203 1.503 other 

C2 complement component 2 12263 1.511 peptidase 
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CSF3R colony stimulating factor 3 receptor (granulocyte) 12986 1.511 transmembrane receptor 

APOC3 -- 11814 1.608 transporter 

CD244 CD244 molecule. natural killer cell receptor 2B4 18106 1.618 transmembrane receptor 

TRIO -- 223435 1.634 kinase 

F13A1 coagulation factor XIII. A1 polypeptide 74145 1.649 enzyme 

BLOC1S3 biogenesis of lysosomal organelles complex-1. subunit 3 232946 1.689 other 

SNCA synuclein. alpha (non A4 component of amyloid precursor) 20617 1.741 other 

GC group-specific component (vitamin D binding protein) 14473 1.764 transporter 

ALB albumin 11657 1.78 transporter 

NOTCH1 notch 1 18128 1.849 transcription regulator 

PF4 platelet factor 4 56744 1.858 cytokine 

KNG1 -- 16644 2.038 other 

PIGR polymeric immunoglobulin receptor 18703 2.488 transporter 

LGALS4 lectin. galactoside-binding. soluble. 4 16855 2.535 other 

Klra4 -- 16627 2.863 transmembrane receptor 

FABP4 fatty acid binding protein 4. adipocyte 11770 2.963 transporter 
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Table II 

Symbol Entrez Gene Name 

Entrez 

Gene ID 

Fold 

Change 

Family 

IGFBP2 insulin-like growth factor binding protein 2, 36kDa 16008 -2.01 other 

Tgtp1/Tgtp2 T cell specific GTPase 1 100039796 -1.89 enzyme 

HLA-DRB1 major histocompatibility complex, class II, DR beta 1 14969 -1.69 transmembrane receptor 

HLA-DQB1 major histocompatibility complex, class II, DQ beta 1 14961 -1.67 other 

DBP D site of albumin promoter (albumin D-box) binding protein 13170 -1.67 transcription regulator 

CD74 CD74 molecule, major histocompatibility complex, class II invariant chain 16149 -1.67 transmembrane receptor 

HSPA1A/HSPA1B heat shock 70kDa protein 1A 193740 -1.66 other 

FN1 fibronectin 1 14268 -1.63 enzyme 

FAM46A family with sequence similarity 46, member A 212943 -1.57 other 

CRLF1 cytokine receptor-like factor 1 12931 -1.56 other 

NR4A1 nuclear receptor subfamily 4, group A, member 1 15370 -1.54 ligand-dependent nuclear receptor 

Prl2c2 (includes others) prolactin family 2, subfamily c, member 2 666317 -1.53 growth factor 

COL18A1 collagen, type XVIII, alpha 1 12822 -1.53 other 

CYR61 cysteine-rich, angiogenic inducer, 61 16007 -1.53 other 

JUN jun proto-oncogene 16476 -1.52 transcription regulator 

Igtp interferon gamma induced GTPase 16145 -1.52 enzyme 
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HLA-DQA1 major histocompatibility complex, class II, DQ alpha 1 14960 -1.50 transmembrane receptor 

CCL5 chemokine (C-C motif) ligand 5 20304 -1.49 cytokine 

LCN2 lipocalin 2 16819 -1.47 transporter 

CDKN1C cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (p57, Kip2) 12577 -1.46 other 

Ifi47 interferon gamma inducible protein 47 15953 -1.46 other 

Gbp2 guanylate binding protein 2 14469 -1.45 enzyme 

ARC activity-regulated cytoskeleton-associated protein 11838 -1.44 other 

GATA3 GATA binding protein 3 14462 -1.44 transcription regulator 

EGR1 early growth response 1 13653 -1.44 transcription regulator 

FOSB FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog B 14282 -1.43 transcription regulator 

CCR7 chemokine (C-C motif) receptor 7 12775 -1.42 G-protein coupled receptor 

IRS1 insulin receptor substrate 1 16367 -1.40 enzyme 

GBP5 guanylate binding protein 5 229898 -1.40 enzyme 

KIT v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog 16590 -1.39 transmembrane receptor 

TIMP2 TIMP metallopeptidase inhibitor 2 21858 -1.39 other 

FUCA1 fucosidase, alpha-L- 1, tissue 71665 -1.38 enzyme 

COL1A2 collagen, type I, alpha 2 12843 -1.37 other 

Irgm2 immunity-related GTPase family M member 2 54396 -1.36 enzyme 

INHBA inhibin, beta A 16323 -1.35 growth factor 



                                                                                                                                                                                                                          Résultats 

126 
 

CCND2 cyclin D2 12444 -1.35 other 

NCAM1 neural cell adhesion molecule 1 17967 -1.35 other 

GBP4 guanylate binding protein 4 55932 -1.34 enzyme 

CD200 CD200 molecule 17470 -1.34 other 

ENPP1 ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 1 18605 -1.34 enzyme 

TNFRSF1A tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1A 21937 -1.34 transmembrane receptor 

GJA1 gap junction protein, alpha 1, 43kDa 14609 -1.33 transporter 

LY6E lymphocyte antigen 6 complex, locus E 17069 -1.32 other 

RTP4 receptor (chemosensory) transporter protein 4 67775 -1.32 other 

COL1A1 collagen, type I, alpha 1 12842 -1.31 other 

TPM2 tropomyosin 2 (beta) 22004 -1.30 other 

B2M beta-2-microglobulin 12010 -1.30 transmembrane receptor 

SELP selectin P (granule membrane protein 140kDa, antigen CD62) 20344 -1.30 transmembrane receptor 

MKI67 antigen identified by monoclonal antibody Ki-67 17345 -1.29 other 

PSMB9 proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 9 16912 -1.29 peptidase 

HBEGF heparin-binding EGF-like growth factor 15200 -1.29 growth factor 

Cxcl12 chemokine (C-X-C motif) ligand 12 20315 -1.29 cytokine 

PECAM1 platelet/endothelial cell adhesion molecule 1 18613 -1.28 other 

CDH13 cadherin 13, H-cadherin (heart) 12554 -1.28 other 
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IRGM immunity-related GTPase family, M 15944 -1.28 other 

BMP2 bone morphogenetic protein 2 12156 -1.28 growth factor 

PRKG2 protein kinase, cGMP-dependent, type II 19092 -1.27 kinase 

IGFBP5 insulin-like growth factor binding protein 5 16011 -1.26 other 

CASP1 caspase 1, apoptosis-related cysteine peptidase 12362 -1.25 peptidase 

HLA-C major histocompatibility complex, class I, C 14972 -1.24 other 

CX3CL1 chemokine (C-X3-C motif) ligand 1 20312 -1.12 cytokine 

CTSB cathepsin B 13030 -1.06 peptidase 

CTSD cathepsin D 13033 -1.04 peptidase 

CTSL2 cathepsin L2 13039 -1.01 peptidase 

LGALS3 lectin, galactoside-binding, soluble, 3 16854 1.06 other 

PEX11A peroxisomal biogenesis factor 11 alpha 18631 1.37 other 

EHHADH enoyl-CoA, hydratase/3-hydroxyacyl CoA dehydrogenase 74147 1.37 enzyme 

CHAC1 ChaC, cation transport regulator homolog 1 (E. coli) 69065 1.38 other 

CLEC2D C-type lectin domain family 2, member D 93694 1.40 transmembrane receptor 

C10orf10 chromosome 10 open reading frame 10 213393 1.41 other 

CEBPB CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), beta 12608 1.41 transcription regulator 

HIF3A hypoxia inducible factor 3, alpha subunit 53417 1.42 transcription regulator 

LTC4S leukotriene C4 synthase 17001 1.43 enzyme 
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IL6R interleukin 6 receptor 16194 1.44 transmembrane receptor 

CASP4 caspase 4, apoptosis-related cysteine peptidase 12363 1.44 peptidase 

CTSS cathepsin S 13040 1.46 peptidase 

DFFA DNA fragmentation factor, 45kDa, alpha polypeptide 13347 1.46 enzyme 

FABP1 fatty acid binding protein 1, liver 14080 1.47 transporter 

IGFBP6 insulin-like growth factor binding protein 6 16012 1.49 other 

BCL2L1 BCL2-like 1 12048 1.49 other 

MYH14 myosin, heavy chain 14, non-muscle 71960 1.50 other 

ACOX1 acyl-CoA oxidase 1, palmitoyl 11430 1.50 enzyme 

TSC22D3 TSC22 domain family, member 3 14605 1.51 transcription regulator 

DDX5 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box helicase 5 13207 1.54 enzyme 

PC pyruvate carboxylase 18563 1.56 enzyme 

PDK4 pyruvate dehydrogenase kinase, isozyme 4 27273 1.60 kinase 

PRODH proline dehydrogenase (oxidase) 1 19125 1.62 enzyme 

RAB3C RAB3C, member RAS oncogene family 67295 1.64 enzyme 

CPT1B carnitine palmitoyltransferase 1B (muscle) 12895 1.67 enzyme 

VAMP5 vesicle-associated membrane protein 5 53620 1.76 transporter 

FKBP5 FK506 binding protein 5 14229 1.77 enzyme 

APOA2 apolipoprotein A-II 11807 1.77 transporter 
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NOTCH1 notch 1 18128 1.85 transcription regulator 

PF4 platelet factor 4 56744 1.86 cytokine 

ADRB3 adrenoceptor beta 3 11556 2.04 G-protein coupled receptor 

ANGPTL4 angiopoietin-like 4 57875 2.11 other 

Ces1d carboxylesterase 1D 104158 2.19 enzyme 

PIGR polymeric immunoglobulin receptor 18703 2.49 transporter 

CIDEC cell death-inducing DFFA-like effector c 14311 2.54 other 

CYP2E1 cytochrome P450, family 2, subfamily E, polypeptide 1 13106 2.68 enzyme 

Gbp6 (includes others) guanylate binding protein 6 100702 2.69 enzyme 

ADIG adipogenin 246747 2.88 other 

FABP4 fatty acid binding protein 4, adipocyte 11770 2.96 transporter 
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Abreviations 

 

14-A4-NeuroP: 14-A4-Neuroprostane, BSA: bovine serum albumin, CCL-3: chemokine (C-C 

motif) ligand 3, COX-2: cyclooxygenase-2, CuSO4: cupric sulfate, ΔCt: delta threshold 

cycle, DHA: docosahexaenoic acid, DMEM: dulbecco's modified eagle medium, DMSO: 

dimethyl sulfoxide, ELISA: enzyme linked immunosorbent assay, EPA: eicosapentaenoic 

acid, F4-NeuroP: F4-Neuroprostane, FCS: fetal calf serum, HUVEC: human umbilical vein 

endothelial cells, IL-1: interleukin 1-beta, IL-6: interleukin-6, iNOS: inducible nitric oxide 

synthase, IB: nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor 

alpha, IKK: IB kinase, LC-3-PUFA: long chain omega-3 polyunsaturated fatty acids, 

LDLR
-/-

: low density lipoprotein receptor deficient, LPS: lipopolyssaccharide, MCP-1: 

monocyte chemotactic protein-1, NFB: nuclear factor kappa B, PBS: phosphate-buffered 

saline, PBMC: peripheral blood mononuclear cells, PPAR/: peroxisome proliferator-

activated receptor alpha/gamma, qRT-PCR: quantitative reverse transcription-polymerase 

chain reaction, RM: resting macrophages, RPMI: roswell park memorial institute medium, 

SAEC: swine aortic endothelial cells, SD: standard deviation, TBST: tris-buffered saline-

tween-20, TNF: tumor necrosis factor alpha. 
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Abstract 

The long chain omega-3 polyunsaturated fatty acid docosahexaenoic acid (DHA) exerts 

potent anti-inflammatory effects but the molecular mechanisms responsible of these effects 

remain unclear. DHA is highly prone to lipid peroxidation leading to production of several 

potentially bioactive metabolites which could contribute to the anti-inflammatory properties 

of DHA. The neuroprostanes, are a class of metabolites previously identified as the major 

products of DHA lipid peroxidation. The present study was designed to investigate anti-

inflammatory properties of neuroprostanes in human macrophages in vitro.  

Primary human macrophages, before their LPS-stimulation aiming to induce inflammatory 

response, were pretreated with 10 µM 14-A4-Neuroprostane or 4-F4t-Neuroprostane, specific 

peroxidation products of DHA. The pro-inflammatory mediators’ expression and secretion 

were determined by qRT-PCR and ELISA test. In addition, molecular mechanisms of their 

action were examined at the PPAR and  and NFB level.  

The results indicate that both 14-A4 and 4-F4t-Neuroprostanes decreased LPS-induced pro-

inflammatory cytokines and chemokines mRNA levels and secretion. Their anti-inflammatory 

action appears independent of PPAR and  but is related to the NFB signaling pathway.  

In summary, we have demonstrated, for the first time, that 4-F4t-Neuroprostane could 

contribute partly to the anti-inflammatory effect of DHA. DHA could exert its anti-

inflammatory effects via its metabolites derived from lipid peroxidation. 

 

Keywords: omega-3 fatty acids / docosahexaenoic acid / lipid peroxidation /neuroprostane/ 

anti-inflammatory
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Introduction 

 

The long chain omega-3 polyunsaturated fatty acids (LC- 3PUFAs), including 

eicosapentaenoic and docosahexaenoic acids (EPA and DHA), exert potent anti-inflammatory 

effects [1]. These effects are attributable to the regulation of immune cell chemotaxis and to 

the moderation of their pro-inflammatory activity. For instance, several in vitro experiments 

involving treatment of immune cell with LC- 3PUFAs showed significant reduction of 

chemoattractant production, such as leukotriene B4 [2,3]. Treatment with LC- 3PUFAs have 

also been associated with reduced levels of several pro-inflammatory cytokines and 

chemokines including TNF , IL-1 , IL-6 or MCP-1 [4,5,6,7]. The molecular mechanisms 

responsible for these effects are not completely elucidated but several lines of evidence 

suggest that LC- 3PUFAs are probably not the major bioactive molecules and their 

oxygenated metabolites could play a significant role in the anti-inflammatory actions of LC-

3PUFAs [8]. We have focused on DHA non-enzymatic oxidation or peroxidation products 

because DHA is the most peroxidizable PUFA. Indeed, its chemical structure strongly 

predisposes this fatty acid to free radical attacks [9]. In addition, DHA is a poor substrate for 

cyclooxygenases and lipoxygenases to generate enzymatic metabolites [10] suggesting that 

peroxidation could be a mandatory for makes it bioactive. Furthermore, Sethi et al., 

demonstrated that oxidized DHA (by CuSO4/ascorbate), but not native DHA, led to the 

reduction of the adhesion of monocytes U937 to endothelial human cells [8]. Later, Musiek et 

al., have shown that, another metabolite generated by DHA, 14-A4-Neuroprostane (14-A4-

NeuroP) exerts an anti-inflammatory effects by a reduction of expression of pro-inflammatory 

mediators at post-transcriptional level (COX-2, iNOS) on murine RAW macrophages 

pretreated with this compound [11]. Currently, this study represents the base of knowledge of 

14-A4-NeuroP bioactivity. Sethi et al., and Musiek et al., have clearly highlighted that 
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oxidized DHA or 14-A4-Neuroprostane exert their anti-inflammatory effects through 

inhibition of NF B pathway caused by PPAR  activation in endothelial cells [12]. Finally we 

have recently shown that other DHA metabolites, the F4-Neuroprostanes (F4-NeuroP), are the 

most predictive negative variable of atherosclerosis in the LDLR
-/-

 mice supplemented with 

DHA (Gladine et al., under publication). In this context, the present work was focused on 

anti-inflammatory action of 14-A4-NeuroP and 4-F4t-NeuroP in primary human macrophages.  
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Materials & Methods 

 

Reagents. 14-A4-NeuroP and 4-F4t-NeuroP were synthesized and obtained generously by a 

gift of Dr. G. Zanoni [13] and Dr. T. Durand [14]. These compounds were stored, in ethyl 

acetate for the 14-A4-NeuroP and in methanol for the 4-F4t-NeuroP, at – 80°C until 

immediately before use at which time they were dried under nitrogen and suspended in 

ethanol. 14-A4-NeuroP and 4-F4t-NeuroP were added to the culture medium at the final 

desired concentration. The serum-free medium was used because these compounds react with 

albumin. Lipopolysaccharide (LPS, from Escherichia coli 026:B6) was purchased from 

Sigma. 

 

Cell culture. Human peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated from healthy 

donors. After Ficoll (GE Healthcare, Orsay, France) density gradient centrifugation, the 

isolated monocytes were suspended in RPMI 1640 medium (Gibco) containing gentamycin 

(0.1 mg/mL, Gibco) and glutamine (2 mM, Gibco). Monocytes were seeded at density of 

2.10
6
 cells/well in 6-well plastic culture dishes (Primaria, BD FalconTM) and incubated for 2 

hours at 37°C under a humidified atmosphere of 5% CO2 in air. After this period non-

adherent cells were removed by phosphate-buffered saline (PBS) washes and RPMI 1640 

medium supplemented with 10% of decomplemented human serum (Dutscher), gentamycin 

(0.1 mg/mL) and glutamine (2 mM) was added in culture dishes. Differentiation of monocytes 

into resting macrophages (RM) occurred spontaneously by adhesion of cells to the culture 

dishes after 6 days of culture, at 37°C, 5% CO2. 

 

Treatment of cells with 14-A4 or 4-F4t-NeuroP and LPS. On day 6, differentiated RM were 

washed with PBS and incubated with serum-free medium containing either 14-A4-NeuroP (10 
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µM), 4-F4t-NeuroP (10 µM) or ethanol (vehicle 0.15%) during 30 min at 37°C, 5% CO2. After 

30 min, LPS (100 ng/mL) was added to the same medium, and incubation was continued 

during 6 hours at 37°C, 5% CO2.  

 

RNA extraction and analysis. Total cellular RNA was extracted from macrophages using 

Trizol reagent (Invitrogen). For qRT-PCR analysis of TNF , IL-6, COX-2, MCP-1 and CCL-

3 expression, total RNAs were reverse transcribed (RT) and subsequently amplified by real-

time quantitative polymerase chain reaction (qPCR) on a AB 7900 (Applied Biosystems) 

apparatus using specific primers (Table 1). The relative expression of each gene was 

normalized to the expression level of cyclophilin and calculated by the ΔCt method. The ΔCt 

is expressed as the difference between the Ct (threshold cycle) of the indicated/target gene and 

the Ct of cyclophilin. The amount of target gene relative to the cyclophilin was expressed as 2
-

(ΔCt)
.  

 

ELISA test. MCP-1 and TNF  secreted in cell culture supernatants were quantified using 

enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) purchased from R&D Systems according to the 

instructions of the manufacturer.  

 

Transfection experiment. Cos-7 cells were seeded in a 60 mm dishes at a density of 5.5.10
5
 

cells/dish in DMEM medium supplemented with 10% fetal calf serum (FCS) and incubated at 

37°C, 5% CO2 for 16h prior to transfection. Cells were transfected in DMEM medium, using 

jetPEI, with reporter (pG5-TK-pGL3) and expression plasmids pGal4-hPPAR  or pGal4-

hPPAR . The pCMV- -galactosidase expression plasmid was co-transfected as a control for 

transfection efficiency. After 16h, transfection was stopped by addition of DMEM medium 

supplemented with 10% FCS and cells were then trypsinized and seeded in 96 wells plates 
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and incubated for 4-5h in DMEM medium without FCS. Cells were then incubated overnight 

in DMEM medium without FCS and increasing concentrations (0.1-20 µM) of 14-A4-NeuroP 

or 4-F4t-NeuroP or vehicle (DMSO). Pirinixic acid (WY 14.643) and rosiglitazone were used, 

respectively, as positive control of PPAR  and PPAR  activation. At the end of the 

experiment, cells were washed once with ice-cold PBS, lysed and luciferase and -

galactosidase assays were performed. 

 

Western blot analysis. Cell proteins were subjected to electrophoresis in 12% SDS-PAGE 

and electrotransferred on PVDF membranes over 1h at 90 V. Membranes were blocked using 

5% Bovine Serum Albumin (BSA) in Tris-buffered saline-Tween-20 (TBST) (20 mM Tris-

HCl, 137 mM NaCl and 0.05% (v/v) Tween 20) for 1h, and then incubated with rabbit anti-

I B  or anti-P-I B  antibodies diluted 1/1000. Subsequently, membranes were incubated 

with goat anti-rabbit antibody conjugated to horseradish peroxidase (1/2000, 1h, room 

temperature). Then, they were washed with TBST and antibody labeling was detected by 

chemiluminescence using a CCD camera (GBOX, SYNGENE). Bands intensities were 

evaluated by densitometry analysis performed with Quantity One software. 

 

Statistical analysis. Data are presented as means ± standard deviation (SD). Comparisons 

between groups were analyzed using Student t tests and statistical significance was 

established at p<0.05.  
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Results 

 

14-A4-NeuroP and 4-F4t-NeuroP reduce LPS-induced pro-inflammatory mediators’ 

expression 

 

 To investigate the anti-inflammatory effect of 14-A4-NeuroP and 4-F4t-NeuroP, the 

expression and secretion of several LPS-induced pro-inflammatory mediators were analyzed. 

14-A4-NeuroP caused a significant decrease of TNF  (-44%, p<0.001), IL-6 (-49%, p<0.001), 

COX-2 (-27%, p<0.001), MCP-1 (-55%, p<0.001) and CCL-3 (-26%, p<0.001) mRNA level 

(Figure 1). Pretreatment with 4-F4t-NeuroP also decreased IL-6 (-26%, p<0.001) and MCP-1 

(-24%, p<0.05) mRNA level but this effect was less pronounced (Figure 1B and 1D).  

We have used ELISA technique to determine the effect of 14-A4-NeuroP and 4-F4t-NeuroP on 

LPS-induced macrophages secretion of TNF  and MCP-1. Pretreatment of human resting 

macrophages with 4-F4t-NeuroP for 30 minutes led to modest but significant decrease of LPS-

induced secretion of TNF (-12%, p<0.01) whereas incubation with 14-A4-NeuroP had a 

smaller effect (-9%, NS) (Figure 2A). Concerning the MCP-1 secretion, 14-A4-NeuroP and 4-

F4t-NeuroP both caused a reduction of the level of this chemokine, but this was only 

significant for 14-A4-NeuroP (-34%, p<0.05) (Figure 2B).  

 

Ability of 14-A4-NeuroP and 4-F4t-NeuroP to activate the PPAR  and PPAR  

 

 To assess whether 14-A4-NeuroP and 4-F4t-NeuroP could act through PPAR  and/or 

PPAR , transfection of luciferase reporter vector with hPPAR  or hPPAR  expression vector 

was performed on Cos-7 cells. Treatment with 14-A4-NeuroP and 4-F4t-NeuroP did not affect 

PPAR  activation (Figure 3A). Concerning PPAR , treatment with 14-A4-NeuroP led to a 
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slight induction of the transcriptional activity of luciferase reporter vector in Cos-7 cells 

(Figure 3B). This effect was significant at 5, 10 and 20 µM. A slight induction was obtained 

when Cos-7 cells were treated with 4-F4t-NeuroP but the effect was lower and not significant 

(Figure 3B). All together, these results suggest that the anti-inflammatory properties of 14-

A4-NeuroP and 4-F4t-NeuroP are mostly independent of PPAR  and PPAR .  

 

4-F4t-NeuroP reduces the activation of NF B signaling pathway 

 

 We determined the effect of 4-F4t-NeuroP on NF B signaling pathway by studying the 

expression of I B protein and its phosphorylation. Western blot analysis revealed that 4-F4t-

NeuroP pretreatment tended to increase the expression of I B protein suggesting less 

degradation of this protein (Figure 4A). This increase was associated with a significant 

reduction of LPS-induced phosphorylation of I B  (Figure 4B). This suggests that 4-F4t-

NeuroP could prevent the degradation of I B  by inhibiting its phosphorylation and thus may 

inhibit NF B signaling pathway. 
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Discussion 

 

 Several lines suggest that DHA could exert its anti-inflammatory effects through the 

oxygenated metabolites [15,16,17]. In this present study, we have clearly demonstrated that, 

among these bioactive metabolites, the 14-A4-NeuroP and 4-F4t-NeuroP, two specific 

compounds derived from the peroxidation of DHA have the anti-inflammatory properties. 

These two molecules exert their anti-inflammatory action by reduction of the synthesis of 

several cytokines and chemokines independently of PPAR  and . The 4-F4t-NeuroP, appears 

to exert its anti-inflammatory action by interfering with the NF B signaling pathway. 

 To the best of our knowledge, our study is the first to have highlighted the anti-

inflammatory effects of 14-A4-NeuroP and 4-F4t-NeuroP on human macrophages as affecting 

TNF , IL-6, MCP-1, CCL-3 and COX-2 synthesis. This work is consistent with a previous 

study conducted by Sethi et al., which has reported anti-inflammatory effects associated to 

oxidized DHA rather than native DHA. In fact, in their study, Sethi et al., have shown that 

opposite to native DHA, oxidized DHA is able to reduce the U937 monocyte adhesion to 

swine aortic endothelial cells (SAEC) [8]. Later, Musiek et al., have identified a specific 

compound derived from DHA lipid peroxidation, the 14-A4-NeuroP, as an inhibitor of the 

inflammatory response on murine macrophages RAW267.4. In this experiment RAW267.4 

were pretreated with 14-A4-NeuroP before the stimulation by LPS and 14-A4-NeuroP induced 

a reduction of pro-inflammatory markers such as COX-2 and iNOS [11]. Despite another 

study model used and different markers studied, this study is consistent with our work and has 

reported anti-inflammatory effects of 14-A4-NeuroP compound.  

 To get insight mechanisms of action of 14-A4-NeuroP and 4-F4t-NeuroP compounds, 

we investigated the interaction of these two molecules with PPAR  and/or PPAR . Our 

results have shown that anti-inflammatory effects of these two metabolites were mostly 
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independent of PPAR  and PPAR . This is consistent with previous study by Musiek et al. on 

murine macrophages, which demonstrates that two PPAR  antagonists failed to inhibit the 

anti-inflammatory effects of 14-A4-NeuroP suggesting that PPAR  is not crucially involved 

[11]. However, an interaction of these two neuroprostanes with PPARs could be possible 

because several studies have suggested implication of activation of PPAR  and PPAR  in the 

anti-inflammatory effects of oxidized LC- 3PUFAs [12,18]. In the study conducted by 

Mishra et al., oxidized EPA was involved in reduction of IL-8 and MCP-1 expression and 

secretion by human endothelial cells (HUVEC). Oxidized EPA exert its anti-inflammatory 

effects through inhibition of NF B signaling by promoting cytoplasmic retention of p50 and 

p65 subunits of NF B and these effects are PPAR -dependent [12]. In another study by Itoh 

et al., transient transfections and reporter assays performed on Cos-1 and Cos -7 cells have 

reported that 4-oxoDHA and 4-oxoEPA (synthetic oxidized compounds), have the ability to 

activate the transcription factor PPAR  [18]. In their study, Mishra et al., have reported an 

activation of PPAR  with oxidized EPA [12], however, it should not excluded that the 

involvement of this transcription factor could be specific to the EPA fatty acid suggesting that 

DHA could exert these anti-inflammatory effects through another mechanism. Moreover, in 

their study Itoh et al., used synthesized compounds whose structures were different from 

those metabolites generated in vivo [18].  

 Because NF B play a central role in the inflammatory process, we chose to examine 

the effects of 14-A4-NeuroP and 4-F4t-NeuroP on this signaling pathway. At the inactive state, 

NF B is sequestered in the cytoplasm by the inhibitory protein I B. Phosphorylation of I B 

by IKK /  in response to pro-inflammatory stimuli (cytokines, LPS, …) causes its 

proteasomal degradation allowing nuclear translocation of NF B and activation of its target 

genes transcription [19]. For the first time, we have shown that 4-F4t-NeuroP exerts its anti-
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inflammatory effects by interacting with NF B by decreasing I B  phosphorylation. These 

results suggest that this compound could prevent the degradation of I B  by inhibiting its 

phosphorylation leading to NF B inhibition by its retention in cytoplasm. Our results are 

consistent with the previous study published by Musiek et al., which have reported the similar 

effects to the 14-A4-NeuroP. In this study performed on murine macrophages, the 14-A4-

NeuroP inhibits the inflammatory response by blocking NF B activation via inhibition of 

IKK-mediated phosphorylation of I B . This compound, acts via adducts formation at 

cysteine 179 residue [11]. Similar effects were observed with 14-A4-NeuroP and 4-F4t-

NeuroP, suggesting that, despite their different structure, these two compounds exerts anti-

inflammatory effects through common mechanisms of action. 

 In conclusion, we examined the anti-inflammatory effects on human macrophages of 

two neuroprostanes specifically derived from lipid peroxidation of DHA, and we have shown 

that 4-F4t-NeuroP acts via reduction of NF B-mediated signaling. This study suggests that 

DHA could exert its protective effects via its oxygenated metabolites derived from lipid 

peroxidation. This process previously described as harmful could have a potential beneficial 

action.  
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Table and figures legends 

 

Table 1 : Sequences of primers used 

 

Figure 1: Effect of 14-A4-NeuroP and 4-F4t-NeuroP on TNF, IL-6, COX-2, MCP-1 and 

CCL-3 expression in human macrophages. Human macrophages were pretreated with 14-A4-

NeuroP (10 µM), 4-F4t-NeuroP (10 µM) or vehicle (ethanol 0.15%) for 30 min and then 

stimulated with LPS (100 ng/mL) for 6 h, at which time total RNA were extracted. (A-E) The 

relative mRNA expressions of TNF, IL-6, COX-2, MCP-1 and CCL-3 were analyzed 

quantitatively using real-time RT-qPCR. The results were normalized to cyclophilin and 

expressed as percentage over Control Ethanol + LPS. Values represent the means ±SD of 

expression of each gene studied in seven independent patients. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, 

compared with each corresponding Control Ethanol + LPS. A negative control was performed 

with only Ethanol. 

 

Figure 2: Effect of 14-A4-NeuroP and 4-F4t-NeuroP on TNF and MCP-1 secretion in human 

macrophages. Human macrophages were pretreated with 14-A4-NeuroP (10 µM), 4-F4t-

NeuroP (10 µM) or vehicle (ethanol 0.15%) for 30 min and then stimulated with LPS (100 

ng/mL) for 6 h, at which time supernatants were harvested. (A-B) The quantification of TNF 

and MCP-1 secretions were analyzed by ELISA techniques. The results were expressed as 

percentage over Control Ethanol + LPS. Values represent the means ±SD of TNF and MCP-

1 secretions studied in seven independent patients. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, compared 

with each corresponding Control Ethanol + LPS. A negative control was performed with only 

Ethanol.
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Figure 3: Effect of 14-A4-NeuroP and 4-F4t-NeuroP on PPAR and PPAR transactivation. 

Cos-7 cells were transfected with the reporter construct (pG5-TK-pGL3) in the presence of 

pGal4-hPPAR vector (A) or pGal4-hPPAR (B) vector. Cells were treated with DMSO 

(negative control), pirinixic acid (10 µM, PPAR agonist), rosiglitazone (1 µM, PPAR 

agonist), 14-A4-NeuroP or 4-F4t-NeuroP overnight. After this period, luciferase activity was 

measured and normalized to activity of a co-transfected -galactosidase expression vector. 

Differences between DMSO and each 14-A4-NeuroP or 4-F4t-NeuroP concentration were 

analyzed by Student t test (*p<0.05). Values are means (±SD) of two independent 

experiments. 

 

Figure 4: Effect of 4-F4t-NeuroP on NFB signaling in human macrophages. (A) Human 

macrophages were pretreated with 4-F4t-NeuroP (10 µM) or vehicle (ethanol 0.15%) for 30 

min and then stimulated with LPS (100 ng/mL) for 6 h, at which time proteins were extracted 

and subjected to Western blot analysis with anti-IB or anti-P-IB antibody. (B) 

Quantification of band intensity by densitometry analysis. The proteins bands were quantified 

using Quantity One software and normalization for loading differences was achieved by 

dividing the densitometry values for individual bands by those for actin in the same band. 

Differences between Control Ethanol + LPS and 4-F4t-NeuroP were analyzed by Student t test 

(*p≤0.05). Values are means (±SD) of each treatment realized in duplicate. A negative control 

was performed with only Ethanol. 
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Table 1 

 

Cyclophilin Forward 5’-GCA TAC GGG TCC TGG CAT CTT GTC C-3’ 

 Reverse 5’-ATG GTG ATC TTC TTG CTG GTC TTG C-3’ 

TNF Forward 5’-CAG AGG GCC TGT ACC TCA TC-3’ 

 Reverse 5’-GGA AGA CCC CTC CCA GAT AG-3’ 

IL-6 Forward 5’-AAG TCC TGA TCC AGT TCC TG-3’ 

 Reverse 5’-GAT GAG TTG TCA TGT CCT GC-3’ 

COX-2 Forward 5’-TGA GCA TCT ACG GTT TGC TG-3’ 

 Reverse 5’-TGC TTG TCT GGA ACA ACT GC-3’ 

MCP-1 Forward 5’-TCA TAG CAG CCA CCT TCA TTC C-3’ 

 Reverse 5’-GGA CAC TTG CTG CTG GTG ATT C -3’ 

CCL-3 Forward 5’-TGC AAC CAG TTC TCT GCA TC-3’ 

 Reverse 5’-TTT CTG GAC CCA CTC CTC AC-3’ 
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Figure 1 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Discussion Générale 
 

Afin de mieux comprendre les mécanismes d’action à l’origine des effets anti-

athérogènes des AGPI3-LC, les objectifs de mon travail de thèse ont été 1) d’étudier 

l’impact du DHA au niveau vasculaire et 2) d’évaluer la bioactivité de certains métabolites 

issus de la peroxydation lipidique du DHA. Pour répondre à ces questions, nous avons choisi 

d’utiliser dans un premier temps une approche ouverte incluant une étude in vivo et 

l’utilisation de l’outil nutrigénomique pour explorer l’ensemble des modifications induites 

par le DHA au niveau vasculaire. Cette approche nutrigénomique in vivo a révélé que la 

supplémentation en DHA induirait, au sein de l’aorte, 1) des changements métaboliques en 

relation avec les métabolismes glucidique et énergétique et les défenses anti-oxydantes et 

2) une forte modulation de la composante inflammatoire dans le sens d’une diminution de la 

migration et de l’activité des cellules immunitaires. Par ailleurs, l’analyse bioinformatique 

plus précise de nos données transcriptomiques a révélé que les biomarqueurs de la 

polarisation des macrophages étaient particulièrement affectés par la supplémentation en 

DHA dans le sens d’une orientation vers un phénotype de type M2 dit réparateur. Ce travail 

exploratoire a été complété par une étude plus ciblée conduite in vitro sur un modèle de 

macrophages primaires humains dans laquelle nous avons pu aborder plus précisément les 

propriétés anti-inflammatoires des neuroprostanes qui sont des métabolites peroxydés 

spécifiques du DHA. Cette deuxième approche in vitro nous a permis de démontrer que les 

14-A4 et les 4-F4t-Neuroprostanes étaient capables de réduire l’expression et la sécrétion de 

plusieurs médiateurs pro-inflammatoires par un mécanisme probablement dépendant de la 

voie NFB et indépendant de PPAR.  

 

I- Impacts de la supplémentation en DHA sur les modulations globales 

d’expression génique et protéique au niveau aortique 

 

 I-1- Choix expérimentaux 

 

 Comme rapporté dans le chapitre II de l’étude bibliographique, il existe différents 

modèles animaux permettant d’étudier les mécanismes d’athérogenèse et les facteurs, entre 

autres nutritionnels, modulant l’évolution de la plaque d’athérome. Parmi ceux-ci, les souris 

transgéniques telles que les souris ApoE
-/-

 ou LDLR
-/-

 sont les modèles les plus couramment 

utilisés du fait de leur facilité de manipulation et de l’induction rapide de l’athérosclérose. Il 
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faut cependant rappeler que, contrairement aux souris ApoE
-/-

, le modèle de souris LDLR
-/-

 

est sensible aux AGPI3-LC (Zampolli et al., 2006) ce qui a motivé notre choix. Par ailleurs, 

contrairement aux souris ApoE
-/-

 qui développent l’athérosclérose de manière spontanée, les 

souris LDLR
-/-

 requièrent un régime de type occidental, riche en graisses, et le processus 

d’athérogenèse se met en place d’une manière comparable à l’Homme (Ishibashi et al., 1993). 

Ces caractéristiques propres au modèle LDLR
-/-

 nous ont également paru pertinentes étant 

donné l’objectif à visée nutritionnelle de notre étude.  

 Tout au long de l’étude bibliographique, nous nous sommes intéressés aux AGPI3-

LC mais notre choix final s’est finalement porté sur l’étude du DHA. Plusieurs éléments nous 

ont conduit à faire ce choix. Une des hypothèses de travail étant que les métabolites 

peroxydés pourraient contribuer aux effets anti-athérogènes des AGPI3-LC, il nous a semblé 

logique d’utiliser le DHA qui est l’AGPI3-LC le plus peroxydable (Milne et al., 2011). Par 

ailleurs, contrairement à l’EPA, le DHA n’est pas métabolisé par la voie des COX (Jump et 

al., 2012) ce qui en fait un candidat encore plus probable pour la voie de la peroxydation 

lipidique. Enfin, le DHA est naturellement plus abondant que l’EPA in vivo et sa bioactivité 

au niveau vasculaire est supérieure (Massaro et al., 2008) ce qui a aussi orienter notre choix 

de travailler spécifiquement avec le DHA dans la cadre de ce projet.  

La dose et la durée de supplémentation sont des éléments primordiaux à prendre en 

considération dans le cadre d’études d’intervention nutritionnelles. En ce qui concerne la 

dose, nous avons choisi de travailler avec une dose de DHA représentant 2% de l’apport 

énergétique quotidien (soit 35,5 mg/jour/souris). Ce choix est prioritairement basé sur les 

données de la littérature (Brown et al., 2012; Saraswathi et al., 2007; Wang et al., 2009; 

Zampolli et al., 2006) et sur les recommandations du groupe de De Caterina qui préconise un 

apport énergétique total sous forme d’AGPI3-LC n’excédant pas 1 à 2% de l’apport 

énergétique total chez l’animal (De Caterina & Zampolli 2001). Il faut néanmoins noter que la 

dose de DHA utilisée dans le cadre de notre étude ne peut pas être considérée comme 

nutritionnelle car elle correspond à 20 fois les apports nutritionnels recommandés (ANC) chez 

l’Homme. En ce qui concerne la durée d’intervention, ayant un objectif de prévention 

nutritionnelle, nous avons choisi de nous placer dans des conditions permettant de mettre en 

évidence un effet préventif du DHA. Pour cela, nous avons non seulement choisi d’utiliser un 

régime peu athérogène (10% saindoux, 0,045 % cholestérol) comparativement à ce qui est 

habituellement pratiqué (Saraswathi et al., 2007), mais aussi une durée de supplémentation en 

DHA longue (20 semaines) en accord avec une étude précédente (Zampolli et al., 2006).  
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 I-2- Enseignements tirés de l’approche nutrigénomique 

 

 Compte tenu de manque de vision intégrée de l’action de DHA au niveau vasculaire, 

l’approche nutrigénomique nous a paru être une approche pertinente et originale afin d’étudier 

de façon ouverte et non biaisée l’ensemble des cibles moléculaires du DHA. Par ailleurs, nous 

avons choisi d’utiliser deux outils complémentaires, la protéomique et la transcriptomique, 

qui nous ont permis de collecter des informations à deux niveaux de régulation cellulaire.  

 L’analyse protéomique réalisée sur les aortes des animaux du groupe DHA 

comparativement aux animaux du groupe Contrôle a révélé l’existence possible d’altérations 

métaboliques en relation avec les métabolismes glucidique et énergétique et les défenses 

anti-oxydantes. En effet, comme rapporté dans la Publication n°1, la supplémentation en 

DHA a modifié l’abondance de plusieurs protéines directement ou indirectement associées à 

une activation des métabolismes glucidique et lipidique via notamment une augmentation de 

la glycolyse, de la voie des pentoses phosphates ainsi qu’une augmentation putative de la -

oxydation. Deux études précédentes réalisées sur des souris athérosclérotiques montrent des 

effets du DHA sur le protéome hépatique et en particulier sur les protéines impliquées dans 

différentes voies métaboliques et dans les processus de défenses anti-oxydantes (de Roos et 

al., 2005; Mavrommatis et al., 2010). Ainsi, ces résultats sont en faveur d’une action notable 

du DHA sur différentes voies métaboliques au sein de différents tissus. Ces effets sont aussi 

cohérents avec le fait que le DHA est un ligand des facteurs de transcription PPARs 

contrôlant le métabolisme lipidique, et également de deux facteurs de transcription ChREBP 

(carbohydrate regulatory element binding protein) et MLX (max-like factor X) contrôlant la 

glycolyse (Jump 2008). En complément de ces effets sur le métabolisme énergétique, la 

supplémentation en DHA a aussi induit une plus grande abondance de la SOD1 (superoxyde 

dismutase 1) suggérant une activation des défenses anti-oxydantes. Ce résultat est cohérent 

avec une étude précédente réalisée chez des sujets recevant 2,4 g par jour d’EPA+DHA sous 

forme de capsule et présentant une augmentation de l’expression et de l’activité de la SOD1 

(Carrepeiro et al., 2011). Ceci pourrait être le résultat indirect d’une production accrue de 

métabolites peroxydés issus du DHA comme cela a été observé chez les mêmes animaux au 

niveau hépatique (Gladine et al., PlosOne, en révision). En relation avec la peroxydation 

lipidique et la capacité des dérivés peroxydés à former des adduits sur les protéines (Riahi et 

al., 2010), nous avons cherché à déterminer l’impact de la supplémentation en DHA sur les 

modifications oxydatives des protéines. Pour cela, nous avons complété l’analyse 
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protéomique globale par une analyse protéomique plus ciblée visant à quantifier et à 

identifier les protéines portant des adduits 4-HNE. Même si cette molécule n’est pas un 

marqueur spécifique de la peroxydation des AGPI3, c’est un marqueur reconnu de la 

peroxydation lipidique produit en abondance dans des situations de stress oxydant 

(Leonarduzzi et al., 2005). Comme rapporté dans la Publication n°1, le premier résultat de 

cette analyse complémentaire est l’absence d’effet de la supplémentation en DHA sur le 

nombre et le type de protéines portant des adduits 4-HNE. Ceci ne reflète pas pour autant 

une absence d’impact de la supplémentation en DHA sur les taux de peroxydation lipidique 

puisqu’il est fort probable que les niveaux de 4-HHE, qui est l’aldéhyde spécifique des 

AGPI3, étaient plus élevés dans le groupe DHA comme cela a été observé au niveau 

hépatique (Gladine et al., PlosOne, en révison). On peut simplement conclure que la 

supplémentation en DHA n’a pas modifié le niveau de modifications oxydatives des protéines 

par le 4-HNE. Il faut noter que nous avons cherché à identifier les adduits 4-HHE mais les 

essais n’ont pas été poursuivis du fait que le seul anticorps disponible dans le commerce 

(produit chez la souris) est incompatible avec des analyses sur tissus murins. Par ailleurs, la 

détection des adduits 4-HHE-protéines est probablement difficile du fait d’une faible 

abondance de cet aldéhyde in vivo. Même si la supplémentation en DHA n’a pas modifié ni la 

quantité d’adduits 4-HNE ni le type de protéines modifiées, notre analyse a permis 

d’identifier les cibles protéiques du 4-HNE au niveau aortique. Les protéines ainsi 

identifiées étaient pour la plupart mitochondriales et impliquées dans le métabolisme 

énergétique ce qui est cohérent avec le fait que la mitochondrie est la principale source de 

ROS (Cadenas & Davies 2000). Plus précisément, trois nouvelles cibles protéiques du 4-HNE 

(acetyl‐coenzyme A acyltransferase 2, medium‐chain specific acyl‐CoA dehydrogenase et 

fumarate hydratase) ont pu être identifié. Celles-ci sont impliquées dans la -oxydation et le 

cycle de Krebs. 

 Concernant les résultats de l’analyse transcriptomique rapportés dans la Publication 

n°2, ils reflètent nettement l’impact positif de la supplémentation en DHA sur la composante 

inflammatoire. En effet, l’analyse bioinformatique des données d’expression génique 

obtenues au niveau aortique chez les animaux du groupe DHA comparativement au groupe 

Contrôle montrent une forte représentation des fonctions et voies relatives à 

l’inflammation et à l’immunité innée. Ces résultats sont cohérents avec les propriétés anti-

inflammatoires reconnues du DHA (Calder 2013). Plus précisément, la supplémentation en 

DHA a été associée à une moindre abondance de transcrits des gènes impliqués dans les 
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interactions entre cellules (molécules d’adhésion, protéines de la matrice extracellulaire), 

des chimiokines et autres médiateurs pro-inflammatoires ainsi que des molécules du 

complexe majeur d’histocompatibilité. Le recoupement de ces données avec les données de 

la littérature a permis de mettre en exergue un impact probable du DHA sur la polarisation des 

macrophages. En effet, plusieurs des cibles identifiées se sont avérées être des biomarqeurs 

phénotypiques des macrophages (Mantovani et al., 2004; Martinez et al., 2006) et leur sens 

d’expression indiquerait que le DHA pourrait induire une orientation préférentielle des 

macrophages de la plaque vers un phénotype réparateur de type M2 comme cela a été observé 

précédemment dans le tissus adipeux (Titos et al., 2011). Cette hypothèse est confortée par 

l’analyse des régulateurs transcriptionnels qui a révélé une implication probable de PPAR, 

INF et NFB, trois facteurs de transcription fortement impliqués dans la régulation 

transcriptionnelle de la polarisation des macrophages (Lawrence & Natoli 2011). Enfin, une 

analyse histologique réalisée au niveau de la valve mitrale a montré que les animaux du 

groupe DHA présentaient une plus forte abondance de la protéine arginase I qui est un 

marqueur spécifique des macrophages de type M2.  

 Il ressort de cette approche nutrigénomique que, comme attendu, les cibles géniques et 

protéiques du DHA au niveau aortique sont multiples et variées. En effet, la supplémentation 

en DHA semble avoir un spectre d’action large au niveau aortique puisqu’elle a été associée à 

des modifications du métabolisme énergétique (lipidique et glucidique), des systèmes de 

défenses anti-oxydantes et à une inhibition des voies de l’inflammation et de l’immunité 

innée. La contribution des altérations métaboliques dans la prévention de l’athérosclérose 

induite par le DHA n’est pas forcément évidente à interpréter. En revanche, il est facile 

d’imaginer que l’activation des défenses anti-oxydantes et la régulation des processus 

inflammatoires, deux composantes majeures de l’athérosclérose (Hulsmans & Holvoet 2010; 

Lusis 2000), ont grandement contribué aux effets anti-athérosclérotiques observés (Gladine et 

al., PlosOne, en révision). Il faut noter que les données obtenues au niveau protéique et 

génique sont relativement contrastées ce qui pourrait indiquer que les modifications post-

transcriptionnelles jouent probablement un rôle important. Il faut aussi rappeler que 

l’approche protéomique offre une vision plus restreinte que la transcriptomique du fait de 

contraintes techniques. En effet, l’électrophorèse bi-dimensionnelle utilisée permet la 

séparation des protéines d’une part en fonction de leur point isoélectrique pour un pH compris 

entre 3 et 10 et d’autre part en fonction de leur poids moléculaire pour une masse protéique 

comprise entre environ 15 kDa et 100 kDa. On peut par conséquent imaginer que la 

composante inflammatoire qui n’apparait pas dans notre analyse protéomique pourrait 
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ressortir dans une autre analyse incluant d’avantage de protéines inflammatoires telles que les 

cytokines qui ont un poids moléculaire moyen de 10-15 kDa. Inversement, l’analyse 

bioinformatique que nous avons réalisée sur les données de transcriptomique a été 

volontairement et nécessairement restreinte aux voies et fonctions les plus représentatives de 

notre jeu de données. Or, il faut noter que des altérations du métabolisme énergétique et 

notamment lipidique et des défenses anti-oxydantes ressortent également mais 

minoritairement des analyses d’expression génique. Pour finir, l’utilisation de cette approche 

nutrigénomique associée à une expérimentation conduite in vivo nous a permis de constituer 

un jeu de données nouveau et spécifique du tissu vasculaire. Ceci ouvre de nouvelles pistes de 

recherche, notamment autour de la composante inflammatoire et la polarisation des 

macrophages qui pourrait être une cible du DHA au niveau vasculaire.  

 

II- Propriétés anti-inflammatoires des neuroprostanes  

 

 II-1- Choix expérimentaux 

 

 Dans la première partie de notre travail, nous avons montré, par une approche 

nutrigénomique ouverte, que la composante inflammatoire au niveau vasculaire était 

fortement affectée par le DHA. Ceci est en accord avec les données de la littérature obtenues 

in vitro (Calder 2013). Ceci a orienté notre choix de continuer notre travail in vitro sur 

macrophages qui constituent par ailleurs les leucocytes majoritaires au niveau de la plaque 

d’athérome (Pello et al., 2011). Nous avons également choisi de travailler sur macrophages 

primaires humains pour éviter les biais liés aux altérations géniques souvent présentes dans 

les lignées cellulaires. 

 Des résultats obtenus in vivo sur les souris LDLR
-/-

 supplémentées en DHA ont révélé 

que le taux hépatique de F4-Neuroprostanes était une variable prédictive majeure de la 

réduction de la plaque d’athérome (Gladine et al., PlosOne, en révision). Ceci a conforté notre 

hypothèse selon laquelle les propriétés anti-athértosclérotiques du DHA pourraient en partie 

être médiées par ses métabolites peroxydés. Ces différents éléments nous ont amené à étudier 

les propriétés anti-inflammatoires des neuroprostanes qui sont, comme nous l’avons vu dans 

le chapitre IV de l’étude bibliographique, des métabolites spécifiques du DHA retrouvés en 

abondance in vivo dans des conditions de stress oxydant (Milne et al., 2011). Nous avons en 

conséquence choisi la classe des F4-Neuroprostanes en comparaison avec les A4/J4-
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Neuroprostanes qui présentaient l’avantage d’être déjà référencées dans la littérature (Musiek 

et al., 2008).  

 Les autres choix expérimentaux relatifs à la concentration de neuroprostanes et la 

durée d’incubation des cellules ont été largement influencés par les seules données 

disponibles dans la littérature et relatives à l’étude de Musiek et al., sur les A4/J4-

Neuroprostanes. Nous avons également réalisés des études préalables pour tester différentes 

concentrations et différents temps d’incubation. Tout cela nous a amené à choisir d’exposer 

les macrophages à une concentration de 10 µM pendant 30 min ce qui est cohérent avec la 

stabilité des neuroprostanes en milieux aqueux qui est supposée d’assez courte durée (Musiek 

et al., 2008). 

 

 II-2- Enseignements tirés de l’approche ciblée in vitro sur macrophages 

 

 Comme rapporté dans la Publication n°3, la 4-F4t et la 14-A4-NeuroP exercent leurs 

effets anti-inflammatoires via la réduction de l’expression et de la sécrétion de médiateurs 

pro-inflammatoires. Cette étude est la première à avoir étudiée la bioactivité de ces molécules 

sur macrophages humains et est en accord avec l’étude précédente de Musiek qui a montré un 

effet anti-inflammatoire de la 14-A4-NeuroP sur macrophages murins. De façon consistante 

avec les études précédentes ayant analysé la bioactivité de la 14-A4-NeuroP (Musiek et al., 

2008) et des F3-IsoP (Brooks et al., 2011), la 4-F4t-NeuroP semble exercer son action anti-

inflammatoire via son interaction avec la voie de signalisation de NFB, notamment en 

réduisant la phosphorylation d’IB Malgré une structure différente, la 4-F4t-NeuroP semble 

donc avoir un mode d’action semblable à celui de la 14-A4-NeuroP, et, pourrait par la biais 

d’un adduit formé sur la protéine IKK, empêcher la phosphorylation d’IB. 

 

 Comme rapporté précédemment (Gladine et al., PlosOne, en révision), les F4-NeuroP 

sont la variable la plus négativement corrélée avec l’étendue de la plaque d’athérome. Ainsi, il 

est possible que suite à une supplémentation en DHA, les 4-F4t-NeuroP issus de sa 

peroxydation lipidique, via leur effet anti-inflammatoire, soient à l’origine de la réduction de 

la plaque d’athérosclérose  

L’étude immunohistochimique (Publication n°2) a mis en exergue une augmentation de 

l’arginase I au sein de la plaque d’athérosclérose des animaux supplémentés en DHA 

suggérant une orientation phénotypique des macrophages vers un phénotype réparateur 
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impliqué dans la résolution de l’inflammation. Ainsi, l’effet anti-inflammatoire des 

neuroprostanes bien décrit dans la Publication n°3 pourrait être à l’origine de cette 

orientation préférentielle des macrophages. De plus, les macrophages représentant 60% de la 

masse athéromateuse (Pello et al., 2011), leur « switch » phénotypique pourrait par 

conséquence entraîner la réduction de la plaque.  

 En conclusion, nos différentes études ont permis l’identification des cibles géniques et 

protéiques du DHA au niveau vasculaire contribuant à une meilleure compréhension des 

mécanismes d’action athéro-protectrice du DHA. De plus, l’étude in vitro de la bioactivité des 

neuroprostanes a permis de montrer pour la première fois l’implication de ces métabolites 

dans la régulation de l’activité inflammatoire des macrophages humains.  
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Conclusions & Perspectives 
 

 En conclusion, notre travail a apporté de nouvelles données contribuant à une 

meilleure compréhension des effets athéro-protecteurs du DHA au niveau vasculaire. 

L’approche nutrigénomique a permis d’étudier l’impact du DHA, jusqu’alors peu exploré au 

niveau vasculaire, de façon ouverte et sans a priori. Les résultats majeurs ressortant de l’étude 

nutrigénomique ont mis en évidence l’impact du DHA sur le métabolisme énergétique et les 

défenses anti-oxydantes, ainsi que sur la composante inflammatoire d’athérosclérose via une 

orientation des macrophages vers un phénotype réparateur de type M2. L’étude spécifique de 

la bioactivité de métabolites issus de la peroxydation lipidique du DHA, quasiment inconnue 

à l’heure actuelle, a été réalisée in vitro sur macrophages primaires humains. Les résultats 

obtenus montrent que certains métabolites peroxydés du DHA, les neuroprostanes, peuvent 

contribuer aux effets anti-inflammatoires du DHA. 

 Les perspectives qui découlent de notre travail sont, dans un premier temps, 

d’approfondir les résultats de l’analyse nutrigénomique par l’étude spécifique des voies 

métaboliques (métabolisme lipidique, glucidique et les défenses anti-oxydantes) identifiées 

comme modulées par le DHA. Enfin, comme nous l’avons discuté, les modulations au niveau 

génique et protéique sont contrastées et suggèrent un rôle important des modifications post-

transcriptionnelles. Dans ce contexte là, il serait tout à fait pertinent d’aborder la régulation 

post-transcriptionnelle des cibles identifiées par l’étude nutrigénomique, par exemple par 

l’étude des micros ARN (miARN) pouvant être impliqués dans cette régulation. 

 Notre étude in vivo a mis à jour l’implication du DHA dans la polarisation des 

macrophages, au niveau des vaisseaux affectés par l’athérosclérose, vers un phénotype 

réparateur de type M2. En même temps, l’étude spécifique de la bioactivité des 

neuroprostanes sur macrophages primaires humains a révélé pour la première fois la 

contribution de ces molécules dans l’effet anti-inflammatoire du DHA. Ainsi, ces résultats 

ouvrent une perspective de recherche très intéressante sur le rôle respectif du DHA et de ses 

métabolites peroxydés sur la polarisation des macrophages. En fait, il est possible d’envisager 

qu’en condition de stress oxydant associé à la réponse inflammatoire, des cellules 

immunitaires vont produire des métabolites peroxydés du DHA susceptibles d’orienter les 

macrophages vers un phénotype favorisant la résolution de l’inflammation au niveau de la 

plaque d’athérome. Ainsi, en prolongement de nos études sur les effets anti-inflammatoires  
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des métabolites du DHA, leur capacité à moduler voire «réverser » le phénotype de 

macrophages vers un phénotype réparateur sera étudiée.  

 Comme le souligne notre étude bibliographique, l’équipe de Serhan conclut à un rôle 

anti-inflammatoire du DHA médié par ses métabolites enzymatiques générés par les LOX. 

Notre étude a quant à elle mit l’accent sur la contribution des métabolites peroxydés. 

Toutefois, à l’heure actuelle, les données disponibles ne permettent pas de conclure quant à la 

part relative du DHA natif, de ses métabolites enzymatiques et de ses dérivés peroxydés dans 

cette action anti-inflammatoire. Pour répondre à cette question des études avec des molécules 

marquées (DHA ou métabolites) ou des inhibiteurs (des voies enzymatiques par exemple) 

devront être mises en place. Ainsi, la question de l’importance de chacune de ces molécules, 

mais également de la concentration à laquelle elles exercent un effet optimal est primordiale 

d’un point de vue cognitif et afin de considérer d’éventuelles issues translationnelles de ces 

recherches.  
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