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Introduction générale

Il est admis que les apports en acides gras palyinss n-3 (AGPI n-3) sont insuffisants par
rapport aux ANC (Apports Nutritionnels Conseill§®ur la population francaise (Afssa
2010). Devant ce constat, la diversité de l'alimgon et la recherche d'un maximum de
sources d’AGPI n-3 sont nécessaires pour le rébopgje des apports. L'acidelinolénique
ALA, en tant que chef de file de cette famille diss gras, présente, dans ce cadre, un intérét
potentiel en santé publique, puisqu’il pourraitiliter en partie, la couverture des besoins en

AGPI n-3 de par sa disponibilité et son co(t ird@riaux autres sources d’AGPI n-3.

L’intérét porté a la famille des AGPI n-3 repose Ses propriétés protectrices vis-a-vis d’'une
vaste gamme de dysfonctions, dont les composantessyddrome métabolique, une
constellation de facteurs de risques désormaisidéngs comme l'un des plus importants
problemes de santé publique de notre époque (Gapenal. 2006; Poudyal et al. 2011). En
effet, la qualité de l'alimentation et la natures @eides gras composant le régime, sont des
éléments essentiels dans la prévention et la erisgharge de ce syndrome (Dalle Grave et al.
2010). Constatant que la plupart de la littérasure le sujet s’intéresse essentiellement aux
effets des dérivés AGPI n-3 a longue chaine (EPBHA) sur les facteurs de risque associés
au syndrome métabolique, il convient de formuleisple questions de recherche en nutrition
sur les effets de I'ALA, afin de mettre en évideses éventuels qualités bénéfiques et de

préciser les phénomenes physiologiques qui lesdonght.

L'action des AGPI n-3 sur la physiopathologie duindipme métabolique résulte d’une
synergie entre de multiples mécanismes complexes.efiet, au-dela de leurs effets
bénéfiques bien décrits sur 'lhoméostasie lipidiquesur I'insulinorésistance, les AGPI n-3
amélioreraient aussi I'état inflammatoire, la foantendothéliale ou encore I'état de stress
oxydant, ces désordres étant impliqués de présldayenése et la progression du syndrome
métabolique. Les AGPI n-3 pourraient ainsi modlilksméostasie de métabolites bioactifs
possédant des propriétés physiologique leurs ptantetle jouer des rdles biologiques
majeurs, notamment, le monoxyde d’azote (NO) glugathion, impliqués dans le maintien
de la fonction endothéliale et du statut oxydardrginine et la cystéine sont respectivement
les précurseurs du NO et du glutathion, ce quséa@ipposer que les AGPI n-3 affecteraient
le métabolisme secondaire de ces acides aminés.eMeéna littérature sur le sujet reste
limitée, quelgues données bibliographiques suggégest le PPAR, un des principaux

facteurs de transcription qui relaie les effets A€81 n-3 au niveau cellulaire, régulerait le
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meétabolisme des acides aminés au méme titre quedsd lipides et des glucides (Sheikh et
al. 2007) Les AGPI n-3, en tant que ligands naturels du P&APRourraient donc
potentiellement moduler les voies du métabolisneatédes aminés et de leurs dérivés via ce

facteur de transcription.

Notre hypothése de départ a donc été qu'une maoiulalu métabolisme secondaire de
arginine et de la cystéine par I'ALA affecterdihoméostasie du NO et du glutathion et
pourrait ainsi avoir des conséquences au niveaufalegions biologiques impliquant ces

dérivés bioactifs dans la physiopathologie du symdr métabolique. L’hypothése secondaire

était que I'ALA pouvait exercer ces effets via l@evde régulation génique par le PRAR

Lors de ce travail nous avons donc essayé de répanct interrogations suivantes :

— L’ALA affecte-t-il le métabolisme secondaire desdas aminés, et principalement celui
de l'arginine et la cystéine ?

— Quels seraient les mécanismes mis en jeu dans égpdations; le PPAR y est-il
impliqué ?

— Ces modulations auraient-elles des conséquencedidionelles pouvant affecter la

physiopathologie du syndrome métabolique ?

*k%k

La premiere partie de ce manuscrit de these censst une synthése bibliographique
permettant de faire le bilan des connaissancesliegusur le sujet. Les trois premiers
chapitres de cette étude bibliographique devronnptre de justifier I'intérét porté dans ce
travail au syndrome métabolique, aux AGPI n-3 et adxles aminés. Les deux derniers
chapitres de la synthése bibliographique préserntdéesnétudes sur les quelles nous avons
basé nos hypotheses, d’abord les données décleradle du PPAR dans la régulation du
meétabolisme secondaire des acides aminés et erslldés décrivant I'impact des AGPI n-3

sur la régulation du métabolisme secondaire dgiliare et de la cystéine.

La seconde partie de ce travail présentera leauragxpérimentaux réalisés au cours de cette
thése. Les travaux publiés seront présentés some$od’articles en anglais précédés d'une
introduction et suivies d’'une synthéese des prinoip@sultats obtenus, les travaux qui ne sont

pas encore publiés seront présentés entiremenrdcafs.

Enfin 'ensemble des travaux sera discuté dans dereiere partie, dans laquelle seront

exposées les conclusions et les perspectives.
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Chapitre 1 : Etude bibliographique

. Le syndrome métabolique
1. Définitions du syndrome métabolique

Bien que le terme de syndrome métabolique (Syndkketjoit devenu largement utilisé que
depuis son introduction en 2001 par le « Nationlabl€sterol Education Program - Adult
Treatment Panel 11l » (NCEP/ATP l1ll) (2001), le cept de regroupement d’anomalies existe
depuis plusieurs décennies. Deés le début des ad®28, le Dr Kylin a montré une relation
entre I'’hypertension, I'hyperglycémie et la goug 1980 Albrink et coll. associent I'obésité
a I'hypertriglycéridémie et a I'’hypertension (Albk et al. 1980). En 1988, Reaven propose
d’individualiser en syndrome, l'association de tias du métabolisme des glucides et de
linsuline, de I'hypertension artérielle, de I'hypeglycéridémie et des niveaux bas de
cholestérol-HDL. Il suggeére que ces anomalies abent chez un individu de facon non
aléatoire, et qu’elles sont impliquées dans l'aitn et la progression des maladies
cardiovasculaires (MCV) et du diabéte de type 2dD(Reaven 1988).

Depuis, le SyndMet a vu ses définitions évoluersetmultiplier selon les objectifs des
différents organismes qui se sont penchés surdatiqun. On distingue deux approches : une
approche clinique ayant pour objectif de fournis deitéres aisément utilisables en pratique
afin de faciliter le diagnostic du SyndMet chez [eatients, en l'occurrence celles du
NCEP/ATP lll et de la Fédération International diali2te (IDF), et une approche basée sur
des critéres plus physiologiques, comme cellesadganisation mondiale de la santé (OMS)
et du Groupe pour I'Etude de I'lnsulinoRésistareeIR).

Un consensus a été proposé en 2009 par de nombreuganisations scientifiqgues
internationales, considérant le SyndMet comme wblpme complexe multifactoriel de
santé, incluant l'insulinorésistance/I'hyperinsutimé, les troubles de tolérance au glucose,
I'hypertension artérielle, la dyslipidémie caraidée par une élévation des triglycérides et un
taux bas de cholestérol-HDL, associés a une obalsdéminale évaluée par le tour de taille
(Alberti et al. 2009). Cependant, bien que lesgpaux parametres sur lesquels reposent les
définitions du SyndMet soient similaires, elledaliént considérablement pour ce qui est des

valeurs-cibles de chacun (Tableau 1).
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2. Prévalence du syndrome métabolique

La prévalence du SyndMet dépend de la définitigiiséé lors de l'inclusion mais aussi des
différences de composition dans les populationsliéds (selon le sexe, 'age ou encore
'ethnie). Il n'existe donc pas de chiffres de mknce mondiaux pour le SyndMet.
Néanmoins, indépendamment des différences de tiéfigiet de criteres, il est a ce jour
clairement établi que la prévalence du SyndMetcs@it dans le monde. Cette augmentation
constante est étroitement liée a la progressiofolésité, posant ainsi de sérieux problémes
de santé publique puisqu’elle représente un fardeaino-économique pour les systémes de
santé. Aux Etats-Unis, le SyndMet concerne globatgn25 a 30 % de la population adulte
(Ford et al. 2004). L’Europe n’est pas épargnéecptte épidémie (Tableau 2). En France,
'étude de Dallongeville a rapporté en 2005, seles criteres du NCEP/ATP lll, une
prévalence de 23 % chez les hommes et de 17 Ydehé&zmmes ayant un age compris entre
35 et 64 ans (Dallongeville et al. 2005). En 20@6méme équipe, et toujours selon les
mémes criteres, rapporte un chiffre de 30 % chezhdenmes francais agés de 50 a 59 ans
(Bataille et al. 2006). L'étude francaise "DESIRtedrouvé des chiffres moins élevés avec
une prévalence de 11 % chez les hommes et 8 deh&zmmes entre 30 et 64 ans (Hillier et
al. 2006).

3. Le syndrome métabolique, un complexe de facteurs disque

Cliniguement parlant, la valeur prédictive du SyredMn tant que complexe de facteurs de
risque prédisposant a la survenue de MCV et du Bdiable étre étroitement liée a la

définition utilisée pour sélectionner les patierif®anmoins, il est établi que sa présence
accroit le risque de survenue de MCV et de DT2siPlus études prospectives, dont une
récente méta-analyse regroupant 87 études pubtiéesluent que la présence du SyndMet
est associée a un risque significativement accrmddies cardiovasculaires (x 2,35), de
mortalité de toutes causes (x 1,58) d'infarctusrdiwcarde (x 1,99) et d’accident vasculaire

cérébral (x 2,27), avec un risque comparable gsig#ients soient atteints ou pas de DT2
(Mottillo et al. 2010). De plus, le risque de surve de DT2 est 4 fois plus élevé chez les
patients atteints de SyndMet (Ford et al. 2008).rlg DT2 et les MCV, les facteurs de

risque du SyndMet sont aussi associés a la sunadauges maladies, telles que les maladies
hépatiques et le cancer, néanmoins les connaissauteelles sont encore limitées et ne

permettent pas d’éclaircir complétement les mécaessmetabolique sous-jacents.
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4. Physiopathologie du syndrome métabolique

L'étiologie du SyndMet est complexe et multifacttia. Bien que la littérature scientifique
sur le sujet soit abondante et croissante, il njyaa actuellement d’arguments décisifs en
faveur d’'une cause unique responsable de I'ensed#deanomalies. La nature exacte des
interactions entre les diverses composantes du Sgndihsi que leur ordre d'importance et
d’apparition, demeurent mal compris (Eckel et #1@. L'état actuel des connaissances
suggéere néanmoins que la résistance a l'insulieav@ 1988) et I'obésité (Carr et al. 2004)
joueraient toutes deux un réle prépondérant dansléeeloppement des complications
observées chez les individus atteints du SyndMétydothése la plus universellement
acceptéee est le développement d’'une insulinorésistdans les tissus sensibles tels que le
foie et le muscle, en raison de I'excés d’'acidess dibres circulants provoqué par I'obésité.
En effet, I'accumulation du tissu adipeux viscérsil associée a des troubles du métabolisme
lipidique. Le tissu adipeux visceéral constituantsite d'activité lipolytique particulierement
intense, la présence d'une obésité viscérale va dengair avec des concentrations
plasmatiques accrues d'acides gras libres (Bjqrit®80; Arner 2001; Jensen 2008). De plus,
la recapture et le stockage d'acides gras libresiaau hépatique entretiennent I'évolution
du SyndMet en favorisant la résistance périphérigud’insuline, la production de
lipoprotéines de tres faible densité (VLDL) fortethathérogénes (Lewis et al. 2002) Dans le
muscle, ce surplus d'acides gras libres contribuehéber la captation et I'oxydation du
glucose, ce qui entraine une hyperglycémie, unermngulinémie compensatoire puis une
insulinorésistance (Kelley & Goodpaster 2001) (Fégl).

Au-dela de son role dans le stockage des lipiges$u adipeux est un organe endocrine et
paracrine qui secrete de nombreuses protéines atiipskines. Ces adipokines affectent le
systeme inflammatoire (interleukine-6 -IL-6-, adieatine et TNFe), la pression sanguine
(angiotensinogene), ou encore la prise alimentairéhoméostasie énergétique (leptine).
Elles peuvent donc participer a I'induction dedaistance a l'insuline, de l'inflammation et de
la dyslipidémie, associées au développement duMgnh(Rajala & Scherer 2003).

L’élévation de la pression artérielle retrouvéezches patients atteints de SyndMet semble
étre la résultante de plusieurs phénoménes. Ligbésrait impliquée dans [|'étiologie de
I'hypertension par des mécanismes affectant laceastriction, notamment via une libération
accrue d’angiotensinogene (Nielsen et al. 2004aMel & Berk 2005). L’insulinorésistance

peut aussi induire une hypertension artérielle gdférents mécanismes affectant la
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réabsorption du sodium (Semplicini et al. 1994;a8dis & Bakris 2007) ou inhibant I'effet
vasodilatateur du monoxyde d’azote (NO) (Higaslale2001; Gallagher et al. 2010).

En plus de ces composantes classiques, d'autresddés pathologiques non inclus dans les

définitions ont été identifieés plus récemment cleszsujets présentant un SyndMet.

Parmi ces troubles, nous nous sommes intéresséscyl@rement a la dysfonction
endothéliale et au stress oxydant : il parait domportant de comprendre le lien entre ces

anomalies et le SyndMet.

5. La dysfonction endothéliale associée au SyndMet

L’endothélium, cette couche cellulaire a I'intedaentre le sang et la paroi vasculaire, est
considérée de nos jours comme un organe a paérenét joue un rbéle essentiel et central
dans le maintien de I'homéostasie vasculaire (Lasd®r et al. 2004). A I'état normal,
'endothélium favorise la vasodilatation, empéabe phénoménes de coagulation et limite le
passage d’éléments circulants vers le sous-endatihéParalléelement, on décrit un état de
dysfonctionnement endothélial, au cours duquel deBules endothéliales favorisent a
différents degrés la vasoconstriction, les phén@sé&e coagulation et le recrutement actif de
cellules inflammatoires circulantes (Triggle et @D03). Cette altération des fonctions
endothéliales est I'anomalie la plus précoce dieilde vasculaire et participe activement a
linitiation et a la progression de l'athérosclé&osssociée au SyndMet. Un état de
dysfonction endothéliale est diagnostiqué de fapoécoce chez les patients atteints de
SyndMet. En effet, 'ensemble des composantes dud8gt participe mutuellement a
I'altération des fonctions endothéliales. L'accuatioh du tissu adipeux viscéral joue un réle
delétére sur la fonction endothéliale (Tesauro &rdtlo 2011) par exemple, en raison de la
diminution des concentrations plasmatiques d'adiggore hormone qui posséde des effets
favorables sur lI'ensemble de la paroi vasculaieat tsur l'inflammation que sur la
prolifération cellulaire (Del Turco et al. 2011)n& dysfonction endothéliale est également
détectée de facon trés précoce associee a lins@iistance, en partie en raison de
l'inhibition des effets vasodilatateurs de I'insdi (activation de la voie NO/cGMP/PKG) en
faveur de ses effets vasoconstricteurs (produadmsiendothéline-1) (Anfossi et al. 2009).
L’hypercholestérolémie participe aussi a la gertsska dysfonction endothéliale. Le dépét de
cholestérol dans les couches sous-endothélialesitingu état inflammatoire avec
l'intervention de macrophages, le recrutement diiles lymphocytaires et I'oxydation des

LDL. Cet état inflammatoire conduit a une diminutida la biosynthése et a une inactivation
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du NO (Stokes et al. 2002). L’hyperglycémie altémmctement la fonction endothéliale, en
induisant 'apoptose des cellules endothélialegisminuant leur prolifération, en augmentant
leur perméabilité et en diminuant la biodisponibilidu NO (Han et al. 2007). Enfin
I'élévation chronique de la pression artérielle gstivent associée a une diminution de la
vasorelaxation endothélium-dépendante. Chez le®tssuhypertendus, la dysfonction
endothéliale semble étre principalement due a unmenalie de la biodisponibilité du NO,
mais pourrait aussi étre secondaire a une libératazrue de facteurs vasoconstricteurs, tels

gue les radicaux libres (Landmesser & Drexler 32007

6. Stress oxydant associé au SyndMet

Le stress oxydant apparait dans une cellule quaqdilibre entre les espéces pro-oxydantes
et anti-oxydantes est rompu en faveur de I'étatguydant (Sies 1991). Dans les systémes
vivants, une production physiologique d’espécestiéss de I'oxygene (ROS) se fait de
manieére continue. Dans des conditions pathologigoesprovoquées par des facteurs
exogenes, une surproduction de ces especes r&aesivpossible. Les défenses antioxydantes
peuvent alors étre insuffisantes pour empéchedégsits cellulaires que peuvent causer les
radicaux libres oxygénés, ce qui génere un stregant.

Le stress oxydant est décrit comme un meécanismertant dans la physiopathologie de
'obésité et du SyndMet (Furukawa et al. 2004). gffiet, une forte association est retrouvée
entre le diagnostic d'un SyndMet et I'état de sdrexydant (Hopps et al. 2010). De plus, les
marqueurs du stress oxydant, tels que les TBAdGE,aigmentés chez les patients présentant
un SyndMet (figure 2) (Grattagliano et al. 2008). éifet, les composantes du SyndMet sont
caractérisées par une surproduction de ROS. L'tbésbdominale, les désordres du
métabolisme lipidique, tels que l'accumulation diggdes au niveau hépatique ainsi que
I'insulinorésistance qui en résulte, mais aussipgérglycémie, activent la génération de ROS
par différentes sources (cytochromes, mitochondeteperoxysomes). Divers mécanismes
sont avancés pour expliquer cette surproduction R€@S, parmi lesquels I'exces de
peroxydation lipidique, I'oxydation des LDL, la sxpression de la NADPH oxydase. En
paralléle, les défenses anti-oxydantes sont sggtifiement abaissées chez les patients
atteints de SyndMet, aggravant ainsi I'état desstrexydant (Ford et al. 2003). A titre
d’exemple, les concentration plasmatiques des witesnC et E (alpha tocophérol), qui
participent aux défenses anti-oxydantes non-enzgoeg de I'organisme, sont abaissées
significativement en présence de SyndMet (figurg@jattagliano et al. 2008). Ce stress
oxydant entraine des dommages cellulaires et \asesl favorisant linstallation de
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linsulinorésistance, de la dysfonction endothéligt de I'inflammation (Di Renzo et al.
2010). Il participe ainsi de fagon critique au déppement et a la progression des maladies
cardiovasculaires et du DT2 (Musaad & Haynes 28@dcco et al. 2010).

*kk
En conclusion, la physiopathologie du SyndMet ésgjie par des phénoménes complexes
interagissant entre eux et dépendant les uns dessautétat de la connaissance actuelle ne
permet pas encore de les hiérarchiser compléterhentdysfonctions telles que le stress

oxydant et la dysfonction endothélialeouvant contribuer a différentes échelles aux

mécanismes physiopathologiques associés au SyndMgirésentent de nouveaux
mécanismes-cibles pour la compréhension des pugkesdgissant ce syndrome, et permettant

ainsi de développer de nouvelles stratégies poprisa en charge.

7. ROle de l'alimentation dans la prise en charge duyddMet

Il est clairement établi qu'une perte de poids maeléeprésentant 5 a 10 % du poids initial et
obtenu par une diminution de l'apport énergétiqutal tquotidien ou/et par une activité
physique suffisante, améliore nettement toutescéesposantes du SyndMet (Phelan et al.
2007; Dalle Grave et al. 2010). Plus spécifiguemknperte de poids a été associée a une
diminution des concentrations plasmatiques deyt@ides (TG) et a une augmentation des
concentrations plasmatiques de cholestérol-HDL, gu's une augmentation de la taille des
particules LDL (Dattilo & Kris-Etherton 1992; Paalan et al. 2004). Une perte de poids
>10% du poids initial est généralement associéeeaanmélioration du profil inflammatoire
avec principalement une diminution des concentnatiplasmatiques de CRE-Réactive
Protéine) (Nicklas et al. 2004; Dietrich & JiaP4l05). De plus, chez les patients hypertendus,
une diminution significative de la pression artéei@ été observée suite a une perte de poids
modérée (Stevens et al. 2001). Enfin, la perte aidspaméliore la glycémie a jeun et
linsulinémie chez les patients diabétiques (Kelltyal. 1993).L'atteinte d'un équilibre
énergeétique optimal ou la perte de poids due arasgiction calorique restent donc sans
contredit des éléments primordiaux a considérer fraiter le SyndMet. Or, de hombreuses
études indiguent qu'autant d'attention mériterairel portée aux interventions nutritionnelles,
prenant en compte la composition des régimes atmres en macronutriments, leurs
proportions ainsi que leur qualité, tant pour aoréli les désordres liés au SyndMet que pour
diriger les efforts vers la prévention.

Des types spécifiques d'alimentation ou des grodjaisnents ont été associés a la présence

du SyndMet. A titre d'exemple, la consommation dmdpits céréaliers raffinés, d'alcool, de
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patisseries et de sucreries a été associée auxsebveomposantes du SyndMet et ce,
indépendamment des changements de poids corpoidhifé¢t al. 2001). En revanche, la
consommation de glucides complexes, de fibres aliames, de légumes, de fruits, de
produits laitiers a été associée a une faible imgdedu SyndMet (Reaven 2000; Davy &
Melby 2003). De méme, certains types de régimekhabitudes alimentaires sont considérés
comme « anti-syndrome métabolique ». A titre d’eplan un nombre croissant de
scientifiques s'accordent pour recommander l'adoptiun régime de type méditerranéen
pour traiter de facon optimale I'apparition de rdeda coronariennes (Bautista & Engler
2005), mais aussi du SyndMet (Babio et al. 2009).

La majorité des recherches sur ce sujet proviend'énides épidémiologiques d'observation
ou d’études clinigues. Mais, afin de mieux compreniés effets bénéfiques potentiels de
certains groupes d’aliments ou de régimes alimesgaides questions de recherche ont été
soulevées et étudiées quant aux mécanismes plyigiods mis en jeu et aux réles
particuliers de chague nutriment et micronutriment.

Dans ce contexte, un intérét a été porté aux kpalenentaires, de par leur abondance dans
'alimentation des pays industrialisés présentantadtes incidences du SyndMet, mais aussi
de par leurs roles physiologiques importants. lteges epidémiologiques et d’intervention
ont mis en évidence une association entre les tgmsdes gras consommés (saturés,
polyinsaturés, moninsaturés ou trans) et la phy#iopagie du SyndMet. Riccardi et al.
(2004) soulignent que, pour les individus atteoiésSyndMet, I'apport quantitatif en lipides
est un facteur moins important que la compositioraeides gras. A titre d’exemple, I'effet
délétére de I'acide palmitique et des acides geasstest bien établie. Par contre, un régime
riche en acides gras monoinsatursés aurait dess dfigorables sur le profil lipidique,

notamment sur le taux de cholestérol total et LBIc¢ardi et al. 2004).

*kk

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés audesacgras polyinsaturés et
particulierement a ceux de la famille des n-3, spnt décrits pour avoir des effets bénéfiques,
rapportés par de nombreuses études épidémiologiefuegpérimentales.

Le chapitre suivant a pour objectifs principaux jstifier I'intérét porté a cette famille
d’acides gras et de mettre en évidence son imicgthysiopathologique en relation avec le

SyndMet.
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Il.  ROle physiopathologique des AGPI n-3

1. Biochimie et nomenclature des acides gras

1.1. Biochimie des AG
Les acides gras (CH3-(CH2)n-COOH) sont les compdgsébase des lipides. Ce sont des
molécules organiques composées de deux partiespautie hydrophobe représentée par une
chaine carbonée terminée par un groupe méthyleespartie hydrophile correspondant a un
groupe carboxyle (figure 4).
Leur classification est basée sur plusieurs cstezeux que nous allons utiliser sont :

1) La longueur de la chaine carbonémoins de 10 carbones, on parle d'acides gras a

chaine courte, entre 12 et 14 carbones, d'acidesegchaine moyenne et au-dela de
16 carbones, d'acides gras a longue chaine.

2) Le nombre d'insaturation@oubles liaisons éthyléniques entre deux carhankes

acides gras ne comportant pas de double liaistinegpelés acides gras saturés, ceux
possédant une double liaison sont dits monoinsatréeux ayant plus d’'une double
liaison sont les acides gras polyinsaturés (AGRI)état naturel, on trouve entre O et
6 insaturations. Elles sont, dans leur tres grandprité, distantes de trois atomes de

carbones.

1.2. Nomenclature des AG
La regle de nomenclature la plus utilisée faitn&fiée au nombre de carbones (n), au nombre
de doubles liaisons (x) et a la position de la peeendouble liaison a partir du groupement
méthyle terminal (n-y), qui est choisi comme ld.a .formule simplifiée est notéen : x n-y.
A titre d’exemple : I'acide 9,12,15-octadécatrienad est noté 18:3 n-3 et I'acide 9,12-
octadécadienoique est noté 18:2 n-6 (figure 5). A, il est souvent préféré a ce nom
systématigue un nom commun, choisi afin de rapgelgrovenance de l'acide gras. Par
exemple I'acide 9,12,15-octadécatrienoique (183 mst appelé acidelinolénique (ALA)
en raison de son abondance dans I'huile de lin.
Parmi les AGPI, on distingue 4 familles en fonctala position de la premiére insaturation
par rapport a 'atome de carbone de I'extrémitéhylét(carbone oméga): n-9 (oméga 9), n-7
(oméga 7), n-6 (oméga 6) et n-3 (oméga 3). Noaneatl porte particulierement sur les acides
gras n-3; néanmoins, quelques informations seronhées dans ce chapitre concernant la
famille des n-6, étant donné les voies métaboligc@®munes entre ces deux groupes

d’acides gras.
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2. Les AGPI n-6 et n-3

2.1. Métabolisme des AGPI n-6 et n-3
Les AGPI de la famille des-6 et n-3 dérivent de I'acid#éariqug18 : 0) A partir de I'acide
stéarique est synthétisé I'acide oléique (18 :1) ntf peut étre converti eacide linoléique
(C18 : 2 n-6, LA)puis enacidea-linolénique (C18 : 3 n-3, ALA). Le LA et 'ALAsont les
précurseurs de chaines de réactions de désatumtidélongation le long desquelles sont
formés les AGPI dits a longue chaine (AGPI-LC) (figg 6). Ces réactions ont lieu en
parallele, essentiellement dans le foie. Les ensymei catalysent ces réactions sont
identiques pour les deux familles d’acides grasgueleur confére la particularité d’étre en
compétition sur le plan métabolique (pour revues(RA06) et (Legrand 2007)).
La conversion de I'ALA en AGPI-LC débute par liattuction d’'une double liaison en
position 6 a partir du groupement méthyhéb{désaturation), suivie d’une élongation de la
chaine de deux unités carbonées, puis d'wiedésaturation pour aboutir Bacide
eicosapentaénoique (C20:5 n-3, EPRElongation suivante permet de synthétiser l'acide
docosapentaénoique (C22:5 n-3, DPA). Enfin, unanider élongation, suivie d'una6-
désaturation et de la perte de deux unités carlsqreag-oxydation, aboutissent a la synthése
del’acide docosahexaénoique (C22:6 n-3, DHifigure 6).
La voie de conversion en AGPI-LC semble étre une wunoritaire d'utilisation de I'ALA,
par rapport a la voie d’oxydation qui représenteiren 75 % chez 'homme et 60 % chez
'animal (Brenna 2002). Néanmoins, du fait de I'onfance physiologique et des implications
physiopathologiques des AGPI-LC, de nombreuseseétgd sont intéressées a ce processus
de conversion et a son efficacité. Le taux de emsion de I'ALA en dérivés a longue chaine
est typiguement évalué par la mesure des tauxairetdants d’'EPA et de DHA aprés une
modification des apports en ALA. Globalement, tetature s’accorde sur la faible efficacité
de ce processus de conversion. Les études indiguenfaugmentation de I'apport en ALA
augmente de fagcon modérée les niveaux circulafi®Al’alors que les niveaux de DHA
restent stables (Chan et al. 1993; Emken et al. )19®hez les adultes sains, les études
montrent que 5 a 10 % et 2 a 5 % d'ALA sont cowedspectivement en EPA et en DHA
(Wijendran & Hayes 2004), tandis que d'autres etgyg que ce taux est inférieur a 5 % pour
les deux AGPI-LC (Brenna 2002). Plus recemment2@00, la Société Internationale pour
I'Etude des Acides gras et des Lipides (ISSFAL)ualip une déclaration officielle sur
I'efficacité de conversion de I'ALA en DHA. Elle adat que cette conversion est de I'ordre

de 1 % chez les enfants en bas age et qu’elle sm@ore plus faible chez I'adulte, elle serait
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aussi plus efficace chez la femme que chez 'horfBnenna et al. 2009). Chez les rongeurs,
la conversion semble étre plus efficace. A titrex@mple, I'utilisation de méthode de traceurs
chez le rat en croissance a démontré que le tagomersion de 'ALA en AGPI-LC atteint
17 % (Poumes-Ballihaut et al. 2001).

2.2.L’essentialité des familles d’AGPI n-6 et n-3
Les familles d’AGPI n-6 et n-3 sont dites « esgdl@s ». Ce caractére a été mis en évidence
chez 'hnomme et I'animal apres l'observation de ad@és provoquées par des régimes
totalement dépourvus ou carencés en ces acidesAgtiae d’exempledans les années 1980
des recherches ontontré qu’une carence prolongée du régime en aclowlénique (C18 :
3 n-3, ALA), portant sur plusieurgénérations, occasionne des troubles de la vidiaiu e
fonctionnement cérébral chez le rat (Tinoco 198@).nombreux travaux ont ensuite montré
implication de ces acides gras n-3 dans la stmecet le développement du systéme nerveux
de 'homme au cours de la croissance et du viediigent (Tinoco 1982; Bourre 2004).
Le terme « d'acides gras indispensables » ess@tilour :

* les deux précurseurs, le LA et I'ALA, car ils sandispensables pour la croissance
normale et les fonctions physiologiques de tougigssis, mais non synthétisables par
’homme et I'animal. En effet, certains complexemgnatiques nécessaires aux
réactions de synthése de ces acides gras ne soptgsents chez les animaux. C’est
le cas de certaines désaturases, qui introduisemadeere spécifique les doubles
liaisons dans la chaine carbonée, et qui ne safgeptes que chez les végétaux,
comme le\12- etA15-désaturasg$§igure 6)

» Le DHA, du fait des faibles taux de conversion eipde I'ALA, et aussi de par son

importance physiologique (Legrand 2007).

2.3. Origine alimentaire des AGPI n-3 et n-6

Les sources alimentaires d’AGPI n-3 sont différenteelon qu'il s’agisse du précurseur,
I’ALA ou des dérivés a longue chaine, EPA et DHAALLA est présent majoritairement dans
les huiles végétales, telles que I'huile de linjlagprésente 60 a 70 % des acides gras totaux.
Il est aussi présent a des taux plus faibles (4 &) dans les huiles de colza, de soja ou de
noix. Les lipides des végétaux chlorophylliens sicttes en ALA (50 % des acides gras),
mais ces lipides sont peu abondants dans les pl@di® %).Les lipides d'origine animale
contiennent moins de 2 % d’ALApar rapport aux acides gras totaux, maiddneur des
produits animaux en ALA peut varier selon les appde cet acide gras dans l'alimentation

animale.L’EPA et le DHA se trouvent essentiellement darssgeissons, en particulier dans
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les poissons gras tels que le saumon, le maqudecaarreng ou le thon. Les poissons, comme
tous les animaux, ne peuvent pas synthétisenovoles AGPI n-3, 'ALA est donc apporté
par leur alimentation, basée sur le phytoplanctosurdes autres poissons.

Les AGPI n-6 sont beaucoup plus répandus danmkadiation des pays industrialisés que les
AGPI n-3. Le LA est contenu en grande quantité dassuiles végétales de consommation
courante telles que les huiles de tournesol, des moaid’arachide, mais aussi en faibles
guantités dans les produits animaux (viande et)eeufs

2.4.Besoin, consommation et recommandation nutritionnés pour
les AGPI n-6 et n-3

Le besoin physiologique minimal en ALA est estim®,8 % de I'apport énergétique (AE)
pour I'adulte, ce qui équivaut a 1,8 g/j pour un @&2000 Kcal/j (tableau 3). Compte-tenu de
données favorables déduites de nombreuses étudsmépliogiques d’observation dans le
domaine cardiovasculaire, 'ANC a été réévaluélpdssa (actuelle ANSES) depuis 2010 a
1 % de I'AE, c'est-a-dire environ 2,2 g/j (AfssalP). L'apport moyen en ALA dans la
population francgaise est tres faible : environ %, 1le I'AE total dans I'étude INCA (sujets >
15 ans) (Afssa 2009) et 0,4 % dans I'étude SU.VMMAdultes agés de 35 a 60 ans) (Astorg
et al. 2004). Cette insuffisance d'apport en ALAitdéja été rapportée par d'autres travaux
dans les années 2000, notamment dans I'étude adirafdiude européenne multicentrique)
(Hulshof et al. 1999) et I'étude d'Aquitaine (fensndgées de 18 a 50 ans) (Combe N 2001). Il
est intéressant de souligner que la consommatierhdies végétales riches en ALA reste
faible dans la population francaise, dans laquledeapports en ALA sont principalement
couverts par des produit animaux, notamment papteduit laitiers (figure 7) (Combe N
2001).
Concernant le DHA, les données relatives a son itapoe physiologique et a sa trés faible
conversion a partir de I'’ALA, ont conduit a le cad&er comme indispensable et a fixer le
besoin physiologique minimal et TANC pour le DHA2&0 mg/j pour un adulte, valeur 2 fois
plus élevée que celle suggérée en 2001 (Coord.A)26®ur 'EPA, les arguments actuels
sont insuffisants pour le considérer comme rigowrent indispensable et définir un besoin
physiologique minimal. En effet, la conversion d&LIA en EPA est significative dés lors
gue les apports en ALA et en LA sont suffisantsamNgoins, un ANC a été défini pour 'EPA
a 250 mg/j sur la base de données de préventiestilriation de la consommation des AGPI-
LC n-3 (EPA et DHA) est principalement évaluée lpaconsommation de poisson. Selon les

données de I'enquéte INCA2, les niveaux des apport&SPA et DHA sont bien inférieurs a
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'ANC (tableau 4) (Afssa 2009). De plus, une stdagmades consommations de poisson est
observée depuis 1998 (Afssa 2009). Globalemertptaommation en AGPI n-3 reste donc
insuffisante dans la population francaise. Seléfs$a, une politique visant a accroitre le
niveau des apports en AGPI n-3 est souhaitable.

L’ALA en tant que précurseur pourrait participear@éliorer 'apport alimentaire en AGPI n-
3, d’autant plus que les sources alimentaires d'AbAt variées et surtout abondantes, tandis
que les ressources marines sont moins disponibtegles facilement épuisables.
L’augmentation de la consommation de produits mdiement riches en ALA, tels que les
graines ou les huiles végétales, est une desgtatpossibles pour accroitre les apports en
ALA; une autre possibilité est I'augmentation desurses d’ALA dans l'alimentation
animale,par exemple sous forme de graine de(figure 8). Ce contexte socio-économique
justifie en partie I'intérét porté a cet acide gdasis le cadre de ce travail de these. En effet, la
détermination et la compréhension des effets peltsnde I'ALA, encore peu étudiés par
rapport aux dérivés a longue chaine, semble étrgpedsable.

Le besoin physiologique minimal en acide linoléiqud) est estimé a 2 % de I'AE, ce qui
équivaut a 4,4 g/j pour un apport énergétique d® 2xal/j. L’Afssa a établi ’TANC a 4 % de
I'AE. Cette valeur résulte a la fois du souci céattlre un apport total d’AGPI favorable a la
prévention cardiovasculaire, et de limiter les afgppen LA pour respecter un rapport acide
linoléique/aciden-linolénique inférieur a 5. En effet, les produittermédiaires et finaux des
deux familles d’AGPI n-6 et n-3 ont des effets éliéints, voire antagonistes. Cela signifie que
toute modification du rapport entre les précurselerses deux voies (ALA et LA) aura des
conséguences au niveau métabolique. De plus, émdidibre de ce rapport est préjudiciable a
la synthése, a la disponibilité et a l'incorporatides AGPI n-3 a longue chaine dans les
tissus, ce qui pourrait accentuer des perturbagdrysiologiques et contribuer a la survenue
de pathologies (Afssa 2010).

2.5. Fonctions biochimiques et rbles physiologiquetes AGPI n-6 et
n-3
Les acides gras sont une source majeure d’énergiel’poganisme. Leur oxydation fournit
plus d’énergie (9 kcal/g) que I'oxydation des proeé et des glucides (4 kcal/g). Mais les
AGPI en particulier la famille des n-3, ont d’awtronctions physiologiques importantes.
(pour revue (Jump 2002) et (Legrand 2007).
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2.5.1. Incorporations dans les phospholipides membranaires
Les acides gras, sous forme de phospholipides ()t des constituants universels des
membranes biologiques; ils modulent leur fluidité lactivité des protéines qu'elles
contiennent (enzymes, récepteurs, transporteursCe$. propriétés sont en grande partie
déterminées par la longueur de la chaine carbankedegré d’insaturation des acides gras
composant les PL; plus les PL sont riches en A@GRE la membrane sera fluide. En effet,
'incorporation des AGPI dans les PL rend les membs moins fluides grace a leur
configuration tridimensionnelle, conférée par leinsaturations qui introduisent des angles
dans la molécule. lls occupent ainsi plus de volgue les acides gras saturés (AGS) ou les
acides gras monoinstaturés AGMI (figure 9).

2.5.2. Précurseurs de médiateurs lipidiques
Les acides gras a 20 carbones des familles n-36ef’'acide arachidonique (AA) pour la
famille n-6 et 'EPA pour la famille n-3) sont (vikes cyclooxygénases (COX) et
lipoxygénases (LOX)) les précurseurs de médiatépidiques oxygénés dit eicosanoides
(figure 10). lls regroupent les leucotrienes (LIEg prostaglandines (PG), les prostacyclines
(PGI) et les thromboxanes (Tx). Les eicosanoidesutaot de tres nombreuses fonctions
cellulaires. Leur action biologique varie selonilgusont issus de I'EPA (eicosanoides de la
série 3) ou de I'AA (eicosanoides de la série Rlewrs effets sont tantdt complémentaires et
tantbt opposés. Par exemple, les eicosanoides siéria 3 libérés par les plaquettes et les
cellules endothéliales sont antiagrégants et viatBurs, alors que ceux de la série 2 sont
proagrégants. Les eicosanoides libérés au cours'imfeammation par les cellules
immunitaires (macrophages et leucocytes) sont mftamnmatoires, qu’ils soient issus de
'EPA ou de I'AA, cependant, ceux issus de 'EPAt am effet plus faibles (Calder 1997,
Jump 2002). Les mécanismes d’action de ces eicammoeposent généralement sur des
récepteurs couplés aux protéines G. lls s’attacladents récepteurs ancrés a la surface
cellulaire et enclenchent soit un accroissement, b abaissement du taux cytosolique de
second messager (AMP cycligue ou*Qa l'activation d’'une protéine kinase, ou une
modification du potentiel membranaire (Legrand 2007)
Outre les eicosanoides, d’autres médiateurs lipeticsont formés a partir des AGPI-LC n-3
notamment a partir du DHA via la COX2, tels que lésolvines, les docosatrienes et les
neuroprotectines, possédant des caractéristiquasnfianmatoires et neuroprotectrices
(Anderson & Ma 2009).
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2.5.3. Régulation de I'expression génique
Les acides gras polyinsaturés, leurs esters den@gve A (CoA), ainsi que leurs dérivés
eicosanoides sont des régulateurs d'un grand nomereyénes par l'intermédiaire de
'activation de facteurs de transcription. Parms dacteurs de transcription, on trouve
classiguement les PPAR (peroxisome proliferatoivaidd receptors), le récepteur aux
rétinoides RXR (retinoid X receptor), le réceptaépatique LXR (liver X receptor) ou encore
les SREBP (sterol regulatory element- binding pnsje Récemment, d’autres facteurs de
transcription comme le NkB (nuclear factor-kappa B) ont été identifieés conétant régulés
par les AGPI. Outre l'activation de facteurs densaiption, les AGPI semblent aussi
moduler, par des mécanismes encore mal décritgréssion de genes impliqués dans la
réponse inflammatoire, tels que le TLR4 (Toll-llexeptor 4) ou les PPA (protéines de phase
aigué) (Adkins & Kelley 2010). Le role des PPAReet particulier de I'isoforme alpha sera
détaillé dans la chapitre IV, page 50.

3. Implications des AGPI n-3 dans les processus physgiathologiques

Les effets des AGPI n-3 sur la santé font I'objétuties florissantes. On leur attribue une
large gamme de bénéfices incluant: des effetsia@matecteurs, une diminution de la

croissance de tumeurs et de métastases, des gifetscteurs contre les maladies

neurodégénératives. Nous allons nous focalisesucileurs effets sur les composantes du
SyndMet.

3.1. AGPI n-3 et composantes du syndrome métabolique

3.1.1. AGPI n-3 et obésité

Il existe peu d’éléments probants concernant lietsefles AGPI n-3 sur la prise en charge de
'obésité (Buckley & Howe 2009). Chez des sujeigses ou en surpoids, la consommation
de 6 g/jour d'huile de poisson pendant 12 semaitigsnue légérement le pourcentage de
graisse corporelle, sans maodifier le poids (Hillakt 2007). Les études suggérent que les
AGPI n-3 joueraient un réle plus marqué dans lagméon de la prise de poids (Buckley &
Howe 2009). En effet, des études menées princigaderohez l'animal, mais aussi chez
I'hnomme, montrent que les AGPI-LC n-3 permettentiniiter le dépbt de masse grasse en
réponse a un régime hypercalorique (revue de (Byckl Howe 2009). Chez la souris, la
consommation d’'un régime riche en ALA diminue de tiéda quantité de tissu adipeux par

rapport a un régime riche en acides gras saturésig®let al. 2009). Les mécanismes mis en
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jeu sont multiples, et portent aussi bien sur Bucéion de la synthese et du transport des

lipides que sur la stimulation de leur oxydation.

3.1.2. AGPI n-3 et métabolisme lipidique

La baisse des triglycérides (TG) sanguins a jetiuresles effets les plus décrits en réponse
aux AGPI-LC n-3. Concernant I'ALA, une revue de 800indique pas d'effet bénéfique sur
les TG sanguins (Wendland et al. 2006). Cependdes, publications plus récentes indiquent
une légere baisse de la triglycéridémie apres econsadion d'huile de lin (Prasad 2009) ou de
margarine riche en ALA (Egert et al. 2009). Cetetfést principalement expliqué par
l'activation des génes de l'oxydation des acidess,get la répression des genes de la
lipogenése par les AGPI n-3, essentiellement auesghaine (Carpentier et al. 2006). Les
effets des AGPI n-3 sur le métabolisme du cholek®ont plus contrastés et dépendent de
leurs longueurs de chaine. En effet, les AGPI ne3demblent augmenter légerement les
concentrations du cholestérol-HDL, mais aussi setle cholestérol-LDL. Cependant, ce
dernier effet est contrebalancé par une diminutierla fraction des lipoprotéines petites et
denses, fortement athérogénes (Carpentier et @b)2Concernant I'ALA, I'avis de 'Autorité
Européenne de Sécurité des Aliments (EFSA) publi20®9, stipule qu’une relation de cause
a effet peut étre établie entre les apports en AdtAa réduction des concentrations de

cholestérol plasmatique (EFSA 2009).

3.1.3. AGPI n-3 glycémie et résistance a l'insuline

Les AGPI n-3 semblent avoir un effet bénéfique lamésistance a l'insuline et la régulation
de la glycémie. Chez les obéses, I'apport dAGPREEaméliore la sensibilité a l'insuline, et
ceci méme sans perte de poids (Browning et al. R@& méme, 'ALA abaisse légéerement
la glycémie chez des patients hypertriglycéridénsq(M/endland et al. 2006). Chez les
individus sains, une complémentation pendant 3 semavec des huiles de poisson, réduit
de 40 % la réponse insulinémique a une charge dealglucose (Delarue et al. 1996). Chez
animal, la complémentation par des AGPI-LC n-3épent totalement la résistance
musculaire a l'insuline provoquée par un régimeenypidique chez le rat (Taouis et al.
2002). Chez le hamster, le remplacement d'un régiche en AGS (beurre) par un régime
riche en ALA (huile de lin) se traduit par des taqlxs faibles d'insuline et de I'index HOMA
d'insulinorésistance, ce qui traduit une meilleseasibilité a l'insuline (Morise et al. 2006).
Les mécanismes d'action des acides gras sur ldb#iehs l'insuline restent jusqu'alors mal
connus. lls seraient liés a la diminution de l'oafidn du glucose et a I'augmentation de
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I'oxydation des lipides, associées a 'augmentatanstockage du glycogéne (Lombardo &
Chicco 2006; Lombardo et al. 2007).

3.1.4. AGPI n-3 et hypertension artérielle

Les AGPI n-3 a chaine longue sont connus pour enfler la pression artérielle. La
complémentation en huile de poisson réduit légenemmeais significativement, la pression
artérielle, chez des sujets aussi bien hypertegdasnormotendus (Geleijnse et al. 2002). De
méme, chez des patients en surpoids, un apporertiaine de DHA réduit la pression
systolique et diastolique (Mori et al. 1999). Desidés chez I'animal montrent aussi
limplication des AGPI-LC n-3 dans I'étiologie dénypertension. Chez le rat spontanément
hypertendu (SHR), le DHA entraine une diminutiagngicative de la pression artérielle. De
méme, dans un modele murin d’insulino-résistancEPA et le DHA limitent le
développement de I'hypertension (Rousseau et al3)2Q@s données sur I’ALA sont plus
controversées. Plusieurs études d’interventionsoraimses n'ont pas observé d'effet de
'ALA sur la pression artérielle (Revue de (Wendlagidal. 2006)). Par contre, I'étude de
Takeuichi et coll., a rapporté une diminution sigaitive de la pression artérielle chez les
individus normo- et hypertendus, aprés 12 semaleesonsommation d’un régime contenant
3,4g d’ALA/jour (Takeuchi et al. 2007). Des réstdtaimilaires ont été retrouveés chez des
patients atteints de dyslipidémie, aprés compléatiemt avec de I'huile de lin (15ml d’huile
apportant 8g d’ALA par jour) pendant 12 semaineas@os et al. 2007). De méme,
'administration orale d'une dose unique d’ALA chéz rat SHR permet de diminuer
significativement la pression artérielle (Sekineakt2007). Les mécanismes impliqués dans
ces effets sont probablement liés aux actions d&BlA-3 sur la production des molécules
vasodilatatrices telles que les prostaglandinds @tonoxyde d’azote, et vasoconstrictrices

telle que I'endothéline notamment via une amélionade la sensibilité a I'insuline.

3.2. Effets pléotropiques des AGPI n-3 sur la physiopaiblogie du
SyndMet
D’autres effets des AGPI n-3 pourraient expligues bénéfices observés chez les patients
atteints de SyndMet. lIs consistent principalemamt’amélioration du statut inflammatoire,
de la fonction endothéliale (Partie 1V/1/1.1 padp 6t des défenses antioxydantes (Partie
IV/2/2.1 page 64). Les AGPI n-3-LC modulent la téaT inflammatoire en particulier par un
mécanisme de compétition au niveau de la COX ¢ d©X, aboutissant a une réduction de
la libération des métabolites pro-inflammatoiresI'dé\. De plus, les eicosanoides dérivés
des AGPI-LC n-3 sont environ 100 fois moins acsifis le processus inflammatoire que ceux
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dérivées de I'AA. La COX génére aussi des résolyindes docosatrienes et des
neuroprotectines, ces molécules ayant un effetimifdimmatoire. Enfin, I'incorporation des
AGPI-LC n-3 dans les membranes des cellules monéasijoue vraisemblablement un réle
dans leur effet inhibiteur sur la production de®kines pro-inflammatoires : TN&;IL-113 et
IL-6 (Calder 2006; Adkins & Kelley 2010).

*kk

Lors de ce travail, nous avons émis I'hypothéseiggr’'partie de ces effets pléiotropiques des
AGPI n-3 expliquant leurs bénéfices physiopathajogs, particulierement au niveau de la

fonction endothéliale et du stress oxydant, imm@igient une régulation du métabolisme

secondaire de deux acides aminés, I'arginine eykéine.

Le chapitre suivant devrait permettre d’identifiles voies via lesquelles les AGPI n-3
pourraient réguler le métabolisme de l'arginine deé la cystéine et de décrire les

conséguences possibles de ces modulations au mvé@lbolique et fonctionnel.
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Ill.  Implication de I'arginine et de la cystéine dans la
physiopathologie du SyndMet

Au-dela de leur fonction essentielle en tant quamasants des protéines et des polypeptides,
certains acides aminés jouent des roles importdats la régulation de diverses voies
métaboliqgues. Dénommés acides aminés fonctionitglg)cluent I'arginine, la cystéine, la
glutamine, la leucine, la proline et le tryptophdléu 2009). Ces acides aminés exercent
leurs effets métaboliques de facon directe (parmgke inhibition/activation de voies
meétaboliques), via des acides aminés dérivés, aargnque précurseurs essentiels pour la
synthese d’une variété de métabolites bioactifs @opriétés extrémement importantes. Les
acides aminés et leurs dérivés bioactifs réguleatwibies métaboliques clés et des processus
vitaux pour la santé, tels que la croissance, \eld@pement, la reproduction, I'immunité et
’homéostasie des organismes vivants. La découdetees fonctions physiologiques des
acides aminés et de leurs dérivés a ouvert des deieecherche fondamentales en biochimie
et en nutrition, permettant ainsi la compréhendgi@s processus biologiques, mais aussi
participant au développement de nouvelles straggmper la résolution de problemes de santé.
Parmi ces acides aminés, l'arginine et la cystéeogiiérent une attention particuliére de par
'extréme implication de leurs métabolites bioagtifespectivement le NO et le glutathion,
dans les processus physiopathologiques de divgraé®logies (MCV, DT2, obésité,
SyndMet) et dysfonctions (dysfonction endothéliaitress oxydant et inflammation).
Actuellement en développement croissant, ces dessoed les processus qui y sont impliqués,
ainsi que les stratégies pouvant les limiter, farijet de recherches florissantes.

-
Cette section a pour objectif de donner les élémde compréhension nécessaires sur le
métabolisme de l'arginine et de la cystéine, d’ep@r 'importance et les réles de ces acides
aminés et surtout de leurs métabolites bioactifssdanphysiopathologie du SyndMet et des
dysfonctions associées, mais aussi de justifiemagjueurs que nous avons sélectionnés et
ciblés pour rendre compte des possibles régulatdmses voies métaboliques par les AGPI
n-3.
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1. La cystéine précurseur du glutathion

1.1. Biosynthése de la cystéine a partir de la théonine
La cystéine constitue, avec la méthionine, I'honstéye et la taurine, les quatre acides
aminés soufrés présents dans I'organisme. Parmisaute la méthionine est indispensable
chez 'homme. La protéosynthése est la voie da#ilon principale de la méthionine, mais en
fonction des besoins de l'organisme en groupememdthyles, la méthionine libre ou
provenant des protéines, est utilisée comme dorgeunéthyle via la transméthylation, voie
obligatoire de son catabolisme. La transméthylatimmvertit la méthionine en homocystéine,
via la formation de deux intermédiaires métabolgjua S-adénosylméthionine et la S-
adéenosylhomocystéine. En fonction des besoins £agdports en méthionine et en cystéine,
’homocystéine produite est soit reméthylée en ionéthe sous I'action de la
méthyltransférase (c’est le cycle transméthylateméEthylation ou cycle de la méthionine)
soit orientée vers la voie irréversible de la sgsthde la cystéine par transulfuration. Lors de
cette étape, qui se déroule principalement au nideafoie et du pancréas, 'homocystéine est
condensée avec une sérine par la cystathigisgithase pour produire la cystathionine, qui
est ensuite clivée par la cystathionijrlyase pour produire la cystéine (figure 11) (Bianrsi&
Brosnan 2006) (Mudd et al. 2007).
1.2. Voies d'utilisation et homéostasie de la cyshe
La cystéine est utilisée pour la synthese des ipexg ainsi qu’en tant que précurseur de
composés non protéiques essentiels a I'organisewdeux principales voies d'utilisation de
la cystéine sont (figure 12) (Stipanuk et al. 2006
1) Son oxydation en cystéinesulfinate, réaction catdypar la cystéine dioxygénase

(CDO). La cystéinesulfinate peut ensuite étre cdie/e soit en taurine par

décarboxylation et oxydation sous l'action de lsstéynesulfinate décarboxylase

(CSDC), soit erg-sulfonyl-pyruvate par I'aspartate aminotransférasée qui aboutit

a la formation de sulfates ;

2) Sa condensation avec le glutamate et la glycine fmomer le glutathion sous I'action

successive de laglutamylcystéine ligasegGCL) et de la glutathion synthétase (GS).
Les enzymes-clés de ces voies métaboliques santesgen réponse aux variations du besoin
intracellulaire en cystéine et ses métabolitegjeet'apport alimentaire en cystéine et/ou en
acides aminés soufrés. Les variations de régulaiolayGCL et de la CDO déterminent le
flux de cystéine entre la voie de catabolisme eréible et la voie de synthese du glutathion.
La prédominance de la synthése de glutathion aurrgétt de la taurine dans les conditions
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de faible disponibilité en cystéine suggere unepéition entre ces deux voies, favorable a la
yGCL (Bella et al. 1999; Stipanuk 2004).
Pendant ce travail, notre intérét a porté principalent sur la voie de synthése du glutathion

2. Le glutathion

2.1 Synthese du glutathion

Le glutathion ou +-glutamylcystéineglycine), un tripeptide composé dgstéine, de
glutamate et de glycine, est le principal thiolfdible poids moléculaire de I'organisme. I
présente deux caractéristiques structurales lumegant de participer a de nombreuses
fonctions cellulaires : sa liaisoprcarboxyle entre les résidus glutamate et cyst&joe,le
protége contre I'hydrolyse, et son groupement t(i8H), porté par son résidu cystéine, qui
lui confere des fonctions importantes dans lesrdgfe antioxydantes et le maintien du statut
redox cellulaire (figure 13).

La synthese du glutathion (figure 14) est assusrd’action séquentielle de deux enzymes
cytosoliques ubiquitaires ATP-dépendanteg-tgutamylcystéine ligase (ou synthag&CL)

et la glutathion synthétase. La premiere réactaaalysée par 1aGCL, constitue I'étape
limitante de la synthese du glutathion. Elle perfadormation d’une liaison peptidique entre
le groupement carboxyle du glutamate et le groupéraminé de la cystéine. 95 % deyla
glutamylcystéine formée lors de cette réactiorogsnté vers la synthese du glutathion par la
GS en présence de glycine, cette deuxieme étaperatament limitante pour la synthese du
glutathion. Théoriquement, la synthese du glutatpieut avoir lieu dans toutes les cellules de
'organisme, mais le foie est le principal site gteduction; une grande partie du glutathion
hépatique est néanmoins exportée vers les autgasas, qui l'utilisent comme source de

cystéine ou afin de resynthétiser du glutathionZDQ9).

2.2 Facteurs régulant la synthése du glutathion

L’homéostasie du glutathion est finement contrgée I'activité de layGCL, ainsi que par
les concentrations et la biodisponibilité de sessats, en particulier de la cystéine.

La yGCL est une enzyme constituée de deux sous-umméssous-unité catalytique (GCLc)
et une sous-unité régulatrice ou modulatrice (GCLia sous-unité catalytique est
fonctionnelle, mais son activité est plus faible quetle de I'holoenzyme; la sous-unité
régulatrice a pour role la modulation de l'affinitke la sous-unité catalytique pour ses

substrats et inhibiteurs. LlgGCL est modulée par de nombreux facteurs suscegtiibgir
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simultanément au niveau transcriptionnel ou pasideriptionnel, ce dernier incluant la
stabilité de 'ARN messager et les modulations f@stuctionnelles (Huang et al. 1993) (Lu
2009).L’expression de lggGCL est regulée par les facteurs associés au sirgsgnt ou
nitrosant, par certains antioxydants, par les tastale croissance (tels que le facteur de
croissance hépatique) ou encore par les facteurgramescription, tels que NF-kB. Ces
régulation géniques sont expliquées par la présef@léments de réponse aux especes
oxydantes, aux électrophiles ou encore aux fact@rsanscription au niveau du promoteur
du gene codant pour EGCL (Liu et al. 1998; Dickinson et al. 2004). Auveau post-
traductionnel, I'activité de IagGCL est régulée par les phosphorylations, maisi aiésgacon
importante par une inhibition compétitive exercée Ipaglutathion et lg—glutamylcystéine
(Lu 2009). En effet, les résidus -glutamyl et -eysyl de ces peptides viennent occuper
respectivement les sites de fixation du glutamatéeela cystéine, réduisant ainsi I'activité
enzymatique. La formation de I'holoenzyme est aassbciée a une diminution de I'affinité
de I'enzyme pour le glutathion etyaglutamylcystéine (Huang et al. 1993). D’autresdacs
peuvent aussi influencer I'activité et/ou I'expliessde layGCL, tels que les cytokines
inflammatoires (Dickinson et al. 2004), ou enc@® thormones (Lu et al. 1991).

La synthése du glutathion est aussi fortement enibée par la disponibilité de ses acides
aminés précurseurs et en particulier de la cystéilomt la concentration intracellulaire
hépatique est environ 10 fois moins importante cplee de la glycine et du glutamate. Cet
aspect limitant serait la conséquence de I'écdredas tailles des pools de la cystéine et du
glutathion (ce dernier étant 30 fois plus importaet du renouvellement fréquent du pool de
glutathion. Il a été montré qu’un apport élevé gaté&ne libre, ou en protéines riches en
cystéine, stimule la synthése du glutathion (Mérgital. 2004) ce qui laisse supposer qu’une
augmentation de la biodisponibilité de la cystéseeait associée a une augmentation de la
production du glutathion. La biodisponibilité de ¢gstéine est influencée par I'apport
alimentaire en acides aminés, par le transporadgdtéine, de sa forme oxydée la cystine et
de la méthionine, ainsi que par la régulation déisaynthese via la voie de transulfuration
(Lu 2009).

Dans une moindre mesure, la synthese du glutatiesin également affectée par la
disponibilité en glycine. Chez les sujets recevamd alimentation pauvre en acides aminés
soufrés ou dépourvue de glycine, I'excrétion urmaie 5-oxoproline est augmentée. Or, la 5-
oxoproline est un dérivé de jaglutamylcystéine qui marque une diminution de\atisése

de glutathion (Metges et al. 2000; Yu et al. 2002).
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2.3. Le pool de glutathion

Dans la cellule, le glutathion existe sous 3 forméduite, disulfure oxydée, ou complexée
aux protéines. Le glutathion est présent dans rdifit§ compartiments intracellulaires
(cytosol, noyau, mitochondries et réticulum endspigue); néanmoins, le compartiment
mitochondrial semble étre le plus riche en glutaihjPastore et al. 2003). Le glutathion est
présent a des concentrations difféerentes dans lganes. Le foie étant le producteur
majoritaire, il en contient des concentrationsi8 filus importantes que celles retrouvés dans
le rein, le poumon ou le cerveau, autres organgliques dans le métabolisme du glutathion.
Dans le plasma, le glutathion est présent a deseotrations trés faibles, de I'ordre du
micromolaire. Les niveaux de glutathion sont stallans les organes extra-hépatiques, mais
peuvent varier dans le foie en réponse aux moduakatutritionnelles et au statut antioxydant
de I'organisme (Malmezat et al. 2000; Stipanukle2@02). Les variations du pool hépatique
du glutathion et de son turnover sont principalen@rconséquence de I'équilibre entre une
exportation de glutathion vers les organes extpatigues, et une synthése suffisante pour
maintenir les niveaux hépatiques intracellulairegldéathion (Pastore et al. 2003).

2.4. Roles du glutathion

2.4.1. Maintien du potentiel redox cellulaire

Par la forte réactivité de son groupement thia@wetegard des concentrations intracellulaires
importantes en glutathion par rapport au autresplesuréducteurs intracellulaires (par
exemple la nicotinamide adénine dinucléotide phasplua la thioredoxine), le couple
glutathion réduit/glutathion oxydé (noté GSH/GSS&)t consideré comme le principal
contributeur au maintien du statut redox au nivienacellulaire (Schafer & Buettner 2001).
Le couple GSH/GSSG agit comme un tampon redoxnissa@nt le pool le plus important
d’especes réduites dans la cellule, participardi @n maintien de I'environnement cellulaire
dans un état optimal réduit, critique pour la seirde la cellule. La forme réduite du
glutathion peut étre facilement régénérée a pddida forme oxydée, sous l'action de la
glutathion réductase (GR). Le glutathion oxydé pewissi se lier aux groupements
sulfhydriles des protéines; cette réaction consonumeglutathion oxydé et produit du
glutathion réduit limitant ainsi I'accumulation dgutathion oxydé dans les conditions pro-
oxydantes. Le glutathion exerce aussi son role atapon redox en participant a la
régénération de la forme réduite d’autres antiomtglatels que les tocophérols ou I'acide
ascorbique (vitamines E et C) (figure 15) (Forreaal. 2009).
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2.4.2. Participation aux défenses anti-oxydantes

Les radicaux libres sont une forme d’espéces chigsgpossédant un électron célibataire.
Cette propriété les rend aptes a réagir avec diffés molécules, notamment lors des
réactions en chaine dont I'exemple le plus conniucelii de la peroxydation des lipides.
D’autres especes dites « especes actives de I'orygecomme le peroxyde d’hydrogene
(H20,) ne sont pas des radicaux libres, mais sont ellssi réactives et peuvent étre des
précurseurs de radicaux. L’ensemble des radicdugdiet de leurs précurseurs est souvent
appelé « especes réactives de I'oxygene ou RO8&s>n@lécules peuvent étre a I'origine de
dommages cellulaires se traduisant par I'oxydatien’ADN, des protéines et des lipides
dans les conditions de stress (oxydant, inflammatou infectieux) caractérisées par une
surproduction de ROS (figure 16). Afin d’élimineescespéces réactives, des systemes dits
antioxydants sont mis en place par la cellule. luigaghion est le principal antioxydant non
enzymatique endogene de l'organisme, en raisonadeapacité a capter directement et
spontanément différentes especes radicalairegitlhassi en tant que cofacteur de réactions
enzymatiques antioxydantes catalysées par les rafitie isoformes de la glutathion
peroxydase (GPx), enzyme impliguée dans I'élimoratdes hydroperoxides et peroxides
lipidiques (figure 17 a). Les GPx agissent de cdn@eec la superoxyde dismutase (SOD) et
la catalase (CAT) pour neutraliser et éliminer ROS, ces trois enzymes constituant le
systeme enzymatique antioxydant. La SOD est capiblegansformer, par une réaction de
dismutation, I'anion superoxyde £Q en peroxyde d’hydrogéne £8,) ce dernier pouvant
ensuite étre catabolisé par la CAT pour formerrdetécules d’eau (figure 17 b) (Forman et
al. 2009; Lu 2009).

En plus de ces roles majeurs dans les défensexyddintes et le maintien du statut redox
intracellulaire, le glutathion participe a d’autm@gcanismes physiologiques importants dans
la lutte contre le stress oxydant, tels que laaghibnylation. Cette réaction permet de former
des ponts disulfures entre le glutathion et lesugements sulphydryles des protéines, les
protégeant ainsi contre certaines réactions irsiviess pouvant avoir lieu dans des conditions
de stress oxydant, comme la carbonylation, la glyeaou la nitration, ces réactions étant

souvent associees a la perte de la fonction degipes (Mieyal et al. 2008).
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2.5. Implication du glutathion dans la physiopathologe du SyndMet

Les propriétés du glutathion lui conferent un romajeur dans de nombreux processus
biologiques incluant la différenciation, la proliéion et I'apoptose cellulaire, mais aussi la
réponse immune et la détoxification. Il n'est dgm&s surprenant que les perturbations
affectant les taux cellulaires du glutathion, saméver ou son niveau d’oxydation soient
impliquées dans I'étiologie et la progression de @uses maladies telles que les cancers,
les maladies inflammatoires et métaboliques, lesladies cardiovasculaires et
neurodégénératives (Ballatori et al. 2009).

L’'importance physiopathologique du glutathion esseren évidence par I'exploration de son
métabolisme chez les patients, par I'étude degseffe I'administration du glutathion ou de
ses précurseurs sur la progression des maladieqaou’observation des déreglements
meétaboliques et fonctionnels chez les individustgus des altérations acquises ou de
naissance au niveau du meétabolisme du glutathiomii$end et al. 2003; Ballatori et al.
2009). Ainsi, un statut en glutathion altéré estesbé chez les patients atteints de SyndMet.
En effet, des études récentes ont relevé des clratiens plasmatiques en glutathion environ
20 % inférieures chez les patients atteints de Bgndpar rapport aux individus sains. En
parallele, une augmentation du stress oxydant &t en évidence chez ces patients (partie
I/6 page 22) (Giral et al. 2008; Di Renzo et all@0 Le statut en glutathion est aussi altéré
chez les patients atteints de diabéte. En effet, dencentrations érythrocytaires et
plasmatiques en glutathion sont diminuées chepdésents diabétiques (Yoshida et al. 1995;
Sharma et al. 2000). De méme, chez I'animal, lex@otrations rénales en glutathion sont
diminuées chez les rats Zucker diabétiques, obesgsésentant un SyndMet (figure 18)
(Chander et al. 2004). De méme, dans un modélennd&iSyndMet (des rats sous régime
hypersaccharosé pendant 6 semaines), il a étévebsee altération du statut redox du
glutathion, marquée par un potentiel redox du co@$HH/GSSG devenant plus positif (C’est-
a-dire plus oxydé) au niveau hépatique et systém{Blouet et al. 2007). Ces observations
sont en accord avec les études d'intervention qarident I'effet bénéfique d’'un apport en
glutathion ou en cystéine. En effet, la complémigariaen cystéine stimule la synthese du
glutathion et améliore la résistance a l'insulinkeestatut oxydant dans les modeles animaux
de SyndMet (Blouet et al. 2007) (Jain et al. 2009).

Outre l'altération du pool et de I'état d’oxydoréton, un déreglement des enzymes
impliquées dans le métabolisme du glutathion estialservé en présence de SyndMet ou

des dysfonctions associées, méme si les résudistent divergents. A titre d’exemple, il a été
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décrit une augmentation des activiteés plasmatigigela SOD et de la GPx chez les obéses
(Silver et al. 2007). Chez les patients hypertentastivité de la SOD semble diminuée alors
gue celle de la GPx est augmentée (Russo et aB).198s défenses enzymatiques anti-
oxydantes semblent aussi étre diminuées en prégdentiabete (West 2000).

*kk
En conclusion, le métabolisme du glutathion sentigleet bien étre affecté en présence de
SyndMet, d’obésité ou de diabéte. En paralléleéieeglement du métabolisme du glutathion
participe a la progression de ces dysfonctions.
Les voies limitantes qui affectent la synthése Idtathion ainsi que ses voies d'utilisation
notamment via les enzymes antioxydantes nous genéide les plus judicieuses a explorer,
afin de rendre compte des variations de son méisthelen réponse au AGPI n-3.

3. L’arginine, précurseur du NO

L’arginine est un acide aminé classé comme condigtbement indispensable. Le pool
endogene d’arginine est majoritairement issu gedéeolyse. Néanmoins, une biosynthése de
I'arginine est aussi possible a partir des squedetarbonés de la glutamine ou a partir du
recyclage enzymatique de la citrulline. L'arginiest aussi apportée par I'alimentation. Chez
des sujets sains, un apport alimentaire en argpioeoque une augmentation importante et
dose-dépendante des concentrations plasmatiguesgieine (Mariotti 2009).

En plus de la protéosynthese, l'arginine est im@& dans de nombreux processus
physiologiques. Elle peut exercer son role direetetmpar exemple via I'activation des voies
de signalisation telles que la voie mTOR ou en tanantioxydant. L’arginine est aussi le
précurseur d’autres acides aminés et métabolitst aes fonctions importantes, a savoir : la
créatine, I'urée, I'ornithine, 'agmatine et le N@.titre d’exemple, I'ornithine participe a la
détoxification de 'ammoniac, et est le substratadproline, du glutamate et des polyamides.
Néanmoins, le métabolite le plus important et lesptudié de I'arginine reste le NO, du fait
de ses réles physiologiques importants (partié/BlA page 47) (Wu 2009).

La multitude d’enzymes impliquées dans le métabwisle I'arginine (figure 19), ainsi que la
forte variation et la dynamique de leurs expressidans les différents organes et tissus
traduisent la complexité du métabolisme de I'arggnfMorris 2009)Nous allons donc nous
focaliser dans la suite de ce chapitre sur les gipales voies du métabolisme de I'arginine

s\ A

influant I'hnoméostasie de notre métabolite d’intééavoir le NO.
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4. Le NO modulateur clé de 'homéostasie vasculaire

4.1. Biochimie et métabolisme du NO
Chez les mammiferes, la biosynthése du NO est ésquar la NO synthase (NOS). Cette
enzyme utilise I'arginine, I'oxygene et le NADPH idotinamide adénine dinucléotide
phosphate) comme substrats, alors que le tétrabiggit@rine (BH4), le calcium calmoduline,
le FAD (flavine-adénine dinucléotide) et le FMN affine mononucléotide) sont des
cofacteurs nécessaires a son processus catal{figuie 20). La NOS est une métalloenzyme
provenant de I'assemblage de 2 monomeéres. En pesienquantités suffisantes d’arginine et
de BH4, la NOS dimérique est capable de couplénté et de réduire I'oxygeéne, provoquant
I’hydroxylation d’'un azote du groupement guanididenl’arginine et formant ainsi un produit
intermédiaire instable, layNhydroxy-L-Arginine (NOHA) qui se scinde rapidemam NO et
L-Citrulline (figure 21). A ce jour, trois isoforrsede la NOS ont été identifiées : la NOS
neuronale (NnNOS ou NOS1) et la NOS endothélial®O@Mu NOS3), qui sont constitutives,
et la NOS inductible (iNOS ou NOS2), qui est autire exprimée en réponse a des stimuli
inflammatoires et a la présence d’agents pathog€Akterton et al. 2001). Les NOS
constitutives génerent de faibles concentrationdl@e de I'ordre du nM, alors que la NOS
inductible synthétise en général de plus fortes eotnations de NO, de l'ordre duM,
permettant de neutraliser rapidement des agertsgenes.
Le NO est une petite molécule diatomique et laliile milieu biologique, sa demi-vie est tres
courte (quelques secondes) étant donné qu'il réagit le fer des noyaux hemes, avec les
dérivés de I'oxygene et avec les groupements tholssi, le NO est rapidement inactivé par
les ions superoxydes {® donnant I'anion peroxynitrite (ONOQ ou transformé en
métabolites inactifs, les nitrites (NQpuis les nitrates (N§) en contact avec I'oxygene. La
liaison du NO aux thiols de bas poids moléculamaduit a la formation de S-nitrosothiols

qui peuvent agir comme donneurs de NO et ainsi aaggn substantiellement sa demi-vie.

4.2. Reégulation de la production du NO
La production du NO est principalement régulée pactivité de la NOS et par la
biodisponibilité de l'arginine. La NOS est moduléar des mécanismes transcriptionnels et
post-traductionnels. Ainsi, des mécanismes de plooglaition et de déphosphorylation
modulent son activité en réponse a des stimulirpheologiques ou mécaniques, comme les
contraintes de cisaillement. En outre, plusieucseiars peuvent augmenter I'expression et/ou
I'activité de la NOS, incluant les hormones telige® I'insuline, les facteurs de croissances ou

les concentrations faibles de LDL oxydées. D’autf@steurs sont connus pour réduire
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'expression de la NOS, en particulier le TNFet I'hnypoxie. Parallelement, l'activité
catalytigue de I'enzyme est trés régulée par laibponibilité de son substrat principal,
larginine, et de ses cofacteurs FAD, FMN et NADRH particulierement de la BH4
(Alderton et al. 2001).

Plusieurs processus peuvent moduler la productionN@® via une régulation de la
biodisponibilité de l'arginine. D’abord son transpda co-localisation dans la cavéole du
transporteur d’acides aminés cationiques CAT1 eteteyme eNOS permet une mise a
disposition idéale de l'arginine pour la synthése NiD. De plus, le recyclage du pool
endogene d'arginine via le cycle de l'urée permetmaintien de 'homéostasie du NO.
L'utilisation de l'arginine par la eNOS peut auésie en compétition avec d’autres voies de
catabolisme de I'arginine, telles que I'arginastabalisant I'arginine en ornithine, ou encore
I'arginine décarboxylase, enzyme produisant I'agneafMorris 2004; Morris 2006). Enfin, la
meéthylation de I'arginine entraine la formation d’imhibiteur compétitif endogene de la
eNOS, la diméthylarginine asymeétrique (ADMA), poavanduire une diminution de la
production de NO (Cooke & Ghebremariam 2011).

Lors de ce travail, nous sommes focalisés sur tes principaux processus meétabolique

influencant la synthése du NO, qui est la compétigintre la NOS et I'arginase.

4.3. Arginase et contrble de la production du NO

4.3.1. Les arginases

Chez les mammiferes, il existe deux isoformes degihase, I'arginase 1 et l'arginase 2,
codés par des genes différents, localisés surltesnosomes différents. Les deux isoformes
de l'arginase présentent environ 50 % d’homolalgiestructure en acides aminés, mais 100%
d’homologie au niveau du site catalytique. Cesasuks différent néanmoins par leur
distribution tissulaire, leur localisation subcé#dive, leur régulation et leur r6le
physiologique. L'arginase 1 est I'isoforme la mieconnue, du moins au niveau hépatique.
En effet, cette isoforme est située au niveau ojitpse et est tres fortement exprimée dans le
foie, ou elle catalyse la derniere des 5 étapesydie de I'urée en hydrolysant I'arginine en
urée et en ornithine (figure 22) (pour revue vaitofris 2009). Cependant, I'arginase 1 est
egalement exprimée par de nombreux tissus extratiq@es qui ne possedent pas le cycle de
'urée complet, tels que le cerveau, les poumomns eteur. L’arginase 2 est une enzyme de la
face externe de la membrane mitochondriale, exgriae facon plus ubiquitaire dans de

nombreux tissus dont le rein ou elle est fortensxprimée, le cerveau, le cceur, l'intestin et
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les poumons (figure 23) (Neill et al. 2009). L’argse 2 est souvent associée a la production
de polyamides, de proline ou de glutamate. Il cemvide préciser que les études réalisées
avec les souris transgénigues n'ont pas permis laiféic completement les rbles
physiologiques de ces 2 enzymes. Ainsi les sonviglidées pour le gene de l'arginase 2 sont
viables et possedent un phénotype normal, malgiéties faible activité arginase rénale (-
100 fois) et leur taux plasmatigue d’arginine déaig plus élevé que chez les souris de type
sauvages. En revanche, les souris invalidées paggrie de I'arginase 1 meurent une dizaine
de jours apres leur naissance d’'une hyperammoni@umdirmant bien le réle de I'arginase 1
dans le cycle de l'urée (Cederbaum et al. 2004).

4.3.2. Implication de l'arginase dans le controle de la

production du NO

Plusieurs études se sont intéressées a I'éveltutiline régulation de la production de NO
par I'arginase, puisque la NOS et I'arginase possedomme substrat commun l'arginine. I
a ainsi eté montré que l'activation des macrophagdsisait 'augmentation de I'expression
de l'arginase, accompagné d’une inhibition de ladpction de NO, et que l'inhibition de
'arginase permettait de restaurer la productionNd2 (Chang et al. 1998). Des résultats
similaires ont été obtenus sur le muscle lisseagén) ou l'inhibition de I'arginase permet
d’améliorer la relaxation du muscle, suggérant onedleure disponibilité de I'arginine pour
la synthese du NO (Cox et al. 1999).

Sur des modeles de cultures cellulaires endotkélihlmaines et bovines, il a été montré
gu’une inhibition de l'arginase permettait d’augneena production du NO (Bachetti et al.
2004; Chicoine et al. 2004). De méme, Zhang et ooit montré que I'incubation d’artéeres
coronaires isolées de porc en conditions physiqlogg avec un inhibiteur de I'arginase
améliorait la vasodilatation NO-dépendante (Zhah@gle2001). Chez le rat agé, il a été
observé une surproduction d’arginase au niveaugaertalors qu’une inhibition de l'activité
arginase améeliorait la réponse vasodilatatrice ugimeentait I'activité aortique de la NOS
(figure 24) (Berkowitz et al. 2003).

La compétition entre les voies NOS et arginaseenkngte pas a la seule compétition vis-a-
vis du substrat. En effet, lors de la formationNiD, les NOS produisent un intermédiaire de
synthese, le NOHA, qui est le plus puissant inbilbittndogene de 'arginase (figure 25) (Ash
2004). D’autres auteurs ont montré que les nitritbérives oxydés du NO, pouvaient
également inhiber l'arginase (Hrabak et al. 1996)fin, I'urée est également capable
d’activer la production de NO et d’inhiber I'argsea(Thuraisingham & Yagoob 2003).
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Ces donnés démontrent que l'utilisation de l'argmidans la voie de synthese du NO et
modulée en partie par l'activité arginase, ce quéetnen évidence l'interaction voire la
compétition entre les deux enzymes (NOS et arghagsstifiant ainsi l'intérét que nous

avons porté a ces deux voies métaboliques daralle cle ce travalil.

4.4. Role du NO au niveau vasculaire et implication das la fonction
endothéliale

Le NO est soluble a la fois dans les phases agseeisdnydrophobes; il peut diffuser
rapidement a travers les membranes cellulairesgietaassi bien au niveau des cellules
endothéliales et des cellules musculaires lissesdps plaquettes, des érythrocytes et des
cellules de l'inflammation. Au niveau des cellulasisculaires lisses, le NO inhibe le tonus
vasculaire en stimulant la production de la guar®sionophosphate cyclique (GMPc) suite
a sa fixation au groupement heme de la guanylattasy (GC). Il participe aussi a la
migration et a la prolifération des cellules muagels lisses, ainsi qu'a la synthése de
protéines de la matrice extracellulaire. Au nivdaua lumiére vasculaire, le NO contribue au
maintien de la fluidité du sang et a l'inhibitioe dadhésion des plaquettes sanguines et des
leucocytes aux cellules endothéliales. De pluprévient et facilite la dissolution d'agrégats
plaquettaires (Schini-Kerth 1999) (figure 26).
De par ces effets, le NO est considéré comme urécnie signal cytoprotectrice jouant un
réle fondamental dans I'hnoméostasie vasculairépat fortement impliqué dans la fonction
endothéliale (Yetik-Anacak & Catravas 2006). Hiete de nombreuses études ont suggéré
gu’'une altération de la production et ou de la lsipdnibilité du NO était le mécanisme
principal impliqué dans la dysfonction endothéliabservée lors de la pathogenése de
I'athérosclérose associée aux facteurs de risquByddMet (partie 111/4/4.5 page 48). Des
études ont montré qu’une diminution de la syntliesBlO par administration chronique de L-
NAME (un inhibiteur de la NOS) accélere I'apparitide la dysfonction endothéliale et des
complications cardiovasculaires chez le lapin hgfpelestérolémique (Holm et al. 1997). Sur
ce méme modele de lapin, la supplémentation emiagginduisait une amélioration de la
fonction endothéliale et une réduction de la taids lésions vasculaires (Cooke et al. 1992).
Chez 'homme, en plus de la diminution de la bipdisbilité du NO retrouvé chez les
patients atteints d’athérosclérose, I'explorationvdissseaux sanguins a permis de mettre en
evidence une diminution de I'expression de la eNfD&z ces patients (Oemar et al. 1998;

Kawashima & Yokoyama 2004).
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Par contre, les bénéfices de l'arginine au nivesscwlaire restent controversés chez ’'homme
(Siasos et al. 2007). Chez les sujets a risquécseastulaire, il a été montré une amélioration
de la vasodilatation dépendante du NO aprés sugpl&tion en arginine (Hambrecht et al.
2000). Cependant, d’'autres études n'ont pas matigttet de I'arginine sur la fonction
endothéliale (Blum et al. 2000; Mariotti et al. ZD0Oou ont rapporté des effets déléteres (Lee
et al. 2003).

4.5. Implication du NO dans la physiopathologie du sydrome
métabolique

Chez les patients atteints de SyndMet, il a éteemidsune diminution des concentrations
plasmatiques de nitrites (métabolite du NO) papaoapaux individus sains, ce qui reflete une
altération de la synthése ou de la biodisponibditéNO (figure 27) (Gomes et al. 2008). Ces
données ont été confirmées tres récemment. En efffier des patients atteints de SyndMet, il
a été observé une diminution de la synthese du INQhveeau du corps entier, mesuré par une
nouvelle méthode nommeée test oral au nitrite. Deetse méme étude, les niveaux de
production du NO chez les patients obeses nonmttteie SyndMet étaient intermédiaires
entre les individus sains et ceux atteints de Syetdiervo et al. 2011). Cette altération de la
production du NO est aussi liée aux difféerentes mmgantes du SyndMet. Elle est retrouvée
chez les patients obéses, hypertendus, ou encarnosésistants (Huang 2009). A titre
d’exemple, la présence d’'insulinorésistance esicéss a une diminution de la production de
NO et de lactivité de la eNOS (Kim et al. 2006)esL mécanismes sous-jacents a ces
observations ne sont pas clairement élucidés. Néasm plusieurs possibilités ont été
soulevées. A titre d’exemple, la résistance a diime provoque une diminution de la
production de NO, par inhibition de I'activité NOBn effet, I'insuline stimule la production
du NO via la voie PIBK/AKT/NOS, alors qu’en présentt’insulinorésistance cette voie est
inhibée, diminuant ainsi la synthese du NO (Kimakt 2006). Le stress oxydant, qui
accompagne la présence de SyndMet, est aussi éohgidmme un des phénomenes-clés
impliqués dans la diminution de la biodisponibildé@ NO. En effet, le NO est aussi une
espéce radicalaire qui donne naissance, en shuale stress oxydant, a des produits
secondaires extrémement cytotoxiques, dits esp@éegesives nitrosantes, ce qui diminue sa
biodisponibilité (Martinez & Andriantsitohaina 2009
Par ailleurs, la présence de SyndM a été assoa@aymorphismes du gene de la eNOS
chez ’lhomme. En effet, des polymorphismes comnuenks eNOS ont été retrouvés chez les

patients hypertendus (Fernandez et al. 2004). Dmend a été mis en évidence que des
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variantes du gene de la eNOS sont impliquées dayyerinsulinémie, I'insulinorésistance et
le DT2 (Monti et al. 2003).
De facon intéressante, il a été montré que lesisaéficientes pour le géne de la eNOS
affichaient plusieurs des composantes du SyndMebdypris I'’hypertension, la dyslipidémie,
l'insulinorésistance et une prise de poids accfigeie 28) (Duplain et al. 2001; Cook et al.
2003; Carlstrom et al. 2010).
D’autre part, plusieurs travaux ont mis en évidembes effets bénéfiques de la
complémentation en arginine sur les composanteSythaMet. Il a ainsi été montré, chez
’homme, qu’'une complémentation orale a long terere arginine, diminuait la masse
adipeuse chez les patients obeses atteints de DI@t{i et al. 2006). De méme, chez
'animal, il a aussi été montré que le traitememtrats obeses diabétiques avec de I'arginine,
réduisait la masse du tissu adipeux blanc et augitde tissu adipeux brun (Jobgen et al.
2009). De plus, la sensibilité¢ a l'insuline semialessi étre améliorée en réponse a une
complémentation en arginine (Wu & Meininger 200®¢s effets de I'arginine sont en partie
attribués a l'activation de la voie mTOR, mais audsla modulation de la voie de
signalisation du NO.

*kk
En conclusion, nous pouvons constater que le misat® secondaire de I'arginine et de la
cystéine est fortement impliqué dans les procegsBysiopathologiques liés au SyndMet. Les
meétabolites bioactifs qui dérivent de ces deuxex@minés, ainsi que les voies métaboliques
qui les impliquent, sont donc des cibles d'intééns les stratégies de prise en charge du
SyndMet. Plusieurs données de la littérature sifigne nous ont permis de formuler
I'hypothése d’'une possible modulation nutritionaede ces voies par les AGPI n-3 (chapitres
IV et V). La voie de régulation génique via le PRAdt un des mécanismes candidats qui
pourraient étre a I'origine des régulations du méhéme de I'arginine et de la cystéine par
les AGPI n-3, et c’est principalement cette voie qous avons explorée lors de ce travail. Le
chapitre suivant a pour objectif de synthétiserdesinées sur lesquelles nous nous sommes

basés pour formuler cette hypothese.
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V. Reégulation du métabolisme des acides aminés viavaie
du PPAR a,

1. PPARa, définition activation et mode d’action

1.1. Définitions

Les PPARs sont des facteurs de transcription laitiant identifiés pour leur capacité a étre
activés par les proliférateurs de peroxysomes, cat#8 pharmacologiques utilisées dans le
traitement des hyperglycémies et des hyperlipidénfi€liewer et al. ,1997). Plusieurs
isoformes du PPAR ont été caractérises :

* le PPARy, principalement exprimé dans les tissus impligdeiss le catabolisme des
acides gras comme le foie, le cceur, le muscle stiiggle, le rein, le pancréas et la
mugueuse intestinale. Le PPARSt aussi exprimé par les cellules endothélidéss,
cellules musculaires lisses et les macrophages.

* le PPAR, exprimé essentiellement dans les tissus adipdamcbet brun et les
macrophages.

* le PPAR/S, exprimé de fagon ubiquitaire.

Les PPARs forment le groupe C de la sous-familidafis la super-famille des récepteurs
nucléaires hormonaux, nommée NR1C. Nous allons riocaliser dans la suite de ce

manuscrit sur I'isoforme alpha.

1.2. Ligands de PPARu

Le PPARy est activé par une vaste gamme de ligands nateredgnthétiques. Les ligands
synthétiques les plus importants sont les fibrdees: WY14643, clofibrate, gemfibrozil,
fenofibrate et bézafibrate), une classe de médintatg/polipémiants, généralement prescrits
pour le traitement des dyslipidémies. PRARSt aussi activé par les pesticides et les
insecticides. Les ligands naturels du PRAS®Nt principalement les acides gras, ainsi qu'un
certain nombre de leurs dérivés, tels que les @oy; les acides gras oxydés et les
eicosanoides. Les acides gras saturés et monogsatomt généralement considérés comme
de faibles activateurs du PPARwXx concentrations physiologiques. Les meilleiganids
naturels paraissent étre les AGPI, avec un poteattevateur des AGPI n-3 supérieur a celui
des n-6. (Jump 2002).
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1.3. Mode d’action du PPAR«

A I'état inactive, le PPAR est lié a des éléments co-répresseurs, situédalagplasme de

la cellule. Lorsque le PPARfixe un de ses ligands, les co-répresseurs somilagés par des
éléments co-activateurs. Le récepteur PRARIVE est transloqué dans le noyau de la cellule.
Il se dimérise avec le récepteur a I'acide rétinei¢RXR), lui-méme activé par I'acide 9-cis
rétinoique. Un hétérodimére PPARXR est ainsi formé. Cet hétérodimere peut alerkes

a I’ADN sur un élément de réponse appelé PPAR-Respd&lement (PPRE) constitué de
deux demi-sites AGGTCA séparés par un ou deux atidks. Une fois ce complexe lié a
I’ADN, la transcription est activée (figure 29). kécepteur PPA&Ractivé par son ligand peut
également réguler négativement I'expression deaicextgenes par une transrépression
transcriptionnelle (Xu et al. 2001). Le PP&AReut ainsi réguler I'expression de gene-cibles
codant pour des protéines fonctionnelles telles lggeenzymes, et peut aussi exercer des
régulations indirectes via d’autres facteurs dedtaption qui a leur tour peuvent moduler

I'expression de leurs genes-cibles.

2. Mise en évidence des effets pléotropiques du PPAR

PPARx a été découvert au début des années 1990 et as der, été identifié comme le
maitre régulateur du métabolisme lipidique au niveépatique. Ces derniéres années, le
développement des technologies de puce a ADN aipd'@tude de profils d'expression de
génomes entiers. Combinées avec des données nitiisa méthodes plus classiques, les
puces a ADN ont permis la génération d'une imagplae en plus complete de I'impact du
PPARu sur I'expression de genes, fournissant ainsi uncapgu role fonctionnel de PPAR
Selon les résultats de ces études, le RPA&MNble étre un régulateur important de divers
processus métaboliques, principalement au nivepatiggie. Il serait aussi impliqué dans la
réponse inflammatoire, dans le métabolisme des biétigues et dans I'homéostasie
énergeétique. Le PPARrégule, directement ou indirectement, la transiompdes génes-clés
de I'oxydation mitochondriale et peroxisomale, delipogenese et du transport des acides
gras. Il régule aussi les genes impliqués danlalmlisme des lipoprotéines, du cholestérol,
du glucose et du glycérol. De plus, un nombre sewis de données suggere que le PPAR

régule le métabolisme des acides aminés (pour fRakbshandehroo et al. 2010).
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3. Implication du PPARa dans la régulation du métabolisme des acides

aminés

Les preuves permettant de mettre en évidence [oapbn du PPAR dans la régulation du
métabolisme des acides aminés reposent sur :

* L’identification des génes du métabolisme des acatainés sensibles a l'invalidation
ou a l'activation spécifique du PPARpar des agonistes pharmacologiques. Ces
études utilisent des méthodes de biologie moléejlaualitatives ou quantitatives
(puces a ADN, Northern blot et gPCR).

* L'observation de modifications du métabolisme desdes aminés ou des
conséquences fonctionnelles qui leur sont liéese sullinvalidation, a I'inhibition ou
a lactivation du PPAR par des ligands synthétiques. Ces études sontedasé

principalement sur les modéles animaux et sur deghadesn vitro.

Ainsi, I'exploration des genes-cibles du PRAR révélé son implication dans la régulation

des génes daatabolisme et de la synthése des acides aminés

Tout d’abord, le PPAR semble inhiber les génes impliqués dans la traimsdion (ex :
lalanine aminotransférase (ALAT) et l'aspartame iramransférase (ASAT)) et la
désamination (glutaminase et glutamate déshydregg¢rdes acides aminés. Ces enzymes
sont responsables de la dégradation des acidegsram exces et de leur conversion en
ammonium transformé ensuite en urée via le cyclaud&e puis éliminé par le rein.

En effet, I'étude du groupe de Kersten a montr@@il que linvalidation du PPARchez la
souris, augmente globalement la transcription degyraes de la désamination et de la
synthése des dérivés d’acides aminés. Dans la néémde, I'administration par voie orale
d’un ligand pharmaceutique de PP&Re WY 14643 aux souris de type sauvage, diminue, a
niveau hépatique, I'expression des enzymes impgudans la transamination et la
désamination, a I'exception de la forme mitochoaldride I'ASAT dont le taux d’ARNmM
semble étre augmenté par le WY14643 (Kersten &08ll). En accord avec ces observations,
une étude plus fragmentaire portant sur 'ALAT &SAT, avait rapporté que le taux
d’ARNmM hépatique des deux enzymes est approxintatwe deux fois plus élevé dans le
foie des souris déficientes en PRARue chez celles de type sauvage. Dans cette daude,
traitement des souris de type sauvage par le t@add diminue les taux d’ARNmM de 'ASAT
et de 'ALAT, respectivement de 81 % et 42 % chez $ouris témoins, alors gu’aucune

variation n'a été observée chez les souris défieeemn PPAR (figure 30) (Edgar et al.
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1998). Ces données montrent que l'invalidation dRARu active la désamination et la
transamination des acides aminés, et que son totivgpar le fénofibrate provoque
logiquement l'effet contraire. En revanche, leteaient de cellules hépatiques humaines en
culture par des fibrates, augmente I'expressionrd@saminases (Edgar et al. 1998; Thulin et
al. 2008). Ces données sont en désaccord avecsedtats obtenus chez la souris. La
discordance entre les deux especes quant a I'effst fibrates sur I'expression des

transaminases, reste pour l'instant inexpliquée.

Outre les transaminases, d’autres enzymes du cetaieoét de la synthése des acides aminés
semblent étre modulées par le PRA®ans I'étude de Makowski et coll., la mesure au
niveau du muscle squelettique de I'expression degfe I'isovaléryl-CoA déshydrogénase,
enzyme impliquée dans le catabolisme des acidaséarbranchés, a révélé une augmentation
du taux d’ARNmM chez les souris déficientes en PRAIBns des conditions de jelne, alors
gu’'aucun effet n'a été observé chez les sourisyge sauvage, suggérant une activation du
catabolisme des acides aminés par le jeline cheplgs déficientes en PPARMakowski

et al. 2009).

Les enzymes du cycle de l'uré& savoir la carbamoyl phosphate synthase 1 (CPS1),

I'ornithine transcarbamylase (OTO), I'argininosucatie synthétase (ASS),
'argininosuccinate lyase (ASL) et I'arginase (ARG)pnt aussi régulées par le PRAR
L’expression des genes des enzymes CPS1, OTC, &SSSL sont inhibées suite a
I'activation de PPAR par des fibrates (Kersten et al. 2001) (figure B1grginase constitue
une exception: elle semble étre surexprimée apecéigation du PPAR par des ligands
pharmacologiques chez la souris de type sauvage peiadoxalement, elle I'est aussi chez
les souris invalidées pour PPARKersten et al. 2001) (Chu et al. 2004).

Pour la souris, les revues de Mandard et coll.let pecemment celle de Rakhshanderhoo,
compilent des listes completes de génes réguléle fPAR, dont ceux du métabolisme des
acides aminés (Mandard et al. 2004; Rakhshandediralb 2010). Par contre, il est important
de remarquer que, chez I'homme, ce domaine d'éasiepresque inexploré. Des auteurs
affirment avoir observé une diminution globale dexpression de nombreux génes du
métabolisme des acides aminés apres traitemerglidées sanguines mononuclées humaines

par le WY14643, mais n'ont pas donné d’informatipnécises (Bouwens et al. 2008).
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Ces régulations géniques du métabolisme des aaidiees par le PPAR semblent avoir des
conséguences fonctionnelles. En effet, I'activagbhinvalidation du PPAR influencent les
concentrations tissulaires et circulantesn_acides aminésDans I'étude de Sheikh et coll.

réalisée chez le rat, 12 des 22 acides aminés orlewns concentrations plasmatiques
augmentées apres traitement des souris par le W8l4bdluant les acides aminés
glucoformateurs et les acides aminés cétogenes Egtte étude, I'arginine est le seul acide
aminé dont la concentration a été diminuée patiVatton du PPAR (Sheikh et al. 2007)
(figure 32). En accord avec cela, la mesure deserdrations en acides aminés dans le
muscle squelettique des souris déficientes en RPARONtré une diminution des teneurs en
plusieurs acides aminés en comparaison avec lets sl type sauvage (Makowski et al.
2009). En paralléle, il a aussi été rapportélauémie a jeun était plus élevée chez les souris
déficientes en PPAR ce qui pourraient étre la conséquence fonctidarélun catabolisme

plus important des acides aminés chez ces soigis€f33) (Kersten et al. 2001).

L’ensemble de ces travaux met en évidence I'impboadu PPAR dans le métabolisme des
acides aminés incluant: la biosynthese, la transaiion, la désamination, le cycle de l'urée,
et le métabolisme des produits dérivés. L’hypotheasmncée par certains auteurs est que le
PPARu, particulierement lors des phases de jelne, iet@npour réduire I'oxydation des
acides aminés au détriment de celle des acides domg il stimule lap-oxydation et

contribuerait a préserver les acides aminés.

*k%k

Notre hypothese est qu'une modification de I'hortamis des acides aminés pourrait affecter
leur disponibilité pour les différentes voies mélapes. Une diminution du catabolisme des
acides aminés sous le contrdle de PRARurrait moduler leur orientation et affecter Ibgx

d’acides aminés entrant dans des voies métaboligaesndaires. Ainsi, des variations dans
le métabolisme de la cystéine et I'arginine pougrdimoduler leur utilisation dans les voies

de production du glutathion et du monoxyde d’azote.

4. Implication du PPARa dans le métabolisme secondaire de l'arginine : v@i

de synthese du NO

L’effet bénéfique sur la santé vasculaire est ure atgions attribuées au fibrates, ligands
synthétiques du PPAR Plusieurs essais cliniques ont mis en évideneeraduction de la
progression de I'athérosclérose et une diminutiofiideidence des maladies coronariennes
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suite a un traitement par les fibrates (Frick etl8P7; Lancet 2001). Les fibrates améliorent
la fonction endothéliale, en augmentant la vastatitn dépendante de I'endothélium, chez
les patients atteints de DT2 et chez les indivicumn-diabétigues présentant une
hyperlipidémie ou une maladie coronarienne (Evanal.e2000; Playford et al. 2002). Par
ailleurs, le PPAR semble aussi avoir des effets antihypertenseunsefiet, les souris
déficientes en PPARmontrent une pression artérielle plus élevée @sesburis de type
sauvage (Newaz et al. 2005). En accord avec calajvhtion du PPAR par les fibrates
diminue la pression sanguine chez le rat hypertéhdat al. 2009). Les mécanismes exacts
sous-jacents a ces effets bénéfiques sont encorélpadés, néanmoins ils impliqueraient les
actions anti-inflammatoires et vaso-protectricesrities pour les fibrates. Selon la littérature,
la modulation de la production et de la biodispditéb du NO est un des mécanismes
expliquant les effets protecteurs du PRA® des fibrates au niveau vasculaire (pour revue
(Touyz & Schiffrin 2006)).

En effet, plusieurs études sur des modeles de nosgmt révélé une implication du PPAR
dans la modulation de la voie de synthése du N@siAi'excrétion urinaire de nitrites
(produit final de dégradation du NO) est augmemtée3 fois environ chez des rats sains
traités par des agonistes synthétiques de PRPA&Ofibrate ou WY14643). Cette
augmentation est abolie par I'administration de ANNE, un inhibiteur de la NOS (figure
34), suggérant que l'effet observé des fibrategslési une augmentation de la production de
NO via la NOS (Newaz et al. 2004). De méme, unedettuécente a montré que
ladministration d’'un ligand synthétique de PPAR’AVES8134, augmentait I'excrétion
urinaire des NOx (nitrates et nitrites) chez lds eyant subi un infarctus du myocarde induit
artificiellement. De facon intéressante, dans cétigle, il a été rapporté en parallele a
laugmentation des NOx une diminution de la coneditn plasmatique d’arginine et une
augmentation de celle de la citrulline, laissantgee a une utilisation accrue de I'arginine
dans la voie de synthése du NO apres activatidPRARy (Linz et al. 2009).

Par ailleurs, I'activité et I'expression de la NG@&mnblent étre modulées et plutbét augmentées
par le PPAR, ce qui pourrait expliquer les effets décrit cssles sur le NO. Il a été observe
une augmentation de l'activité de la NOS rénalespraitement des souris de type sauvage
par le clofibrate, alors qu'aucun effet n'a étGaavé chez les souris déficientes en PRAR
avec le méme traitement (figure 35) (Newaz et @05). En accord avec cela, le traitement
avec des fibrates augmente I'expression de la eBiBiveau du muscle cardiaque dans les
modeles murins d’ischémie myocardique et de DTgu(e 36) (Bulhak et al. 2006; Bulhak et

al. 2009). D’autres études n’ont rapporté aucundification de I'expression de la eNOS,
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notamment dans le cerveau (Deplanque et al. 2008 eceur (Tabernero et al. 2002) de
souris apres traitement par les fibrates. Ces demxiéres études ont néanmoins constaté des
effets bénéfiques des fibrates, notamment, une iaratbn de la fonction endothéliale
objectivée par la mesure de la vasodilatation NPeddante (Tabernero et al. 2002).

Les études mécanistiquesvitro confirment I'implication du PPAR dans la modulation de
la voie NO/NOS. Le traitement de cellules aortigbesines (BAEC) avec du bézafibrate
stimule le relargage du NO par les cellules enucejtet ceci de fagcon dose-dépendante
(Wang et al. 2006). En méme temps, il augmenteiession (figure 37), le taux protéique et
lactivité de la eNOS (Goya et al. 2004; Wang et 2006). De facon intéressante, le
traitement des BAEC par un antagoniste du P A& RU486) abolit I'effet des fibrates sur
le taux protéique de la eNOS (figure 38) (GoyaleR@04). Cette derniére observation met
bien en évidence que ces effets des fibrates SohRE-dépendants.

Des résultats similaires ont été observés en artilisles cellules humaines. Le traitement de
cellules du cordon ombilical humain en culture (HEX) par les fibrates stimule la
production de NO. En accord avec ce qui a été tdiécvivo (Newaz et al. 2004), I'effet des
fibrates disparait complétement en présence du MBEAfigure 39), ce qui confirme que
I'effet observé implique une augmentation de la potidn de NO via la NOS. Ceci est
conforté par I'observation d'une augmentation dexpression, mais aussi de la
phosphorylation (figure 40) de la eNOS dans les EQVaprés traitement par les fibrates
(Murakami et al. 2006; Okayasu et al. 2008).

A la lecture de ces données, nous pouvons conglueele PPAR est impliqué de facon
importante dans la régulation du métabolisme du R&.contre, les mécanismes mis en jeu
dans ces régulations sont pour I'instant peu egpl@t semblent étre plutdt complexes. En
effet, le promoteur de la eNOS ne possede pas gigesée PPRE et, en conséquence,
I'activation du PPAR par le fénofibrate n"augmente pas l'activité donpoteur de la eNOS.
Cependant, le fénofibrate semble augmenter laliséatu messager de la eNOS en affectant
la demi-vie de 'ARNmM (Wang et al. 2006) (Watts &taels 2004). Cette observation
inhabituelle souléeve la question du mécanisme gaguidl le PPAR exerce les effets décrits
plus haut sur I'expression de la eNOS. Cette quesst pour I'instant sans réponse exacte.
Une des hypotheses retrouvée dans la littératurat sen effet indirect du PPAR qui
affecterait I'expression des facteurs de transomptégissant les voies de signalisation
inflammatoire connues pour moduler la productionMiD. Ces facteurs de transcription
pourraient relayer I'effet du PPARen régulant I'expression de la eNOS. Cette hymathe

semble plausible, surtout que le promoteur du gink& eNOS possede les sites de liaison
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pour certains de ces facteurs nucléaires ou dedrmation dont le NF-kB, I'AP-1 et I'lL-6
(Watts & Staels 2004; Okayasu et al. 2008). Lésates pourraient aussi exercer des
modulations post-traductionnelles sur la eNOS, spres cela expliqgue 'augmentation des
taux d’ARNm, en provoquant sa phosphorylation sait&activation de la voie AMPK/Pi3K
par exemple (Murakami et al. 2006; Bulhak et al.900

Nous pouvons constater que, jusqu'a aujourd’hucuae étude n’a établi de lien entre les
effets du PPA& sur la production du NO et les autres voies disdifion de I'arginine.
Comme décrit plus haut, le PPARemble réguler les enzymes du cycle de 'uréffetta la
production d’'urée via 'arginase, voie en compeétitidirecte avec la NOS pour l'utilisation
de l'arginine. De plus, contrairement a la NOS,plmoteur de I'arginase 1 posséde bien
une séquence PPRE (Odegaard et al. 2007). Il pai@iic intéressant d’explorer en paralléle
les effets du PPAR sur ces deux voies d’utilisation de l'arginine aveir la voie

Arginase/urée et la voie NOS/NO.

5. Implication du PPARa dans le métabolisme secondaire de la cystéine :

synthese et utilisation du glutathion

L'activation du PPAR augmente l'oxydation des acides gras au niveawchnindrial,
microsomal et peroxisomal, et cette oxydation d&iragine d’'une production de ROS. Ainsi,
I'activation chronique du PPARavec des agonistes spécifiques pourrait induiresttess
oxydant délétére (Teissier et al. 2004). Cependlexiste des preuves d’'un effet protecteur
du PPAR via-a-vis du stress oxydant. Ainsi, le traitemamtc des fibrates atténue le stress
oxydant chez les patients diabétiques (Evans €0aD), mais aussi chez le rat (Toyama et al.
2004; Olukman et al. 2010) ou encore chez la sagée (Poynter & Daynes 1998). De plus,
I'invalidation de PPAR induit des dommages oxydatifs chez la souris (&hedt al. 2007).

Le systeme antioxydant enzymatique de I'organissteenstitué de 3 enzymes (GPX, SOD
et CAT) qui utilisent le glutathion comme subsfratir permettre de lutter contre les ROS. Le
glutathion est I'antioxydant le plus abondant dedanisme, la cystéine étant I'acide aminé
limitant pour sa synthése qui se déroule principalet dans le foie (partie 111/2/2.4/2.4.2 page
41). Comme décrit plus haut, nous avons émis Ithgse que le PPARpourrait moduler la
production du glutathion en affectant 'lhoméostataela cystéine. Ce domaine de recherche
est pour l'instant inexploré. Néanmoins, quelg@ss éléments suggerent une implication du

PPARx dans la modulation de la production ou la biodmpitité du glutathion. En effet,
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chez la souris, l'invalidation du PPARdiminue significativement les concentrations
hépatiques de glutathion en condition de jelneul@g4l) (Abdelmegeed et al. 2009).
Inversement, le traitement par les fibrates augenkntontenu hépatique en glutathion (Lores
Arnaiz et al. 1997). Ces donnés suggerent quevaan du PPAR augmenterait le pool de
glutathion. Cependant, les études réalisgastro vont a I'encontre de ces observations. En
effet, il a été observé une diminution des conegioins en glutathion suite au traitement
d’hépatocytes humains en culture (HepG2) avec dedatoses de fénofibrate, alors que les
faibles doses n’affectent pas les contenus intidegkes en glutathion (Jiao & Zhao 2002).
De méme, l'incubation de macrophages d’origine himmau murine avec des agonistes de
PPARux diminue les concentrations cellulaires en glutathbendant les premiéres 24 heures
d’incubation (Teissier et al. 2004). Il reste ddfifficile de conclure quant a I'effet exact du
PPARux sur la modulation du pool de glutathion. De mémgune donnée n’est disponible
guant aux effets de l'invalidation ou de l'actiati spécifique du PPARpar des agonistes
pharmaceutiques sur les enzymes (telles que@L), responsables de la voie de synthese du
glutathion a partir de la cystéine.

Il existe plus de données bibliographiques concgrnia modulation des enzymes
antioxydantes (voie d'utilisation du glutathiony pa PPAR.. Pour ce qui est de la GPX, chez
’homme, le traitement de patients atteints de idig#mie pendant 8 semaines avec des
fibrates augmente I'activité de la GPX dans leshéocytes de 80 % par rapport a la valeur
initiale (Tkac et al. 2006). Les données chez faali sont plutét divergentes. D’un cété,
linvalidation du PPAR ne semble pas affecter significativement I'acéat I'expression de

la GPX ni au niveau hépatique (Abdelmegeed etG92ni au niveau cardiaque (Guellich et
al. 2007). De l'autre, le traitement des rats parfibrates augmente I'expression hépatique de
la GPX2 (Nishimura et al. 2008).

L’expression et I'activité de la SOD sont diminuéez la souris déficiente en PPARuU
niveau hépatique et cardiaque (Guellich et al. 2@0telmegeed et al. 2009). En accord
avec cela, le traitement par les fibrates stimebegpression (figure 42) et I'activité hépatiques
de la SOD chez le rat (Toyama et al. 2004; Nisharetral. 2008) (Inoue et al. 1998). Ces
données sont confirmées par les résultats obtenugtro sur les cellules humaines en
cultures. En effet, le traitement de cellules HUVR& le bézafibrate augmente I'expression
de la SOD1 ainsi que son taux protéique (figure(#8)ue et al. 2001). De méme, I'activité
de la SOD2 est augmentée aprés traitement de eelhdpatiques HPG2 humaines par le
clofibrate (Becuwe et al. 1999).

58



Concernant la CAT, la déficience en PRARImMinue son activité chez la souris a jeun

(Abdelmegeed et al. 2009), mais pas a I'état nq@uellich et al. 2007; Abdelmegeed et al.

2009), alors que le traitement par les fibratawdt I'activité et I'expression hépatiques de la

CAT chez le rat (Toyama et al. 2004; Nishimurale2@08).

Malgré quelques discordances, les conclusions désus soutiennent majoritairement

I'hypothése que l'activité et/ou l'expression deszynes antioxydantes seraient plutot

stimulées suite a I'activation de PPAR

Il est important de noter que parmi ces enzymadeda SOD1 présente une séquence de
liaison PPRE (Yoo et al. 1999) ce qui laisse suppame régulation indirecte des autres
enzymes du systeme antioxydant par le PEABne des possibilités serait que les effets
observés soient plutét la réponse du systéme aualdon a une variation de I'état de stress

oxydant de I'organisme et non un effet direct deelgulation générique via le PPAR

*kk

En conclusion, ces données décrivant les conségsate 'activation spécifique du PPAR
ou de son invalidation, sont une preuve de I'ingilan de ce facteur de transcription dans la
modulation du métabolisme secondaire des aciderésmlLe PPAR exercerait des effets
directs ou via d’autres facteurs de transcriptieinpermettrait de moduler Il'utilisation des
acides aminés entre les voies de catabolisme gyrdbése de dérivés bioactifs. Les AGPI n-
3, ligands naturels de PPAReraient eux-aussi susceptibles de moduler |eboktene des
acides aminés. Cette hypothese est basée d’'urseblé mode d’action des AGPI n-3 qui,
bien gu'ayant des effets pléiotropiques, exercenir laction de régulation génique
principalement via le PPAR Ceci est particulierement vrai au niveau du fée.effet, il a
été montré que I'impact des AGPI n-3 sur la régutaties géenes hépatiques était PRAR
dépendant, et reproduirait en partie les effets dgenistes synthétiques (figure 44)
(Sanderson et al. 2008)’un autre coté cette hypothese est confortédgsagtudes décrivant
des effets des AGPI n-3 sur le métabolisme secomddés acides aminés et plus
spécifiguement de leurs dérivés bioactifs. Ce soat études qui seront deécrites

principalement dans le paragraphe suivant.

59



V. Regulation du métabolisme secondaire de l'argininet de
la cystéine par les AGPI n-3

Les données issues de recherches en nutritiorgquénet épidémiologique chez I'homme,
mais aussi les études nutritionnelles d’interventibez I'animal, suggerent que les AGPI n-3
jouent un r6le dans la prévention nutritionnelle S8yndMet. Les AGPI n-3 semblent
contribuer a I'amélioration des composantes etodesplications du SyndMet par une action
pléiotropique affectant, entre autres, le statutdaxt et la fonction endothéliale, processus
qui impliquent de pres les voies du métabolismes@aire de I'arginine et de la cystéine. De
plus, les études d'interventions chez I'homme etezchl’animal, mais aussi les
expérimentationg vitro ont permis de repérer les voies du métabolisniadgnine et de la
cystéine sensibles aux AGPI n-3 et pouvant étrdéigugs dans leurs effets pléiotropiques. Le
croisement entre ces données bibliographiques seigg@e régulation possible du

métabolisme secondaire de l'arginine et de la aystar les AGPI n-3.

1. Effets et conséquences de la régulation du métalmiie secondaire de

I'arginine par les AGPI n-3
1.1. AGP n-3 et fonction endothéliale

Les bénéfices des AGPI n-3 au niveau cardiovaseutaint souvent attribués a leur effet sur
le métabolisme des lipides, des lipoprotéines atlhlestérol, mais aussi a leurs actions anti-
arythmiques, anti-thrombotiques et anti-inflammiaei Cependant, les AGPI n-3 semblent
aussi protéger contre l'initiation et la progressims maladies cardiovasculaires en diminuant
la pression artérielle et en améliorant la fonct@mothéliale (Brown & Hu 2001). Les
processus spécifiqgues régissant I'effet bénéfique AlePI n-3 sur la fonction endothéliale
sont encore mal connus; néanmoins, un nombre ardgis&tudes suggére une stimulation de
la vasodilatation dépendante de I'endothélium par AGPI n-3. Ceci a été observé chez
’lhomme sain, hyper-cholestérolémique ou a riscardiovasculaire (Goodfellow et al. 2000;
Khan et al. 2003; de Berrazueta et al. 2009), massi dans des modeles animaux (Engler &
Engler 2000; Omura et al. 2001). Cette action vidatadrice des AGPI n-3 serait due en
partie & une augmentation de la production et/ola drodisponibilité du NO, molécule-clef

régulant le tonus vasculaire et ayant des effetatagtogénes avérés (partie Ill/4 page 44).
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1.2. Modulation du métabolisme secondaire de I'arginingar les AGPI

n-3 : voie de synthése du NO

Chez 'homme sain, peu études ont exploré lessffes AGPI n-3 sur la production du NO.

Dans I'étude en simple aveugle de Harris et cdlP9{), les volontaires recevant une
complémentation d’huile de poisson (5g/jour pendasemaines) ont vu leurs taux urinaires
de NOx (nitrates+nitrites, produits de dégradationNO) augmenter, et ceci par rapport aux
mesures faites aprés une période placebo pendprllia les volontaires ont recu de I'huile

d'olive. Dans cette méme étude, aucun effet surNex n'a été reporté chez le groupe
d’individus ayant recu de 'EPA purifié a la plages huiles de poissons. L’excrétion d’'urée
urinaire est restée inchangée chez les individgsdéex groupes (huile de poisson et EPA)
(Harris et al. 1997). Dans une étude plus récéatepmplémentation du régime d’individus

sains avec de l'huile de poisson a des doses pabbeelle de I'étude précédente (6 g/j)
pendant 8 semaines, a permis d’augmenter les coatens plasmatiques de NOX, cette
augmentation allant de 12 a 112 % de la valeuroteantration de NOX initiale de chaque
individu (figure 45) (Piolot et al. 2003).

Ces observations chez 'homme sont cohérentes @ilgs obtenues vivo chez I'animal.

Les apports d’AGPI n-3 augmentent la biodisportibiiu NO, estimée indirectement par la
mesure des concentrations de nitrates et de rifpli@smatiques, chez des rats sains ayant
recu une dose d’huile de poisson de 0,4g/kg peng8@npurs (Erdogan et al. 2004). Ce
résultat a été confirmé dans un modeéle de ratsrtgypius en réponse a une dose orale de 500
mg d’ALA. Quatre heures apres I'administration éte charge, les concentrations de NOx
plasmatiques des rats ayant recu I'ALA étaient sapées a celles des rats témoins ayant
recu une dose d’huile de tournesol (figure 46)kiigeet al. 2007). De méme, chez le rat sain
ou diabétique recevant une dose d’EPA (100 mg/jdpet 6 semaines, les auteurs ont
rapporté une augmentation significative de I'exorétde nitrates urinaires par rapport aux
animaux recevant de I'eau a partir de la 5éme sema@eé complémentation en EPA. Dans
cette étude, les rats diabétiques ont été répartid groupes recevant en méme temps que la
dose d’EPA de 100 mg/j, de l'arginine pour le premun inhibiteur de la NOS (L-NNA)
pour le second et de I'eau pour le troisieme, & pendant 7 jours. Aucun effet de la
complémentation en arginine n'a été observe; patrep 'administration du L-NNA a
fortement diminué (3 fois) I'excrétion de nitriteginaires par rapport au groupe témoin
(Nishimura et al. 2000). Selon ces études, I'appar AGPI n-3 semble donc stimuler la
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production ou la biodisponibilité du NO corps entiéatténuation de cet effet en présence
d’'inhibiteur de la NOS laisse supposer que les A@&BImodulent de la production de NO via
la NOS.

A coté de ces observatiomrsvivo chez 'homme et chez I'animal, d’autres travaux temté

de détermineimn situ et ex vivq principalement au niveau aortique, les mécanistrasion
des AGPI n-3 sur la production du NO. Les travaaxd.dpez et coll. ont montii@ situ que
'administration a des rats sains d’'un régime aléteneur en lipides (5 %) mais riche en
huile de menhaden, un poisson gras, permet de elfolalproduction de NO par les segments
d’aortes isolées par rapport a un régime richewgle lde mais. Les résultats obtenus sur les
aortes isolées montrent une augmentation de I'sgme (figure 47) et de la quantité de
protéine de la eNOS (70 % par rapport au réginteeren acides gras saturés), ainsi que de
l'activité de I'enzyme (102 %). Cette équipe a aussentré, dans les broyats d’'aorte, une
diminution significative de l'arginine et une augmetion de la citrulline suite a la
complémentation en huile de poisson, ce qui pduéteé expliqué par une utilisation accrue
de l'arginine dans la voie de synthése du NO (BgdB). Ces travaux sont a notre
connaissance les seuls ayant exploré de faconaiemétabolisme secondaire de l'arginine
suite a 'administration d’'un régime riche en hudke poisson (Lopez et al. 2001; Lopez et al.
2004; Lopez et al. 2008).

Ces observations situ sont en concordance avec les résultats obterugvo Dans une
étude récente, il a été montré qu’'une courte inbomal’anneaux d’arteres pulmonaires de
mouton avec 30 uM d’EPA augmentait la productionndetes (figure 49) (Singh et al.
2010). Les auteurs ont rapporté que I'effet d®BPEetait significativement atténué en cas de
prétraitement avec du L-NAME (un inhibiteur de |@8), mais aussi dans le cas ou les
anneaux d’artéres avaient été dénudés de leurteridmn. Précisons que lors de cette étude,
tous les segments d’artéres avaient été prétians un inhibiteur spécifique de la iNOS ; les
observations des auteurs rejoignent donc celleage et coll. et confirment que les effets
des AGPI n-3 passent par une stimulation de laymtimh de NOvia la eNOS.

Plusieurs études vitro ont aussi réevélé que les AGPI n-3 stimulent la petidn de NO par
les cellules endothéliales humaines en culturetrbgement des cellules endothéliales du
cordon ombilical humain (HUVEC) avec de 'EPA stiimua production de nitrites et
prévient sa diminution di a un stress hyper-glu¢@éida et al. 1997; Omura et al. 2001).
Par contre, I'effein vitro du DHA semble plus controversé. Le DHA n’a auctfetesur la
production de NO par les HUVEC traitées avec 50 pgvdant 5 mn (Omura et al. 2001).

Néanmoins, il semble stimuler la production de Nfax les cellules endothéliales coronaires
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(HCAEC) a de plus faibles doses (50 nM) et pour deses de traitements plus longues
(Stebbins et al. 2008).

A notre connaissance, la seule étude ayant tragéetfets de I’ALAIn vitro a montré que le
traitement de cellules HUVEC par des doses d’ALA (0 a 100 pmol/L) atténue
significativement I'inhibition de la production ddO (figure 50) et la diminution de la
phosphorylation de la eNOS (figure 51) qui sontuitsl par un stress hyper-glucosé. Dans
cette étude, les effets de I'ALA sont atténués lfggout d’un inhibiteur de la NOS ce qui
confirme, comme nous lI'avons vu dans les étudesedentes, que I'effet des AGPI n-3 sur le
NO passerait par une régulation de sa productianasiNOS (Zhang et al. 2007). L'ALA

semble donc avoir des effets similaires a ceuxdéggs AGPI n-3 LC.

1.3. Mécanismes mis en jeu par les AGPI n-3 dans la rélion du

métabolisme secondaire de I'arginine

Les études présentées ci-dessus démontrent clairemeffet bénéfique des AGPI n-3 sur la
production du NO a partir de l'arginine. Jusqu'goard’hui, les mécanismes d’action
cellulaires et moléculaires sous-jacents sontrralsélucidés. Néanmoins, il semble clair que
I'activation de la eNOS est un des mécanismes itapts expliquant les effets des AGPI n-3
sur la production du NO. Les AGPI n-3 affecteraidiarctivité de la eNOS via des
modulations post-transcriptionnelles, en augmentdat facon directe ou indirecte sa
translocation et sa phosphorylation. Plusieurs thgges sont avancées par les auteurs pour
expliquer cette activation. Tout d’abord, l'incorppon des AGPI n-3 LC dans les
phospholipides des cellules endothéliales augmariteidité des membranes, ce qui pourrait
participer a la translocation de la eNOS. Maiseftdt n’est possible qu’avec des traitements
a long terme (Nishimura et al. 2000). Les AGPI pélvent aussi stimuler les voies de
phosphorylation notamment la voie PI3K/Akt/eNOSAkf augmenterait I'activité de la
eNOS par phosphorylation aprés qu’elle soit ellerméphosphorylée via la PI3 Kinase
(Zhang et al. 2007; Stebbins et al. 2008). Les AGRI semblent aussi jouer un réle de
second messager en augmentant les concentratitraeitulaires de C3, provocant
I'activation du systéme C&almoduline de la eNOS et stimulant ainsi sa teatlon des
cavéoles vers le cytosol (Okuda et al. 1997; Onatira. 2001; Sekine et al. 2007). Pour ce
qui est des possibles modulations transcriptioeaghucune hypothése n’a été formulée par
les auteurs afin d’expliquer 'augmentation de peession de la eNOS observée dans I'étude
de Lopez et al (Lopez et al. 2004). Les modulataunsnétabolisme de I'arginine, notamment

des autres voies d’utilisation, ont été aussipes voire inexplorées, dans ces études.
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Par ailleurs, les données concernant les effet?\@G¢4 n-3 sur le métabolisme secondaire de
l'arginine dans les tissus autres que I'endothéluasculaire sont encore plus rares. Dans le
cerveau de rats recevant un régime enrichi avdétdiée de poisson riche en DHA (28 %), il
a été montré une augmentation significative detiVaé NOS (+33 %) par rapport au
animaux recevant un régime enrichi en beurre (Eoigset al. 2009).

A notre connaissance, aucune étude n'a explorééatabolisme dans le foie, pourtant siege
important du métabolisme des acides aminés.

Il nous semble donc intéressant d’étudier en patall’effet des AGPI n-3 sur la modulation
de la synthese et de la biodisponibilité du NOgstautres voies d’utilisation de l'arginine,
principalement la voie de synthése de I'urée \@aginase, qui rentre en compétition directe
avec la NOS.

2. Effet des AGPI n-3 sur le métabolisme secondaire déa cystéine,

implication dans le statut oxydant

2.1 AGPI n-3 et statut oxydant

Parmi les propriétés des AGPI, notamment ceux guierchaine (tels 'EPA et le DHA), on
note une forte oxydabilité qui leur est conféréelpgrésence de doubles liaisons sensibles a
'oxygéne. La peroxydation de ces acides gras founme variété de produits pouvant étre a
I'origine d’un stress oxydant et affectant la sligdides lipides, des lipoprotéines et des acides
nucléiques. Une telle peroxydation est impliquéasdéétiologie d'un certain nombre de
maladies, y compris des maladies cardiovasculéffagi 1987). Quelques études ont observé
une augmentation des marqueurs de peroxydatioa strelss oxydant suite a l'ingestion de
fortes doses d’AGPI n-3 (Meydani et al. 1991; Allat al. 1997). Cependant, les effets des
AGPI n-3 sur la peroxydation lipidique et le stresgdant restent discutables. En effet, la
complémentation quotidienne du régime de femmesmésopausées (Higdon et al. 2000)
ainsi que de sujets atteints de DT2 (Mori et al.0@vec des doses relativement élevées
d’AGPI n-3 (3 g/j et plus), réduit le stress oxytlabnes doses nutritionnelles d’AGPI n-3
semblent aussi avoir des effets antioxydants. & titexemple, chez ’lhomme sain, il a été
démontré qu’une supplémentation de 200 mg/j ave®dA pendant 2 semaines avait un
effet antioxydant objectivé par 'augmentation deacentrations plaquettaires en vitamine E
(alpha-tocophérol) (Guillot et al. 2009). De la nefacon, les étudda vitro suggerent un
effet antioxydant des AGPI n-3 LC (revue de (Richar al. 2008)). Méme si les mécanismes
exacts régissant ces effets antioxydants des AGPha sont pas complétement compris, il
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semblerait que ces acides gras inhibent les syst@meoxydants (Massaro et al. 2006) et

stimulent les systéemes antioxydants (Arab et @620

2.2 Modulation du métabolisme secondaire de la cyst@& par les

AGPI n-3 : voie de synthése du glutathion

La biodisponibilité de la cystéine est un des fatdimitant pour la synthése du glutathion,
un des plus puissants antioxydants intracellulaiese jour, aucune étude ne s’est intéressee
directement aux effets des AGPI n-3 sur le métabwi secondaire de la cystéine en tant que
précurseur du glutathion. Dans les études préserdgiédessous, les mesures du taux de
synthese du glutathion, de son état d’'oxydatiosiajne des activités protéiques associées a
son meétabolisme, sont explorées en tant que mamgubairl’état de stress oxydant de

I'organisme en réponse aux modulations de I'apgoAGPI n-3.

Chez 'homme, les données sur ce sujet sont m@geks. A notre connaissance, il existerait
deux études plutét contradictoires. Dans I'étud€&alglon et coll. (1999), 19 volontaires sains
ont regu 6 g/j d’huile de poisson (1,8 g de n-F4hdant 3 semaines. Les taux sanguins de
glutathion réduit (forme protectrice) ont diminuiéez ces volontaires (Foulon et al. 1999).
Dans une étude mexicaine, une cinquantaine de pwsdgées, exposées a des particules
polluantes connues pour induire un stress oxyasrttrecu 2 g/j d’huile de poisson contenant
52 % de DHA et 25 % d’EPA. Aprés 4 mois de complétaion, I'huile de poisson a eu un
effet protecteur contre la diminution des concditns plasmatiques de glutathion, induite
par le stress oxydant (Romieu et al. 2008).

Chez l'animal, il existe plus de preuves quant antdification du taux de glutathion par
'apport en AGPI n-3. Dans une récente étude, disssains ont recu pendant 6 semaines des
régimes témoins a faible teneur en lipides (10 %éleergie) ou des régimes d’induction a
forte teneur en lipides (40 % de I'énergie), learses de lipides étant soit du saindoux, soit
de I'huile de poisson équilibrée en AGPI n-6 ave®d@’huile de soja. Dans cette étude, les
concentrations érythrocytaires de glutathion, aqmse le rapport entre le glutathion total et
oxydé, ont été augmentées chez les animaux ayagnot de I'huile de poisson, et ceci
indépendamment de la teneur en lipides du régingurd 52). Les concentrations de
glutathion oxydé n’ont été affectées, ni par laatasn de la quantité de lipides ni par I'apport
en AGPI n-3 (Walczewska et al. 2010). Dans un nwdélinsuffisance cardiaque
accompagnée d’'une déficience du systeme antioxydaer le rat, la complémentation

chronique et aigue du régime des rats avec un geldiAGPI (450 mg/kg/j) composé de

65



30% d’ALA, 17% d’EPA et 3% DHA a augmenté, au niveardiaque, l'activité de [aGCL
ainsi que le glutathion total et réduit, et a dindéirle glutathion oxydé (Fang et al. 2011).
Cette étude est la seule ayant démoimtrgivo un effet des AGPI n-3 sur l'activité de la
yGCL, enzyme limitante de la synthése du glutattffeeng et al. 2011). De méme, dans un
modele murin de colite induite chimiquement par TNBS (2,4,6-trinitrobenzene), la
complémentation du régime des rats avec de I'iéleameline riche en ALA, 7 jours avant
l'induction de la colite et 7 jours apres, a perohésprévenir la diminution des concentrations
coliques de glutathion des animaux traités au TNB&ssan et al. 2010) (figure 53).
Contrairement a 'lhomme, les données chez I'anseahblent donc converger vers un effet
bénéfigue des AGPI n-3. Les AGPI n-3 semblent awaireffet protecteur sur le statut
oxydant : ils modulent le pool de glutathion, proleanentvia une régulation de sa synthese
et semble aussi affecter son statut oxydé-reduit.

De plus, ces effets des AGPI n-3 sur la productianla biodisponibilité du glutathion au
niveau des organes humains et animaux, semblencénfirmés par les études vitro. Le
traitement de culture de fibroblastes humains aescdoses croissantes de DHA (entre 5 et
60 umol/l) pendant 48h a montré une augmentatiotiadévité de layGCL, ainsi que du
contenu intracellulaire en glutathion, par rap@arx cellules non traitées, a partir de la dose
de 30 pumol/l (figure 54). Le méme effet a été neteo de facon plus significative apres 7
jours de traitement a la dose de 30 umol/l de DBi@ns cette méme étude, une augmentation
significative du taux dARNm de laGCL a été observée entre 4 et 48h apres le traiteaue
DHA avec un pic au bout de la 8éme heure de traitergArab et al. 2006). Cette observation
est a notre connaissance la seule ayant mis ear@édin effet des AGPI n-3 sur I'expression
génigue de IgGCL. Enfin, le traitement avec des AGPI n-3 de waltde lymphocytes T
provenant de patients atteints de diabete de typ@rbvoqué une augmentation des taux de
glutathion réduit par rapport au cellules non é=é (Merzouk et al. 2008).

Méme si la majorité des résultats de ces étudatpasse pas le stade de I'observation, ils
permettent néanmoins de mettre en évidence une latimaiu de la biodisponibilité du
glutathion, voire une régulation de sa productianlps AGPI n-3, sans pour autant pouvoir
conclure sur la puissance de ces effets. De méaxpldration des effets des AGPI n-3 au

niveau du foie, premier lieu de synthese du glidathreste a faire.
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2.3 Effet des AGPI n-3 sur les enzymes utilisant le giathion et les

enzymes antioxydants

En plus de son potentiel en tant que tampon rediwadellulaire, le glutathion est utilisé par
le systeme antioxydant enzymatique (constitué pemZymes principales la GPX, la SOD et
la CAT) afin de faire face aux ROS. Par ailleursuttes enzymes sont impliquées dans le
métabolisme du glutathion, telles que la glutathigaductase permettant le recyclage
(oxydé/réduit) du glutathion, et la glutathion s#rase qui permet sa conjugaison aux
xénobiotiques et aux électrophiles. Il semble doméressant de s’attarder sur les effets
potentiels des AGPI n-3 vis-a-vis de ces enzymes.

Chez I'homme, l'apport quotidien d’huile de poiss@hl g/j) a des patients atteints de
dyslipidémie et/ou d’hypercholestérolémie, indt@iugmentation des activités plasmatiques
des 3 enzymes antioxydantes ( GPX, SOD et CAT)caui the 90 jours (Bouzidi et al. 2010).
Chez le rat, la littérature reste peu convergensmtjaux effets des AGPI n-3 sur les enzymes
antioxydantes. L’activité hépatique de la GPX sentbiminuée chez le rat recevant pendant
60 jours des régimes a base de poudre de laithémea huile de lin riche en ALA ou en huile
de poisson par rapport a un régime riche en huéeadhide (Ramaprasad et al. 2005). A
linverse, l'activité plasmatique de cette enzymste inchangée aprés une complémentation
de 0,4 g/kg d’huile de poisson pendant 30 joursiggan et al. 2004). L’activité de la SOD
demeure inchangée au niveau hépatique dans I'etad@amaprasad et coll. (2005), alors
gu’elle augmente significativement au niveau plasmpoa dans celle d’Erdogan et coll.
(2004) suite a l'apport d'huile de poisson. PoutCIAT, les données semblent étre plus
cohérentes. L'activité hépatique de la CAT est aagée en réponse aux régimes riches en
AGPI n-3 (Yamazaki et al. 1987; Ramaprasad etG5

Au vu de la divergence de ces données, il semlffieildi de conclure quant aux effets des
AGPI n-3 sur le systéme enzymatique antioxydanarX®ins, les conclusions des auteurs
iraient plus vers une stimulation des défense®aydiantes enzymatiques par les AGPI n-3.
Concernant la glutathion réductase et la glutatiiansférase, il existe tres peu de données.
Ramaprasad et coll. ont montré une augmentatiola dgutathion transférase chez les rats
sains recevant pendant 60 jours des régimes adeageudre de lait enrichie en huile de lin
ou de poisson par rapport a un régime riche ere ldidrachide (Ramaprasad et al. 2005).
Cette donnée est confirmievitro. L'étude d’Arab et coll., présentée plus haut,atré, sur
des fibroblastes humains traités au DHA, une augatient des activités de la glutathion
réductase et de la glutathion transférase pourddess de DHA> a 15umol/l (figure 55)

67



(Arab et al. 2006). Ceci pourrait refléter une siiaion du turn-over du glutathion par les

AGPI n-3, ce qui affecterait sa biodisponibilité.

*k%k

En conclusion, nous pouvons constater que les AGPmodulent le statut oxydant en partie
en affectant le pool de glutathion ou son état ymxéduction, mais aussi en affectant son
utilisation par les enzymes antioxydantes. Néanmadinest clair qu’aucune conclusion ne
peut étre formulée quant aux mécanismes biologigégissant ces modulations. De méme,
les conséquences fonctionnelles d’'une éventuaigagon du métabolisme du glutathion par
les AGPI n-3 restent non élucidées. Il semble dbimtérét de mettre en place des études qui

permuteraient de mettre la lumiére sur ces proliéones.

68



VI. Conclusion des données bibliographiques et hypothes

De I'ensemble des données bibliographiques, ilortsgie les AGPI n-3 possedent des effets
bénéfiques avérés vis-a-vis des différentes conmpesadu syndrome métabolique, ainsi
gu’au niveau cardiovasculaire. Les AGPI n-3 exerteurs effets en modulant un spectre de
voies metaboliques (métabolisme lipidique, glucidig) via des meécanismes divers
(régulation génique, synthése de médiateurs lipahq.). Ces actions pléiotropiques des
AGPI n-3 et leurs conséguences fonctionnelles inpéncipalement décrites pour les AGPI
n-3 a longue chaine (EPA et DHA). Cependant, laaitinolénique (ALA, 18:3 n-3) semble
exercer des effets de méme nature que ses dérivésgae chaine, notamment sur la
régulation du métabolisme lipidique. Néanmoins neanismes d’action propres a cet acide
gras restent pour l'instant peu étudiés.

A cOté des observations épidémiologiques et clesqunettant en évidence les effets
bénéfiques des AGPI n-3, un ensemble d’étudesigéges ont souligné le réle de ces acides
gras, dans la modulation de la production, de ldibponibilité ou de [lutilisation de

molécules bioactives dérivant du métabolisme seiomdes acides aminés (tels que le NO et
le glutathion). Ces métabolites participent au niinte fonctions biologiques (telles que la
fonction endothéliale et le statut oxydant) impéga de pres dans la physiopathologie du

syndrome métabolique.

Sur la base de ces données, nous avons émis I'hygste, jusqu'alors inexplorée, qu’une
partie des effets favorables des AGPI n-3 sur le 8gMet pourrait étre la conséquence
fonctionnelle d’'une régulation des voies d’utilisabn secondaire des acides aminés, et
principalement de l'arginine et de la cystéine, etmmodulant le métabolisme de leurs

dérivés bioactifs.

Par ailleurs, nous nous sommes basés d'un cotéhgoothése d'une régulation coordonnée
via PPARu de l'utilisation des nutriments, postulant qu€ ARy régule le métabolisme des
acides aminés au méme titre que celui des acidassegrdes glucides; et, d'un autre c6té, sur
les éléments de la bibliographie qui signalent iégeilation génique de certaines enzymes du
métabolisme des acides aminés par des ligands pbalogiques de PPAR Ceci nous a
conduits a supposer que les AGPI n-3, ligands natels du PPARx apportés par
l'alimentation, pourraient réguler les enzymes impiquées dans le métabolisme

secondaire de l'arginine et de la cystéine par I'termédiaire du PPARa.
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Chapitre 2 : Objectifs et choix méthodologiques

1. Objectifs de la these

L'objectif principal de ce travail de thése éta@t ohettre en évidence le rdle de l'apport
alimentaire en ALA dans la régulation des voies ndétabolisme secondaire des acides
aminés, et en particulier les voies du métabolisimd'arginine et de la cystéine impliquées

dans la physiopathologie du syndrome métabolique.

Le second objectif de ce travail était d’évaluenportance de la voie du PPARlans la

régulation du métabolisme secondaire des acidesésnpar I'ALA
2. Démarche expérimentale

Pour répondre aux objectifs de la thése, nous aadogté une démarche de physiologie

intégrée.

Dans un premier temps, nous avons adopté une dmpirwa/ivo permettant d’étudier les

conséquences de I'apport alimentaires d'ALA suvtgss du métabolisme des acides aminés
au niveau hépatique et "corps entier". Ceci coagisincipalement a identifier les voies du
métabolisme de l'arginine et de la cystéine modulgar I'apport d’ALA, d'évalueres
conséguences de ces régulations en terme de prodaet métabolites bioactifs impliqués
dans la physipathologie du syndrome métaboliqui#eetomprendre les mécanismes mis en

jeu dans ces régulations.

Dans un second temps, nous avons consacré une ¢haitiiavail a 'approchim vitro en nous

focalisant sur I'étude de l'effet de I'ALA sur le étabolisme de l'arginine au niveau de
I'organe cible majeur du NO, gu’est I'endothéliu@eci permet principalement de vérifier si
les éventuels effets obseni@svivo se traduisent en termes de conséquences fondtesne

mais aussi d’approfondir les mécanismes mis en jeu.

3. Choix des modéles

Le caractére exploratoire de ce travail et le besaccéder a des tissus inaccessibles chez
’homme, tels que le foie, nous a conduits a tierasur un modele animal. Nous avons
choisi de travailler sur des animaux invalidés gdeugéne du PPAR ce qui nous a amené a

adopter un modele de souris pour toute la parégpErimentationn vivo.
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L'utilisation des souris déficientes pour le géne PFPAR:. (KO PPARY) représentait un
double intérét : d'un c6té, ce modele de souris npesnettait de mettre en évidence
l'implication de ce facteur de transcription daesriétabolisme de l'arginine et de la cystéine.
D’un autre coté, les souris KO PPARont un modéle intéressant puisqu’elles présentsat
partie des anomalies caractéristiques du syndrogtahulique. Elles sont en effet obéses,
hypertriglycéridémiques et hypercholestérolémiques, elles développent une stéatose
hépatique prononcée et qui s'aggrave avec l'agst¢Cet al. 1998). La glycémie a jeun des
souris invalidées pour PPARa été décrite comme étant soit normale (Sugdeh. €002),
soit plus basse que chez les souris de type sau¥agsten et al. 1999). Ces souris sont
considérées comme insulinorésistantes au niveauitgépdSugden et al. 2002), mais pas au
niveau périphérique (Kersten et al. 1999). De pieisque décrit dans la partie IV/3 page 52,
ces souris présentent quelques dérégulations daboiiime des acides aminés. En revanche,
elles sont viables, raisonnablement fertiles etpnésentent aucun défaut phénotypique

majeur.

Les souris KO PPAR nous ont été fournies par I'équipe de ThierryeBin(unité ToxALim,
INRA/INP, Toulouse) détenteur de la lignée pourHaance. Des souris KO de souche
C57BI/6J ont été produites par cette équipe suiteeacroisement de souris males invalidées
de la souche chimérique Sv129* C57BL/6, créeed'@aumipe de F. Gonzalez (University of
Texas Southwestern Medical Center, Dallas, USA9cales souris femelles C57BL/6.

Le choix de la souche (C57BI/6J) découle donc mmper du besoin de garder un fond
génétique identique entre les souris invalidéeduetype sauvage, dans le but de pouvoir
s’affranchir d’'une quelconque différence inter-dmeicdans I'analyse des réponses aux
effecteurs nutritionnels. De plus, les souris C5B3Lsont décrites comme étant un des
meilleurs modeles pour mimer la physiopathologiesgndrome métabolique induit par un
régime hypercalorique/hyper-lipidique. En effet,nooe c’est le cas chez I'homme, en
réponse a un régime hyperlipidique, ces sourisldppent une adiposité centrale (viscérale),
une hyperinsulinémie, une hyperglycémie et une tigpsion (Collins et al. 2004). Ceci nous

a pousseés a mener 'ensemble de nos investigatiomso chez ce modele animal.

Pour I'étudein vitro, il nous a semblé qu'un modele de cellules endlatbg était le plus
approprié pour continuer a explorer les effets 'aeA sur la production du NO a partir
d'arginine et son implication dans la fonction ehdbale. Le choix du modeéle des cellules
endothéliales bovines BAEC (cellules aortiques bes) repose sur la similitude entre les
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réponses obtenues avec les cellules d'origine memilles que les (HUVEC) et celles
d'origine bovines. Ces études vitro ont fait I'objet d’'une collaboration avec I'équipke
Dominique Bonnefont-Rousselot et Didier Borderidy BE466 Stress cellulaire : Stratégies
nutritionnelles et thérapeutiques de la Faculté Sidences Pharmaceutiques et Biologiques
de Paris Descartes. Cette équipe a mis a notre diligmo son expertise concernant
I'utilisation des cellules BAEC et nous a fournintériel biologique nécessaire pour mener
nos investigations. Cette collaboration, ainsi tmealisponibilité de ce modele de cellules

(BAEC) ont donc été déterminantes dans le choixmgues avons effectué.
4. Choix de la composition des régimes

Tel que décrit dans l'introduction bibliographiqule, choix de 'ALA comme effecteur
nutritionnel repose en premier sur son intérét écogoe et physiologique. Ce choix a
néanmoins été conforté par les conditions expétiatesd'utilisation des difféerents AGPI n-3
: d'une part, 'ALA est beaucoup moins sujet auroggdations, ce qui facilite son emploi
dans les régimes pour rongeurs a long terme; d'qatrt, il est possible de faire varier ses
apports dans une large plage tout en restant dansontexte nutritionnel réaliste et
compatible avec la nutrition humaine quotidienneliAverse, les AGPI n-3 sont surtout

abordés dans un contexte de complémentation ouiniile.

Dans un premier temps, nous avons choisi de ttewvalec des régimes a faible teneur en
lipides (5 %) représentant des apports lipidiqudsse nutritionnelle pour la souris. Ce choix
a été basé sur les études antérieures ayant pgoiwe faible apport en ALA suffisait pour
mettre en évidence des effets chez la souris, mo&@rhau niveau de la régulation génique
(Martin et al. 2007).

Dans un second temps, nous avons décidé de nocer mlans des conditions permettant
d’augmenter les niveaux d’apport en ALA et de mimemrégime de type occidental riche en
énergie et en lipides (50 % de I'énergie et 20 %alds).

5. Choix des principaux marqueurs

Afin d'explorer les effets des régimes apporta®tA ou les conséquences de l'invalidation
du gene du PPAR sur le métabolisme de l'arginine, nous avons cligs marqueurs
permettant de rendre compte de l'utilisation dgilene dans les voies qui nous intéressent,
principalement la voie de synthese du NO via la N&Sa voie qui est en compétition avec

cette derniére, a savoir la synthése de l'uréd'anginase. Nous avons donc mesuré comme
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marqueurs principaux : les concentrations des roétab d'intérét (nitrates, nitrites et urée) et
les taux d'utilisation de I'arginine dans chacuaeléux voies. Dans I'hypothése d'une possible
régulation génique de ces voies métaboliques parAIBPI n-3, nous avons évalué les
expressions des principales enzymes impliquéesngag, NOS). La méme démarche a été
adoptée pour le métabolisme secondaire de la ogstéious avons mesuré principalement les
concentrations et les pools du glutathion, et deglst précurseur et intermédiaire de sa
synthése, respectivement la cystéine et la cydtgymyne, l'expression et l'activité de la
yGCL enzyme limitante de la synthese du glutathibhiegpression de la CDO enzyme en
compétition directe avec gGCL pour l'utilisation de la cystéine. De plusnibus a semblé
indispensable d’évaluer en paralléle I'impact depoats en acides gras sur différents
marqueurs fonctionnels, tels que les marqueurs gndMBet, du statut oxydant ou

inflammatoire.

A coté de l'arginine et la cystéine, nous avonssiaesploré plus largement quelques aspects
du métabolisme des acides aminés que nous avonEsepens la littérature et considéerés
comme pouvant étre potentiellement sensibles auRIA3, tel que les transaminases. Dans
ce cadre nous avons aussi exploré I'impact desngsgriches en ALA sur les concentrations

plasmatiques des acides aminés, en établissaatmasgrammes complets.

Nous avons aussi décidé d’adopter une approchegfiibsle afin de continuer a explorer les
voies du métabolisme des acides aminés sensiblesotts en ALA, toujours dans une
hypothése de régulation génique du métabolismeadieéles aminés par les AGPI n-3. Pour
cela, une étude de transcriptomique a été menés, Idacadre d'une collaboration avec le
groupe de Pascal Martin et Hervé Guillou (Unité dlor, INRA/INP, Toulouse).

Par ailleurs, nous avons effectué une étude caddrigue pour rendre compte des effets de
'apport en ALA sur I'oxydation des nutriments (lies, glucides, protéines). Cette approche
s’inscrit dans le cadre de I'hypothése stipularg différence d’orientation de I'utilisation des

nutriments par les AGPI n-3 par rapport a d'autngses d’acides gras. Cette différence
d’orientation pourrait étre a l'origine d’'une épaegdes acides aminés en faveur d'une

oxydation préférentielle des lipides.
6. Choix des principaux organes et tissus cibles

Le choix du foie comme organe-cible repose sur rébm central dans le métabolisme des

acides aminés (cycle de l'urée, synthese du gliotath.) ainsi que dans le métabolisme et
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’lhoméostasie des acides gras (synthese, oxydatlast aussi le tissu qui exprime le plus le
PPARu. Pour ces raisons, il nous a semblé judicieux plamer en priorité cet organe pour
évaluer les activités, les expressions protéigtiésseexpressions géniques des enzymes que
nous avons ciblées. La mesure d’'un certain nomérmarqueurs du syndrome métabolique
et du métabolisme des acides aminés (aminogranurees,NO...) dans l'urine et le plasma a
aussi été indispensable pour rendre compte degbfessmodulations des voies métaboliques
d’intérét.

*kkkk

Dans la suite de ce manuscrit, seront présentésaiable des travaux expérimentaux réalisés

pour répondre aux objectifs de ce travail de these.

Dans une premiere partie seront décrits les pratsaolivo dont I'objectif était d’étudier en

parallele :

- Les effets de l'invalidation du PPARsur le métabolisme de l'arginine et de la cystéine

- Les effets d’'un faible apport en ALA sur le métatmle de I'arginine et de la cystéine
Ces deux protocoles seront présentées sous formel#¥a publiés en anglais.

La seconde partie des travaux personnels traiterandelulations du métabolisme secondaire
de larginine et de la cystéine par I'ALA apporte ndale cadre d'un régime

hypercalorique/hyperlipidique chez la souris.

Dans une troisieme partie seront présentés lesuxawavitro explorant la régulation du
métabolisme secondaire de l'arginine par I'ALA aweau des cellules de I'endothélium

vasculaire.

Les résultats des parties 2 et 3, n'étant pas encdigées sous forme d’article, seront
présentés en francais.
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Chapitre 3 : Travaux Personnels

Effet de I'invalidation du PPARa, associée a de faibles
apports en acidea-linolénique, sur le métabolisme
secondaire de l'arginine et de la cystéine.

Ces résultats expérimentaux ont donné lieu a léiqation de

L’article 1 : Guelzim N Mariotti F, Martin PG, Lasserre F, Pineau T etrHier
D : A role for PPARalpha in the regulation of aigm metabolism and nitric
oxide synthesis. Amino Acids. 2011 Oct; 41(4):980-Epub 2010 Nov 10.
PMID: 21063737

L’article 2 : Guelzim N Huneau JF, Mathé V, Quignard-Boulangé A, Martin
PG , Tomé D et Hermier D : Consequences of PiPAR/alidation on
glutathione synthesis : Interactions with dietattyf. PPAR Res. 2011;
2011:256186. Epub 2011 Sep 12. PMID:21915176
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A.Effet de Tlinvalidation du PPAR, associée a de
faibles apports en acides-linolénique, sur le
métabolisme de I'arginine et de la cysteine

l. Contexte scientifique et objectifs de I'étude

Une série d’études basées sur l'utilisation dentigapharmacologiques du PP&Rou
d’animaux transgéniques, suggere une régulatiosifplesdu métabolisme des acides aminés
par le PPAR (partie 1V/3 page 52). Les AGPI n-3 et leurs dési sont les ligands naturels
du PPARx et pourraient donc a ce titre, exercer leurs ffetr activation de ce facteur de

transcription et réguler ainsi le métabolisme daedes aminés.

Par ailleurs, des données de la littérature déaarive effet bénéfique de I'apport d’AGPI n-3
et de l'activation du PPAMR par des ligands synthétiques, sur des fonctiondest états
physiologiques tels que la fonction endothélialkedtress oxydant (Evans et al. 2000; Brown
& Hu 2001). De plus, quelgues observations suggéaree implication des AGPI n-3 et du
PPARx dans la modulation de la production et/ou de ladisponibilité de métabolites
secondaires dérivants des acides aminés et impliga@és des processus physiologiques
importants. C’est le cas du NO, dérivé de l'argindont le métabolisme semble étre affecté
par 'apport en AGPI n-3, mais aussi par les ligasghthétiques du PPARpartie 1V/4 page
54). Dans une moindre mesure, le métabolisme dtatgion, synthétisé a partir de la
cystéine, semble aussi étre sensible aux variatilass apports en AGPI n-3, ainsi qu'a
I'activation ou & l'invalidation du PPAdR(partie 1V/5 page 57).

Cependant, jusqu'alors, aucun lien n’a encorététdi entre la régulation du métabolisme du
NO et du glutathion par les AGPI n-3 et une possihbdulation plus large du métabolisme
secondaire des acides aminés précurseurs, a sarginine et la cystéine. De méme, la
possibilité d’'une régulation de ces processad’activation du PPAR par les AGPI n-3 n'a

pour l'instant jamais été explorée.

Par ailleurs, les recherches décrivant une modulatu métabolisme du NO et du glutathion
par les AGPI n-3 ont principalement porté sur I#ste des AGPI n-3-LC, soit sous forme
d’huile de poisson, soit sous forme d’extrait parilEPA et/ou de DHA. Les effets de

I'’ALA restent donc a démontrer.

A partir de 'ensemble de ces éléments, nous noomsres fixés comme premiers objectifs:
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1- D’évaluer I'implication de I'apport d'ALA dans leadre d’'un régime normolipidique,
dans la modulation du métabolisme secondaire deitime, en particulier la
production du NO, et de la cystéine, et principaemde la voie de synthése du
glutathion.

2- D’évaluer la contribution du PPARa ces régulations en décrivant les conséquences

de linvalidation du gene du PPARhez la souris sur ces voies métaboliques.

Pour répondre aux objectifs de cette partie expriale, un premier protocoie vivo a été

consacré a l'exploration du métabolisme de l'argniUn second protocole, quasiment
identique, avait pour objectif principal de cibles marqueurs du métabolisme de la cystéine,
Lors de ce dernier, nous avons aussi remesure dgueurs du métabolisme de I'arginine
afin d’augmenter la puissance statistique. L’agtidl traite donc des résultats des deux
protocoles mis en commun, alors que larticle 2 f@férence uniguement au second

protocole.

[l. Matériels et méthodes

1. Protocoles expérimentaux

Pour chacun des deux protocoles (Figure 56), wmatine de souris de 2 génotypes différents
a été utilisée :
* Des souris males témoins (WT pour Wild Type) C56RI/

* Des souris méales invalidées pour PRARO PPARy) de I'élevage de Thierry Pineau
(INRA, Unité Toxalim, Toulouse), de fond génétique7Bl/6J.

A l'age de 11 semaines, les souris de chacun destyes ont recu deux régimes

expérimentaux sous forme de croquettes pendamh8ises:

* Un régime dit COCO : riche en acides gras satufgasa d'huile de coco hydrogénée
(AGS, 93 %),
* Unrégime dit LIN : riche en acidelinolénique (ALA, 18:3 n-3, 60 %), a base d'huile

de lin. Le Tableau 5 présente la composition dgsnes.

Les animaux ont été pesés et la consommation ainermesurée de facon hebdomadaire

pendant les 8 semaines de régime expérimental. fk lde la période expérimentale, des
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prélevements d'urine, de sang et d'organes ontéglisés chez ces souris ainsi qu’'une

composition corporelle.
2. Principales analyses

Afin d’apprécier les conséquences fonctionnelles apcompagneraient les régulations des
voies métaboliques explorées et dans un objectifadidation du modéle expérimental, les
marqueurs de la déficience du gene du P@A&Rde l'induction du syndrome métabolique
(tels que la glycémie, les marqueurs du métaboligmtique, du cholestérol, d’inflammation

et de stress oxydant) ont été évalués.

Nous avons voulu cibler dans un premier tempsefges de l'invalidation du PPARet de
'apport d’ALA sur le métabolisme secondaire derdiaine, et principalement sur son
utilisation dans les voies en compétition de sysghédu NO et de l'urée. Pour cela, nous
avons choisi une technique utilisant des isotopésbles permettant de mesurer
spécifiguement la synthése du NO "corps entiertteCechnique consiste a marquer la L-
arginine au niveau de deux azotes du groupememtidjum, permettant ainsi de discriminer
son utilisation dans les voies de synthese du N@edwrée (Figure 57). Les urines ont été
recueillies pendant les 23h qui ont suivi I'injectiintrapéritonéale chez les souris d’'une dose
traceuse de’N,-(guanido)-arginine. Aprés une étape d'extractidfigfre 58), les
enrichissements isotopiques en différents métasotie I'arginine ont été mesurés de fagon
tres précise par une analyse par spectrométrie desen En effet, la mesure de
I'enrichissement isotopique en] nitrates et en'PN] urée au niveau des urines permet
respectivement, une évaluation du taux de productda NO "corps entier" et de la

conversion systémique de I'arginine en urée.

D’'importantes précautions sont a prendre quant @ofe d’arginine injectée, la durée et le
mode de recueil des urines. De méme, lors de #etitm de l'urée et des nitrates urinaires
sur résine et lors de la mesure des enrichissemmmtsspectrométrie de masse, des
précautions sont indispensables afin d'éviter lesntaminations avec les nitrates
environnementaux. Cette méthode, qui représenteclanique la plus précise pour suivre
I'utilisation de l'arginine, demande donc un haiteau de technicité. En effet, la mesure
isolée de l'excrétion urinaire de nitrites et ddrates (NOx), souvent utilisée, est une
technique biaisée pour rendre compte de la capaeifFoduction du NO, puisque les nitrates

et nitrites urinaires peuvent provenir de souragsea que la dégradation du NO, telles que
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alimentation. D’autre part, la mesure des NOxnaites ne permet en aucun cas d’évaluer

les taux d'utilisation de I'arginine dans la voie siynthése du NO.

Afin de rechercher les mécanismes sous-jacentsréglaation de la production du NO et
d’'urée par le PPAR et 'ALA, nous avons évalué I'expression des argasaet des NOS,

enzymes impliquées dans les deux voies d’intérét.

Dans un second temps, notre intérét s’est portdesuconséquences de linvalidation du
PPARu et d'un faible apport en ALA sur le métabolismdaleystéine, et principalement sur
son utilisation dans la voie de synthese du glutathiors de ce protocole, nous avons ciblé,
dans le foie, la mesure par HPLC des principauglghiainsi que la mesure de l'activité
enzymatique et/ou lI'expression des génes implicqueiss le métabolisme du glutathion
(yGCL, GPX, SOD, CAT) et dans les autres voies dadilon de la cystéine, principalement

la voie de synthése de la taurine via la CDO.
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Abstract The pleiotropic effects of PPARx may include
the regulation of amino acid metabolism. Nitric oxide (NO)
is a key player in vascular homeostasis. NO synthesis may
be jeopardized by a differential channeling of arginine
toward urea (via arginase) versus NO (via NO synthase,
NOS). This was studied in wild-type (WT) and PPAR«-null
(KO) mice fed diets containing either saturated fatty acids
(COCO diet) or 18:3 n-3 (LIN diet). Metabolic markers of
arginine metabolism were assayed in urine and plasma.
mRNA levels of arginases and NOS were determined in
liver. Whole-body NO synthesis and the conversion of
systemic arginine into urea were assessed by using '°N,-
guanido-arginine and measuring urinary '’NO; and ["°N]-
urea. PPARa deficiency resulted in a markedly lower
whole-body NO synthesis, whereas the conversion of sys-
temic arginine into urea remained unaffected. PPAR«
deficiency also increased plasma arginine and decreased
citrulline concentration in plasma. These changes could not
be ascribed to a direct effect on hepatic target genes, since
NOS mRNA levels were unaffected, and arginase mRNA
levels decreased in KO mice. Despite the low level in the
diet, the nature of the fatty acids modulated some effects of
PPARu deficiency, including plasma arginine and urea,
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which increased more in KO mice fed the LIN diet than in
those fed the COCO diet. In conclusion, PPARu is largely
involved in normal whole-body NO synthesis. This war-
rants further study on the potential of PPAR« activation to
maintain NO synthesis in the initiation of the metabolic
syndrome.

Keywords Metabolic syndrome - Amino acids -
a-Linolenic acid - n-3 PUFA - Urea

Introduction

The metabolic syndrome, the prevalence of which is
increasing worldwide, is a cluster of abnormalities
including visceral obesity, dyslipidemia, insulin resistance,
and elevation in blood pressure that results in a higher risk
of cardiovascular diseases and type-2 diabetes (Cornier
et al. 2008). Intense and sustained research efforts aiming
to the prevention and care of metabolic syndrome have
enlightened the importance of a group of nuclear receptors
known as peroxisome activated receptors (PPAR) as effi-
cient targets for nutritional and pharmaceutical interven-
tions (Kersten et al. 2000; Robinson and Grieve 2009).
Among PPARs, PPARo has been identified as a major
modulator of various aspects of lipid metabolism, such as
fatty acid (FA) catabolism (uptake, trafficking, oxidation,
and ketogenesis), polyunsaturated FA synthesis, and lipo-
protein metabolism (assembly, transport, and catabolism).
PPARa is activated by pharmacological (fibrates) and
nutritional (n-3 polyunsaturated FA, PUFA) agonists,
which are both widely used as regulators of lipid metabo-
lism, especially as hypolipidemic agents (Hachem and
Mooradian 2006). Following its activation, the transcrip-
tional regulation of target genes by PPAR« is achieved by
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its direct binding to specific, yet ubiquitous, nucleotidic
sequences known as peroxisome proliferators response
elements (PPRE). In consequence, beyond lipid metabo-
lism, the effects of PPAR«x extend to a number of target
genes involved in the metabolism of glucose, glycerol and
glycogen, and of bile acids, as well as in inflammation,
detoxification, and hepatocarcinogenesis (Mandard et al.
2004, 2007; Patsouris et al. 2004). In line with these
pleiotropic effects, PPAR« has also been suggested to play
a role in the regulation of amino acid metabolism, but the
current literature remains limited. The use of PPARo-null
(KO) mice, or fibrate-treated rodents, has evidenced that
PPARu is directly implicated in the regulation of a number
of hepatic target genes involved in transamination, deam-
ination and urea synthesis (Edgar et al. 1998; Kersten et al.
2001; Sheikh et al. 2007).

In the context of the metabolic syndrome, interest in
amino acids has focused on L-arginine, because it is the
precursor of nitric oxide (NO), a key player in vascular
homeostasis. Indeed, the impairment in NO synthesis/bioa-
vailability is closely associated with vascular endothelial
dysfunction, which is the hallmark of atherosclerosis and is
closely associated with insulin resistance (Brunner et al.
2005; Forstermann 2010; Kim et al. 2006). However, argi-
nine is implicated in many metabolic pathways, and is lar-
gely used for urea synthesis, quantitatively much more than
for NO synthesis. Accordingly, the literature suggests that
NO synthesis could depend on the differential arginine
channeling toward either urea (via arginase) versus NO (via
NO synthase, NOS) (Morris 2009). Interestingly, PPARx
could be involved in this differential channeling of arginine.
Indeed, PPARa-null mice exhibit a higher systolic blood
pressure and a lower renal NOS activity (Newaz et al. 2005),
together with higher fasting levels of hepatic arginase
mRNA and plasma urea (Kersten et al. 2001). In parallel,
treatment by pharmacological PPAR« agonists improves
endothelial function both in vitro and in vivo, including in
the human (Touyz and Schiffrin 2006). Exact in vivo
mechanisms for these beneficial actions remain unclear, but
would probably involve NO synthesis. Indeed, pharmaco-
logical PPARa activation was suggested to increase NO
synthesis in the rat (Linz et al. 2009; Newaz et al. 2004,
2005), renal NOS activity in the WT mouse (Newaz et al.
2005), and eNOS protein expression and phosphorylation in
the rat (Bulhak et al. 2009; Linz et al. 2009), whereas plasma
arginine concentration was decreased (Linz et al. 2009).
Thus, PPAR« activation appears to play a major role in the
regulation of arginine metabolism.

A growing body of evidence suggests that not only
pharmacological, but also nutritional PPAR« agonists favor
NO synthesis. This is the case in endothelial cells or in
isolated arteries not only in response to one of the long-
chain PUFA found in fish oil (EPA, 20:5 n-3) (Omura et al.
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2001; Singh et al. 2010), but also in response to its direct
precursor o-linolenic acid (ALA, 18:3 n-3) (Zhang et al.
2007). More interestingly, in vivo studies suggested that
dietary n-3 PUFA intake enhanced whole-body NO syn-
thesis, as indirectly assessed by determination of nitrate
and nitrite levels in hypertensive rats (in response to ALA)
(Sekine et al. 2007), or urinary nitrate in healthy volunteers
(in response to fish oil) (Harris et al. 1997), or by mea-
surement of NOS activity and eNOS phosphorylation in
brain and muscle of piglets (in response to another long-
chain PUFA found in fish oil, DHA, 22:6 n-3) (Li et al.
2008). However, it remains to be determined to what extent
these beneficial effects of dietary n-3 PUFA on NO syn-
thesis involve PPARw, on the one hand, and regulation of
amino acid metabolism, and especially of arginine, on the
other hand. In this respect, studies on the liver are a special
interest, since this organ plays a central role in the
metabolism of amino acids and is a key target of PPAR«
activation.

The aim of the present study was, therefore, to evaluate
the role of PPAR«x in the regulation of arginine metabo-
lism, with special emphasis on the impact on NO synthesis,
using wild-type (WT) and PPARa-null (KO) mice. We
used a state-of-the-art tracer-based method to measure
whole-body NO synthesis, using ['°N,-(guanido)]-arginine.
Because we also made the hypothesis that a change in NO
synthesis could originate from a competition between NO
synthesis and urea production, we also evaluated the con-
version of systemic arginine into urea, using the same
tracer method. Lastly, because the liver is a key target of
PPARu activation, we evaluated the gene regulation of
some hepatic enzymes involved in arginine metabolism.

We have shown previously in the mouse that a number
of hepatic genes known to be regulated essentially via
PPARo were up-regulated by ALA, as they are by its long-
chain derivatives. This was observed not only in WT mice
fed rather high-fat diets (Morise et al. 2009) but also in WT
mice fed low-fat diets, albeit to a lesser extent (Martin et al.
2007). For these reasons, as a secondary objective, we
aimed to assess the contribution of dietary n-3 PUFA to
PPARu activation, by exposing mice to contrasted diets,
containing mostly either saturated FA or ALA.

Materials and methods

Experimental procedures

Animals

Male PPARa-deficient mice (Lee et al. 1995) were bred

locally in INRA’s facility in Toulouse, in which several
additional rounds of backcrossing have been performed
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initially to increase the C57BL/6J genetic background and
to generate the animals used (Costet et al. 1998). Age-
matched male C57BL/6J mice were obtained from Charles
River (L’Arbresle, France) and were acclimated to local
animal facility conditions for 4 weeks. In vivo studies were
conducted under European Union guidelines for the use
and care of laboratory animals and were approved by the
institutional ethical committee. The same protocol was
conducted on two successive series of 30 mice.

Animals were housed collectively on wood litter, at
22 £ 2°C wunder 12-h light/dark cycles (light on at
06:00 am). They were fed ad libitum a standard pelleted
diet for 4 weeks (Teklad 20-18S, Harlan, Gannat, France).
At 10-11 weeks of age, mice were fed one of the experi-
mental diets during 8 weeks. They had free access to food
and tap water. Food consumption (as assessed per collec-
tive cage, and expressed relatively to the mean body weight
of mice in each cage) and individual body weight were
recorded weekly.

Diets

The two experimental diets were provided as pellets by
UPAE-INRA (Jouy-en-Josas, France) as described previ-
ously (Martin et al. 2007). The calculated composition (in
weight) of the two diets was 21.0% protein, 69.2% car-
bohydrate, 4.8% lipid, 4.0% vitamins and 4.0% minerals.
The experimental diets were isoenergetic, with lipids pro-
viding 11.3% of total energy intake. The choice of a low-
fat diet was determined by a previous nutrigenomic study
of some of the present authors, showing significant effects
of PPAR« deficiency on lipid and xenobiotic metabolism in
mice on the same diet as in the present study (Martin et al.
2007). Oils used for experimental diet preparation were
hydrogenated coconut oil for a saturated FA diet (SFA,
99%, COCO diet), and linseed oil for an ALA-rich oil
(58%, LIN diet). Their fatty acid composition was (in
weight %): 99.6 SFA, 0.3 monounsaturated FA (MUFA)
and 0.1% PUFA for the COCO diet; 9.0 SFA, 18.0 MUFA
and 72.9 PUFA (58 n-3 PUFA) for the LIN diet (Martin
et al. 2007).

Experimental design

At 18-19 weeks of age, after 8 weeks of experimental
diets, mice were fasted for 5 h, then weighed and anes-
thetized. Blood was taken by cardiac puncture, and mice
were then killed by exsanguination. Plasma was separated
by centrifugation (1,700g, 20 min, 4°C) and aliquots were
stored at —80°C.

The abdominal cavity was then opened and the liver was
carefully removed and weighed. Several liver samples were
immediately frozen in liquid nitrogen and stored at —80°C.

Epididymal adipose tissue (EpAT, visceral localization)
and inguinal adipose tissue (IngAT, subcutaneous locali-
zation) were removed and weighed.

Before killing, mice were used for the evaluation of in
vivo whole-body NO synthesis as described previously in
rats (Magne et al. 2009). Briefly, mice were fasted for 3 h,
administered IP 90 mg/kg body wt of [15N2—(guanido)]—
arginine:HCI, then placed immediately in a metabolic
chamber and fed ad libitum. Urine was collected over 23 h
in glass tubes containing antibiotics for the determination
of whole-body NO synthesis, as described below.

Analyses
Plasma and urine metabolites

Blood glucose concentration was determined with an
Accu-Chek® glucometer (Roche Diagnostics, Meylan,
France). Plasma cholesterol, triglycerides, and urea were
determined by colorimetric enzymatic methods using the
kits Cholesterol RTU, Triglycerides PAP 150 and Urea-Kit
S 1000 (Bio-Merieux, Craponne, France) (Fawcett and
Scott 1960; Fossati and Prencipe 1982; Richmond 1973).

Plasma amino acids were determined by ion-exchange
chromatography with postcolumn ninhydrine detection
(Aminotac JLC-500/V; Jeol, Tokyo, Japan). To calculate
the total excretion of urea, nitrate and creatinine during the
tracer study (see below), urinary urea concentration was
determined as in plasma after the samples were diluted
1/2,000, and urinary creatinine and nitrate concentrations
were measured using colorimetric kinetic (Biomerieux)
and fluorimetric methods, respectively (Marzinzig et al.
1997; Vassault et al. 1992).

Assessment of whole-body NO synthesis and conversion
of systemic arginine into urea

Whole-body NO synthesis was measured as the relative
recovery of "N as urinary nitrate following the IP
administration of ['5N2-(guanid0)]-arginine (Cambridge
Isotope Lab), based on a method described by Forte et al.
(1997), and as reported in detail previously (Blouet et al.
2007; Magne et al. 2009). This method was preferred to the
measure of urinary nitrate excretion, which is highly con-
founded by other sources, in particular the dietary nitrate
(Forte et al. 1997). In contrast, this tracer-based method has
the advantage of being quantitative and specific for the
L-arginine/NO pathway, and is considered as a state-of-the-
art technique to assess whole-body NO synthesis in vivo.
Briefly, urinary nitrate were extracted by ion-exchange
chromatography and the microdiffusion technique, and the
isotopic enrichment was determined by Elemental analyzer
coupled to Isotope Ratio Mass Spectrometry (EA-IRMS).
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The conversion of systemic arginine into urea was
quantified as the relative recovery of '°N in urinary urea
following the same IP administration of ['5N2-(guanido)]-
arginine. Urea was isolated from urine as previously
described by Mariotti et al. (2000). Briefly, urine ammonia
was first extracted using a cation exchange resin (Dowex
AG-50X8, Mesh 100-200, BioRad, France). Then, urea
was extracted from the ammonia-free urine by conversion
into ammonium through hydrolysis with urease (Sigma,
Saint-Quentin-Fallavier, France) for 2 h at 30°C, pH 7, on
cation exchange resin. Urea-derived ammonia were eluted
from the resins by the addition of 2.5 mol/L KH,SO,, and
~50 pL eluate samples were combusted in the EA-IRMS
to determine isotopic enrichment.

To calculate whole-body NO synthesis and systemic
conversion of arginine into urea, the amounts of 5N
recovered as nitrate and urea in the 23-h urine collection
were corrected for the excretion of creatinine, so as to
correct for possible differences in urinary excretion rate
between animals and treatments and for possible incom-
plete urinary collection (Forte et al. 1997). Thus, values
were expressed as % of the amount of '°N administered as
[15N2]-arginine as follows: QFE/dC, where Q are the total
amounts of nitrate (or urea) and C the total amounts of
creatinine excreted in urine, E the 5N enrichment (as atom
percent excess) in urinary nitrate (or urea, respectively) and
d the amount of °N injected as [l5N2—(guanido)]—arginine.

The calculation takes advantage of the fact that the
amount of ['°N-'*N]-arginine is negligible as compared to
the amount of ['°N-'°NJ-arginine, since the former origi-
nate from the recycling of 'N-citrulline that originates
from a very minor pathway (<1%) of utilization of
['°N-""NJ-arginine (Luiking and Deutz 2003). Accord-
ingly, the '’NO3 formed from ["’N-'*N]-arginine is also
negligible compared to that formed from ['’N-'°N]-argi-
nine, and, likewise, the amount of [ISN—MN]-urea is neg-
ligible as compared to the amount of [15N-15N]—urea.

Real-time quantitative RT-PCR

Total RNA was extracted from a liver sample homogenized
with an UltraTurrax in the presence of Trizol reagent
(Invitrogen, Carlsbad, USA). Total RNA concentrations
were determined by measuring absorbance at 260 nm with
a Nanodrop spectrophotometer (Labtek, Paris, France). A
260 nm/280 nm ratio of ~2 indicated that samples were
essentially free from contaminants such as protein and
phenol. The quality and integrity of total RNA were
assessed on 1% agarose.

Synthesis of cDNA was performed on 400 ng of total
RNA using a high capacity cDNA reverse transcription Kkit,
based on the use of both oligodT and hexamers (Applied
Biosystems, Foster City, USA). Primers were designed
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using Primer Express software (Applied Biosystems, Foster
City, CA) with the following sequences: Cyp4al4: forward
primer, TCAGTCTATTTCTGGTGCTGTTC; reverse pri-
mer, GAGCTCCTTGTCCTTCAGATGGT; ARGI (Argi-
nase 1): forward primer, GCAGAGGTCCAGAAGAA
TGGAA; reverse primer, GCGTGGCCAGAGATGCTT;
ARG2 (Arginase 2): forward primer, CTTGGGATCC
AGAAGGTGATG; reverse primer, GCCTCTGCCTT
TTGCCAAT; NOS3 (endothelial nitric oxide synthase,
eNOS): forward primer, GCACAAGAGCTACAAAAT
CCGATT; reverse primer, GCCGCCAAGAGGATACCA;
NOS2 (inducible nitric oxide synthase, iNOS): forward
primer, GCAAACCCAAGGTCTACGTTCA; reverse pri-
mer, GAGCACGCTGAGTACCTCATTG; ALAT (Ala-
nine aminotransferase): forward primer, AAGGCACT
TACCACTTCAGAATGAC; reverse primer, ACCTTG
TGGAGCACGGTCTT; cASAT (aspartate aminotransfer-
ase, cytosolic precursor): forward primer, AGCTGTGC
TTCTCGCCTAGTTC C; reverse primer, GCCTGTCCC
TCCCAAAGACT; mASAT (aspartate aminotransferase,
mitochondrial precursor): forward primer, TGCCAAT
CGTATGCCAAGAAGC; reverse primer, CCTTTTGGCT
TCTTCTGCATCT. To normalize the mRNA abundance of
each gene, 18S rRNA was used as a housekeeping gene,
with the exception of Cyp4al4 gene, for which TBP (tata-
box binding protein) was used. Sequences of the corre-
sponding primers were: 18S: forward primer, ACGGA
AGGGCACCACCAGGAG; reverse primer, GCACCAC
CACCCACGGAAACG; TBP: forward primer, ACTTCG
TGCAAGAAATGCTGAA; reverse primer, GCAGT
TGTCCGTGGCTCTCT. In order to not amplify possible
residual genomic DNA, only primers for which at least one
sequence of the pair overlaps an exon/exon junction on the
mRNA sequence, or primers located on different exons,
were chosen. PCR reactions were performed using a 7300
real-time PCR system (Applied Biosystems), as described
previously (Chotechuang et al. 2009). Each cDNA was
amplified in a 20 pL volume containing 15 pL of 2x
SYBR Green master mix (Applied Biosystems) and
500 nM concentrations of the gene-specific primer. Ther-
mal cycling conditions comprised an initial denaturation
step at 95°C for 10 min and 40 amplification cycles at 95°C
for 15 s and 60°C for 1 min. For each run, data were
analyzed as previously described for residual genomic
DNA amplification and for primer—dimers formation
(Chotechuang et al. 2009). Gene expression was deter-
mined using the 272" formula where ACt = (Ct target
gene — Ct housekeeping gene).

Statistical analyses

Data are presented as mean =+ standard errors. They were
analyzed using the SAS program (SAS Institute, Cary,
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USA). The effects of the genotype (KO vs. WT), the diet
(LIN vs. COCO), and the genotype—diet interaction were
tested using a two-way ANOVA with genotype, diet, and
series as factors, using the GLM procedure. When the effect
of genotype and/or diet factor was significant, differences
between means were tested for significance using the post
hoc Tukey—Kramer procedure. Significance level was set at
P < 0.05. When a series effect was significant, data were
normalized as % of the WT group fed the COCO diet.

Results
Markers of PPAR« deficiency (Table 1)

Throughout the 8 weeks of the experimental protocol, daily
food intake was similar in all groups (120 mg/g body
weight per day) whatever the genotype or the diet (data not
shown). In WT mice, the dietary treatment did not influ-
ence the body weight and composition significantly.
PPARu deficiency resulted in a higher body weight than in
WT mice, but between-group differences were significant
only in those fed the COCO diet. Similarly, when com-
pared to their WT counterparts, KO mice fed the COCO
diet exhibited higher proportions of liver and of epididymal
(visceral) and inguinal (subcutaneous) adipose tissue, but
not those fed the LIN diet.

PPAR« deficiency resulted in lower glycemia and higher
triglyceridemia, the degree of which was irrespective of the
diet. In contrast, hypercholesterolemia found in the KO
mice was more pronounced in mice fed the COCO diet
than in those fed the LIN diet.

Plasma amino acids (Table 2)

As concerns the amino acids involved in the urea cycle,
their plasma concentration in the WT group fed the COCO

diet was: arginine, 53.1 pmol/L; ornithine, 44.0 pmol/L;
citrulline, 53.0 umol/L. Whatever the genotype, the dietary
treatment did not influence their plasma concentration
(Table 2). When compared to the WT mice (COCO and
LIN diet together), PPAR« deficiency resulted in a higher
arginine concentration and a lower citrulline concentration,
whereas ornithine concentration tended to decrease, but
was not significantly affected. Besides, post hoc analysis
revealed that, in KO mice, the increase in arginine con-
centration was more pronounced in those fed the LIN diet,
whereas the decrease in ornithine and citrulline concen-
tration was accounted for by mice fed the COCO diet
mainly. Accordingly, ornithine/arginine ratio and citrul-
line/arginine ratio were significantly lower in KO mice
than in WT ones, whereas ornithine/citrulline ratio was not
affected by the genotype (Table 2).

Some other amino acids were also sensitive to the
genotype. PPAR«a deficiency resulted in increased plasma
concentrations of serine, valine, methionine, histidine and
lysine, and in decreased plasma concentrations of taurine,
glycine and o-amino-N-butyric acid. A few amino acids
were sensitive to the diet, their plasma concentration being
lower in the LIN group than in the COCO diet. This was
the case for histidine, lysine, and a-amino-N-butyric acid,
with no interaction with the genotype.

Hepatic expression of target genes (Fig. 1)

Relative mRNA levels were expressed as the % of the WT
group fed on the COCO diet. Level of mRNA for Cyp4al4, a
typical PPAR« target gene, was measured to check whether
the genotype and/or the diet were associated with changes in
PPAR« activity in the liver. Cyp4al4 was almost null in
PPARo-null mice (2% of the WT COCO group), but sig-
nificantly increased in WT mice fed the LIN diet, as com-
pared to those fed the COCO diet. As concerns the target
genes of arginine metabolism, level of mRNA for arginase 1

Table 1 Markers of PPARa deficiency in WT and PPARw-null (KO) mice fed diets rich in either saturated FA (COCO diet) or ALA (LIN diet)

for 8 weeks

WT KO P values

COCO LIN COCO LIN Genotype Diet Interaction

(G) (D) GxD

Body weight (g) 295 4+ 0.5° 29.6 + 0.5° 36.7 + 1.0° 327 £ 1.5° <0.0001 0.0379  0.0261
EpAT weight (%) 231+ 016> 258 £0.19* 3.47 + 0.28° 2.91 + 0.40% 0.0038 0.5062  0.0720
IngAT weight (%) 1.46 £ 0.19° 178 + 0.12% 2.50 + 0.23" 1.79 £ 0.22% 0.0090 03293 0.0102
Liver weight (%) 3.88 £ 0.10°  3.88 £0.25° 450 £ 0.12° 3.71 £ 0.12° 0.1403 0.0112  0.0123
Blood glucose (g/L) 1.94 4+ 0.18" 1.83 + 0.21° 1.48 4+ 0.17% 1.17 &+ 0.12° <0.0001 0.1892 0.4690
Plasma TG (mg/dL)  34.5 + 3.0™ 353 £3.1° 457 + 3.0° 503 4 5.1° <0.0001 02957  0.4611
Plasma CT (mg/dL) 83.4 £ 3.7 675+ 5.7° 120.7 + 4.4° 955 + 6.3° <0.0001 <0.0001 0.3136

Values are mean =+ standard errors for 11-13 mice per group. Mean values within a row sharing a same superscript letter, or without superscript

letter, were not significantly different at P < 0.05
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Table 2 Plasma amino acids in WT and PPARa-null (KO) mice fed diets rich in either saturated FA (COCO diet) or ALA (LIN diet) for

8 weeks

WT KO P values

COoCoO LIN COCO LIN Genotype Diet Interaction

(G) (D) GxD

Serine 100 + 3 95+ 6 112 £5 116 + 7 0.0044 0.9040 0.3943
Valine 100 £ 5 96 + 3 106 + 5 111 £ 7 0.0287 0.9187 0.2969
Methionine 100 + 4 100 + 6 118 £ 7 122 + 10 0.0083 0.8054 0.8084
Histidine 100 + 5 86 + 3 109 + 5 105+ 5 0.0039 0.0495 0.2772
Lysine 100 + 8*° 75 £ 5° 108 + 8* 99 + 9% 0.0366 0.0484 0.2448
Taurine 100 + 9 109 + 8 90 + 7 8146 0.0268 0.9932 0.2680
Glycine 100 £ 5° 97 + 5% 81 + 4° 95 + 4% 0.0144 0.2232 0.0827
a-Amino-N-butyric acid 100 + 8° 70 + 4% 74 £ 9% 66 + 4° 0.0340 0.0139 0.1321
Threonine 100 + 3% 95 + 6% 87 + 5° 113+ 7° 0.7852 0.0754 0.0061
Arginine 100 + 5° 93 + 6° 111 + 5% 120+ 7° 0.0008 0.3789 0.0483
Ornithine 100 + 5° 81 + 6% 80 + 6° 87 + 6™ 0.1053 0.2477 0.0197
Citrulline 100 + 5* 92 + 6% 79 + 4° 88 + 5% 0.0104 0.9679 0.1096
Ornithine/arginine 100 + 7 88 £ 7% 70 & 5° 67 £ 5° 0.0002 0.2197 0.5362
Citrulline/arginine 100 + 5* 100 + 6* 71 £ 4° 69 + 4° <0.0001 0.7827 0.7675
Ornithine/citrulline 100 £ 7 87 + 4 100 £ 6 99+ 9 0.4346 0.3208 0.3828

Due to some statistically significant inter-series effects, values are expressed as % of the WT group fed the COCO diet. Only amino acids of
which plasma concentration was influenced by the genotype and/or the diet are reported, with the exception of amino acids of the urea cycle, of
which concentrations are reported in Fig. 1. Values are mean =+ standard errors for 11-13 mice per group. Mean values within a row sharing a
same superscript letter, or without superscript letter, were not significantly different at P < 0.05

350 a B WT Caco
O WT LIN

300 Ko Coco
8 250 E KO LN
s}
Q
5200 P values ARG1 | ARG2 | NOS2 | NOS3 | Cyp4al4
2 Genotype (G) 0.0005 | 0.0052 | 0.1974 | 0.5390 | <.0001
= Diet (D) 0.3792 | 0.9441 | 0.2640 | 0.0241 | 0.0023
; 100 Interaction (G*D) | 0.7793 | 0.7742 | 0.5196 | 0.3209 0.0021

50

ARG 2

NOS2 NOS3 Cypdaid

Fig. 1 Hepatic mRNA levels of CYP4al4 and arginine metabolism
key genes in WT and PPARw-null (KO) mice fed diets rich in either
saturated FA (COCO diet) or ALA (LIN diet) for 8 weeks. Values
(after correction relative to mRNA TBP or 18S levels) are expressed

(ARGL1), which is cytosolic and mainly ascribed to the urea
cycle in the liver, was not affected by the dietary treatment.
In contrast, it was significantly decreased by PPAR« defi-
ciency. Arginase 2 is mitochondrial, more ubiquitous, and
competes with NOS3 (eNOS) for NO synthesis. Similar to
arginase 1, arginase 2 (ARG2), mRNA level was not diet-
responsive, but was significantly lower in KO mice. The
expression of (constitutive) NOS3 (eNOS) was not affected
by the genotype, but was significantly lower in mice fed the
LIN diet. In contrast, the expression of (inductible) NOS2

@ Springer

as % of the WT group fed the COCO diet (mean + standard errors for
11-13 mice per group). For each parameter, columns sharing a same
superscript letter, or without superscript letter, were not significantly
different at P < 0.05

(iNOS) was affected neither by genotype nor by the diet.
Lastly, expression of the three transaminase genes (ALAT,
cASAT, mASAT) was not affected by either PPARo defi-
ciency or the diet (data not shown).

Plasma and urinary arginine metabolism (Table 3)
Plasma urea concentration was not affected by genotype. In

contrast, it was higher in the LIN group than in the COCO
one, this effect being significant in KO mice only.
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Table 3 Urinary 23-h excretion of creatinine, urea, and nitrate, and plasma urea concentration in WT and KO mice fed on diets rich in either

saturated FA (COCO diet) or ALA (LIN diet) for 8 weeks

WT KO P values
COCO LIN COCO LIN Genotype Diet Interaction
(G) (D) G x D
Plasma urea (mmol/L) 6.99 & 0.56°  7.33 £ 0.44* 6.56 £ 0.38*  8.57 £ 043" 0.4803 0.0069  0.0809
Urinary creatinine (pmol) 4.17 £ 0.60 2.59 + 0.25 3.02 £ 0.23 3.09 +£ 043  0.3512 0.0896  0.0569
Urinary urea (mmol) 2.19 + 0.29* 1.60 + 020  1.56 &+ 0.15® 1.45 £ 0.13>  0.0600 0.0660 0.1916
Urinary nitrate (pumol) 4.37 £ 0.59 3.59 + 0.60 3.12 + 0.37 291 +£ 048  0.0528 0.3220 0.5624
Urinary urea (mmol/uMol creatinine) 0.53 + 0.03 0.59 £+ 0.08 0.52 + 0.03 0.53 £ 0.04 0.4680 0.4657 0.3840
Urinary nitrate (imol/pumol creatinine) 1.10 £ 0.13 1.22 + 0.13 1.04 + 0.10 0.99 £ 0.19  0.3010 0.8372  0.5106

Mean values =+ standard errors for 11-13 mice per group. Urinary excretions of urea and nitrate are expressed in absolute values and relative to
creatinine excretion. Mean values within a row sharing a same superscript letter, or without superscript letter, were not significantly different at

P < 0.05

Urinary excretions of creatinine, urea, and nitrate were
not affected by either dietary treatment or genotype.
However, when compared to WT mice, absolute values of
urea and nitrate excretions in KO mice tended to be lower
(P = 0.0600 and 0.0528, for urea and nitrate, respectively),
but this trend disappeared when urinary excretions of urea
and nitrate were expressed relatively to the creatinine
excretion.

NO synthesis and the competition with systemic
arginine conversion into urea (Fig. 2)

The conversion of systemic arginine into urea did not differ
with either the genotype or the diet (Fig. 2a). In contrast,
the conversion of systemic arginine into nitrate (a measure
of whole-body NO synthesis) was significantly lower in
KO mice, but remained not affected by the diet (Fig. 2b).
When expressed as relative to the conversion of systemic
arginine into urea, the effect of PPAR« on whole-body NO
synthesis was diet-sensitive (diet X genotype interaction)
and the effect of PPAR«a inactivation was significant in
mice fed the LIN diet but not in those fed COCO diet
(Fig. 2¢).

Discussion
Validation of the model

In the present study, PPARa-null mice exhibited charac-
teristic phenotypic alterations such as obesity, hepatic
hypertrophy, hypertriglyceridemia, hypercholesterolemia,
and glycemic dysregulation (Table 1). These alterations are
consistent with those initially described for lipid metabolism
(Costet et al. 1998) and glucose homeostasis (Kersten et al.
1999; Neschen et al. 2007) and resemble those clustered in
the metabolic syndrome (Cornier et al. 2008). Besides, in the

present study, the degree of some alterations was sensitive to
the nature of dietary fatty acids. Indeed, in KO mice, the LIN
diet limited obesity, hepatic hypertrophy, and hypercholes-
terolemia, and aggravated the decrease in glycemia. These
data are in line with our previous reports that an ALA-rich
diet (as compared to saturated FA) alleviates some of the risk
factors associated with the metabolic syndrome resulting
from PPARa deficiency, and that even with a very low intake
(Martin et al. 2007; Morise et al. 2009). Besides, in accor-
dance with our previous study (Martin et al. 2007), they
confirm that even a very low fatty acid intake (<5% in
weight) can modulate markedly the phenotypic conse-
quences of PPARu deficiency. In parallel, mRNA level of
Cyp4al4, a typical PPAR« target gene, was nearly abolished
in KO mice, which indicated the absence of PPAR« activity
(Fig. 1). It was increased in WT mice fed the LIN diet (vs.
the WT COCO group), showing that PPAR« activity was
sensitive to the diet.

Thus, our experimental conditions reproduced the clas-
sical phenotype associated with PPAR« deficiency, as well
as the previously reported influence of dietary fatty acids
on the degree of these alterations. This allowed us to
consider our model as valid to investigate the effects of
PPAR« deficiency and dietary fatty acids on another met-
abolic pathway involved in the metabolic syndrome, i.e.
NO synthesis from arginine.

PPARu deficiency alters arginine metabolism and NO
synthesis

A few animal studies have investigated the role of PPAR«
in the regulation of amino acid metabolism, and especially
of arginine metabolism. Using PPARw-null mice or PPAR«
pharmacological agonists, they clearly showed that PPAR«
regulates the mRNA level of key enzymes of arginine
metabolism, such as arginase, deaminases, or transami-
nases (Edgar et al. 1998; Kersten et al. 2001; Sheikh et al.
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Fig. 2 Whole-body nitric oxide (NO), synthesis and conversion of
systemic arginine into urea in WT and PPARo-null (KO) mice fed
diets rich in either saturated FA (COCO diet) or ALA (LIN diet) for
8 weeks. Values are mean = standard errors for 11-13 mice per
group. For each parameter, columns sharing a same superscript letter,
or without superscript letter, were not significantly different at
P < 0.05. a Tracer-based measurement of the conversion of systemic
arginine into urea. Values are presented as the percentage of the
injected '’N,-(guanido)-arginine dose that has been converted into

2007). Plasma markers of arginine metabolism (urea,
amino acids of the urea cycle) were also affected (Kersten
et al. 2001; Makowski et al. 2009; Sheikh et al. 2007), as
well as kidney NOS activity (Newaz et al. 2005). All these
studies clearly pointed out that PPAR« is involved in the
regulation of arginine metabolism, even if the underlying
mechanisms appear to be complex.

The main objective of our study was to investigate the
metabolism of arginine with a focus on NO synthesis, using
a whole-body approach. One of the major findings is that
PPARu« deficiency significantly, markedly, reduced whole-
body NO synthesis (Fig. 2). Interestingly, we found that
the decrease in NO synthesis in PPAR« deficiency could
not be ascribed to an increase in the competitive systemic
arginase pathway. The major evidence comes from the
tracer-based measurements of the systemic conversion of
arginine into urea, which was the same in all groups. The
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15N-urea and recovered in the 23-h urine collection, adjusted for
urinary creatinine excretion (in pmol). b Whole-body synthesis of
nitric oxide (NO) after a systemic dose of '’N,-(guanido)-arginine.
Values are presented as the percentage of injected 15N2—(guanido)—
arginine converted into I5N-nitrate, after adjustment of I5N-urea
relative to urinary creatinine (in puM). ¢ Ratio of the whole-body
synthesis of NO to the relative conversion of systemic arginine into
urea

role of arginase as a modulator of NOS activity has been
advocated in different pathophysiological situations where
NO synthesis is thought to be impaired as a result an
increased arginase activity and consequent reduction in
L-arginine availability (Morris 2009). In contrast, in the
present study, PPAR« deficiency and the decrease in NO
synthesis were associated with an increase in plasma
arginine (Table 2), which does not indicate an arginine
deficiency. However, arginine metabolism is highly com-
partmented, and we cannot rule out that the intracellular
availability of arginine at the site of NO synthesis may be
lowered in PPAR« deficiency. The higher plasma arginine
concentration in PPARa-null mice was paralleled with a
lower plasma citrulline concentration (Table 2). This is
consistent with the opposite pattern of variations in plasma
arginine and citrulline that was reported in rats treated by
pharmacological PPARa agonists (Linz et al. 2009; Sheikh
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et al. 2007). Nevertheless, it is doubtful that the decreased
plasma concentration of citrulline in PPARo-null mice can
be fully accounted for by the impairment of arginine bio-
conversion via NOS, since this metabolic pathway con-
tributes only marginally to the flux of plasma citrulline.

The molecular mechanisms by which PPAR« deficiency
impairs arginine channeling and whole-body NO synthesis
remain unclear. On the one hand, hepatic mRNA levels of
either NOS3 (constitutive) or NOS2 (inducible) were not
affected (Fig. 1). It is important to note that the regulation
of NO synthesis is so complex that mRNA levels of hepatic
eNOS are unlikely to reveal the final modification in the
NO synthesis pathway (Fleming and Busse 2003). On the
other hand, PPAR« deficiency also significantly increased
plasma arginine concentration and decreased the mRNA
level of arginase 1, which is strongly expressed in the liver,
and is the key enzyme of bioconversion of arginine into
ornithine and urea. This contrasts with a previous study
showing that PPARo deficiency up-regulated hepatic
arginase expression (Kersten et al. 2001). A possible
explanation for this discrepancy is the fasting duration,
which was 5 h in the present study and 24 h in the previous
one.

We did not measure arginase activity in the present
study, but this activity usually appears to be proportional to
the amount of arginase protein, which, in turn, is deter-
mined primarily by transcription of the arginase genes
(Morris 2009). Therefore, the marked decrease in hepatic
arginase expression indicates that the reduction of NO
synthesis in PPARo deficiency is not accounted for by an
up-regulation of arginase pathway in the liver. It remains,
however, very difficult to understand the changes in argi-
nine metabolism using biochemical data from the liver
only. In this regard, our measurement of whole-body NO
synthesis has the advantage of offering a clear integrative
insight into the final overall metabolic process of NO
biosynthesis in PPAR« deficiency.

In addition, the present study shows that PPARo defi-
ciency affects not only arginine metabolism, but also
overall amino acid metabolism, as evidenced by the
changes in the plasma amino acid profile (Table 2). The
complex pattern of changes that we found contrasts with
previous data showing that PPARo deficiency globally
decreases the plasma concentration of amino acids,
including arginine (Makowski et al. 2009). These dis-
crepancies may result from a difference in the difference of
the fasting duration. Considering the high metabolic rates
and substrate turn-over in mice (as compared to humans),
the 5-h fasting that we used is much more physiological
than the 18 h used previously (Makowski et al. 2009).
Taken together, this would suggest that the role of PPAR«
in the prevention of amino acid catabolism is prominent in
the adaptation to prolonged food deprivation (18 h), as

suggested by Makowski et al. (2009), but is more complex
in the regulation of the physiological fed-to-fasted
transition.

The nature of dietary fatty interacts with the regulation
of arginine metabolism by PPAR«

A few in vivo studies suggested that dietary n-3 intake
enhances NO synthesis (Harris et al. 1997; Li et al. 2008;
Sekine et al. 2007). However, the role of PPARx as a
mediator of n-3 PUFA-induced NO synthesis remains to be
determined, as well as the underlying changes in the
metabolism of amino acids, and especially of arginine. To
our knowledge, the present study is the first to reveal that
the nature of dietary fatty acids, even in a few amount,
modulated some aspects of amino acid metabolism in
either WT or PPARo-null mice.

Indeed plasma concentrations of histidine, lysine and
a-amino-N-butyric acid concentrations were lower in the
mice fed the LIN diet than in those fed the COCO diet
(Table 2). Besides, the difference between the dietary
groups was less pronounced in KO mice than in the WT
ones. This is indicative of a classical activation of PPAR«x
by dietary n-3 fatty acids in WT mice, which is partly
abolished by PPARa deficiency. This contrasts with a
previous study showing that rats treated with a pharma-
cological PPAR« agonist (WY 14,643) exhibited either
similar or higher concentrations of plasma amino acids
(Sheikh et al. 2007). This discrepancy may be ascribed to
the difference in the lipid content of the diets, which was
low in our study and high in the rat study (48% in
weight).

In contrast with the above-cited amino acids, plasma
concentrations of arginine, threonine and urea were not
affected by dietary FA in WT mice, but increased more in
KO mice fed the LIN diet than in those fed the COCO diet
(Tables 2, 3). On the opposite, plasma concentration of
ornithine and citrulline decreased in KO mice fed the
COCO diet, but not in those fed the LIN diet. Interestingly,
in KO mice, utilization of systemic arginine for NO versus
urea synthesis also tended to be sensitive to the nature of
dietary FA, inasmuch as it was significantly impaired in the
LIN group, but not in the COCO group (Fig. 2¢). This
suggests that PPARo deficiency makes the metabolism of
some amino acids, including arginine, sensitive to the
nature of dietary FA, as shown previously for lipid
metabolism (Morise et al. 2009). Despite that, under our
experimental conditions [lipids accounting for only 4.8%
(in weight) of the diet], the effects of PPAR« deficiency are
largely prominent over those of the diet, these findings
provide new insights into the pleiotropic effects of PPAR«
activation, and into the complex interactions between die-
tary fatty acids, gene transcription, and functional effects.
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In conclusion, we have demonstrated for the first time
that PPARa deficiency affects whole-body arginine
metabolism, resulting in a marked impairment in NO
synthesis. Accordingly, PPAR« activation would favor NO
synthesis, which warrants further study on the potential of
PPARu up-regulation to prevent the decrease in NO syn-
thesis that is closely associated with the physiopathology of
the metabolic syndrome.
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Glutathione (GSH) derives from cysteine and plays a key role in redox status. GSH synthesis is determined mainly by cysteine
availability and y-glutamate cysteine ligase (yGCL) activity. Because PPAR« activation is known to control the metabolism of
certain amino acids, GSH synthesis from cysteine and related metabolisms were explored in wild-type (WT) and PPARa-null
(KO) mice, fed diets containing either saturated (COCO diet) or 18:3 n-3, LIN diet. In mice fed the COCO diet, but not in those
fed the LIN diet, PPAR« deficiency enhanced hepatic GSH content and yGCL activity, superoxide dismutase 2 mRNA levels, and
plasma uric acid concentration, suggesting an oxidative stress. In addition, in WT mice, the LIN diet increased the hepatic GSH
pool, without effect on yGCL activity, or change in target gene expression, which rules out a direct effect of PPARa. This suggests
that dietary 18: 3 n-3 may regulate GSH metabolism and thus mitigate the deleterious effects of PPAR« deficiency on redox status,

without direct PPAR« activation.

1. Introduction

PPAR« is a major regulator of the macronutrient metab-
olism, especially during the fed-to-fasting transition [1].
Formerly, PPARa has been involved in the regulation of lipid
metabolism, including cellular uptake of fatty acids, intra-
cellular fatty acid binding and activation, microsomal w-
oxidation, f-oxidation and ketogenesis, and synthesis of li-
poproteins [2, 3]. Later on, PPAR« effects have been shown
to extend to a number of target genes involved in the metab-
olism of glucose, glycerol and glycogen, and bile acids, as well
as in inflammation, detoxification, and hepatocarcinogenesis
[4, 5]. More recently, PPAR« has also been shown to play a
role in amino acid metabolism, through the regulation of a
number of hepatic target genes involved in transamination,
deamination, and urea synthesis [6-8].

Beyond nutritional situations, interest in PPAR« effects
on amino acids metabolism can also be considered in light of
the involvement of specific amino acids in physiopatholog-
ical processes associated with the metabolic syndrome. We

have recently shown that PPAR« deficiency decreases whole
body nitric oxide (NO) synthesis from arginine, suggesting a
beneficial effect of PPAR« on vascular function [9]. Cysteine
is a second amino acid of which metabolism might be of
importance in the context of metabolic syndrome. Indeed,
cysteine is the rate-limiting substrate for the synthesis of
glutathione (GSH) [10], a major endogenous antioxidant,
protecting cells from reactive oxygen species (ROS). Most of
the GSH is utilized in antioxidant defence via the glutathione
peroxidase (GPX) enzyme family to neutralize ROS and pro-
tect the body from their noxious effect [11]. GSH synthesis is
a two-step process. The first rate-limiting step is the conden-
sation of cysteine and glutamate to y-glutamylcysteine and is
catalyzed by y-glutamate cysteine ligase (yGCL). While GSH
synthesis occurs in every tissue, the liver plays a prominent
role in whole body GSH flux [12]. A growing number
of studies support a link between glutathione synthesis
and utilization and the metabolic syndrome. Alterations
in glutathione status and utilisation are long-recognized
hallmarks of metabolic syndrome-associated oxidative stress



[13-17]. In parallel, fuelling glutathione synthesis through
an extra cysteine supply has been shown to alleviate insulin
resistance and oxidative stress in animal models of the
metabolic syndrome [18, 19].

Despite that PPAR« activation enhances ROS generation
by activating fatty acid and 8- and w-oxidation, it can also
promote ROS clearance through increased expression and/or
activity of antioxidant enzymes, such as catalase (CAT) and
superoxide dismutase (SOD) [20-23]. Accordingly, PPAR«
deficiency decreases the activity of the same enzymes [23].
However, little is known regarding the role of PPAR«
in hepatic metabolism of GSH. In fasted mice, PPAR«
deficiency reduced hepatic GSH level and GPX activity [23].
Consistently, fibrate treatment increased erythrocyte GPX
activity in human [24] and hepatic GSH content in the
mouse [25]. A few studies have also addressed the effect
of n-3 polyunsaturated fatty acids (PUFA), natural PPAR«
ligands, on GSH metabolism. In a rat model of chronic
heart failure, n-3 fatty acid treatment increased cardiac yGCL
content and activity, increased total and reduced glutathione,
and decreased oxidized glutathione [26]. As concerns the
destruction of ROS, the effects of n-3 PUFA supplementation
in the rat are inconsistent, with GPX activity being decreased
[27] or not changed [28]. In cultured human fibroblasts,
DHA (22:6 n-3) induced expression and activity of yGCL,
as well as intracellular GSH content [29]. However, none of
these studies provided a direct evidence for a role of PPAR«
in the modulation of GSH metabolism by n-3 fatty acids.

The first and main objective of the present study was to
investigate the effects of PPAR« invalidation in the regulation
of GSH metabolism by using wild-type (WT) and PPARa-
deficient mice (KO). We have shown previously in the mouse
that a number of hepatic genes known to be regulated
essentially via PPAR«a were upregulated by a-linolenic acid
(ALA, 18:3 n-3) as they are by its long-chain derivatives.
This was observed in WT mice fed rather high-fat diets [30]
but also in WT mice fed low-fat diets, albeit to a lesser
extent [31]. For these reasons, as a secondary objective,
we aimed to assess the contribution of dietary n-3 PUFA
to PPARw activation, by exposing mice to contrasted diets,
containing mostly either saturated FA or ALA. We explored
GSH synthesis from cysteine, as well as hepatic thiol content
and mRNA levels of enzymes involved in the protection
against oxidative damages.

2. Materials and Methods

2.1. Animals and Diets. Male PPARa-deficient mice [32]
were supplied by the ToxAlim laboratory (UR66, INRA,
Toulouse), in which several additional rounds of backcross-
ing have been performed initially to increase the C57BL/6]
genetic background and to generate the animals used [33].
Wild type male C57BL/6] mice were obtained from Charles
River (LArbresle, France). In vivo studies were conducted
under European Union guidelines for the use and care of
laboratory animals.

Twenty-eight 6-7-week-old mice were bred in INRA’s
facility in Paris and housed collectively on wood litter, at
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22 + 2°C under 12-h light/dark cycles (light on at 06:00 am).
They were fed ad libitum a standard pelleted diet (Teklad
20-18S, Harlan, Gannat, France) and acclimated to local
conditions for 4 weeks. At 10-11 weeks of age, mice were fed
during 8 weeks one of the two experimental diets differing
in their fatty acid profile (LIN or COCO diet, as described
below). They had free access to food and tap water. Food
consumption (as assessed per collective cage and expressed
relatively to the mean body weight of mice in each cage) and
individual body weight were recorded weekly.

Diets were provided as pellets by UPAE-INRA (Jouy-en-
Josas, France) as described previously [31]. The calculated
composition (in weight) of the two diets was 21.0% protein,
69.2% carbohydrate, 4.8% lipid, 4.0% vitamins, and 4.0%
minerals. The experimental diets were isoenergetic, with
lipids providing 11.3% of total energy intake. The choice
of a low fat diet was based on the results of a previous
nutrigenomic study of some of the present authors, showing
significant effects of PPARa deficiency on lipid and xeno-
biotic metabolism in mice fed the same diets as in the
present study [31]. Besides, in our previous studies, Cyp4al4
gene, exhibiting a PPRE sequence and being specifically
activated by PPARa pure agonists [34], was significantly
more expressed in WT mice than in KO mice fed a low fat
diet rich in 18:3 n-3 [9, 31]. This indicated that even a low
dietary amount of n-3 PUFA was able to activate PPARa,
which justified the choice of the dietary conditions. Oils
used for experimental diet preparation were hydrogenated
coconut oil for a saturated FA-rich diet (SFA, COCO diet)
and linseed oil for a ALA-rich oil (LIN diet). Their fatty
acid composition was (in weight %): 99.6% SFA, 0.3%
monounsaturated FA (MUFA), and 0.1% PUFA for the
COCO diet; 9.0% SFA, 18.0% MUFA, and 72.9% PUFA
(58% ALA) for the LIN diet [31].

2.2. Experimental Design. At the end of the experimental
period, mice were fasted for 5h, then weighed and anes-
thetized with combined xylazine/ketamine solution. Blood
was taken by cardiac puncture, and mice were then killed
by exsanguination. Plasma was separated by centrifugation
(1,700*g, 20 min, 4°C) and aliquots were stored at —80°C.
The abdominal cavity was then opened, and the liver was
removed and weighed. Several liver samples were snap frozen
in liquid nitrogen and stored at —80°C. Epididymal adipose
tissue (EpAT, visceral localization) and inguinal adipose
tissue (IngAT, subcutaneous localization) were removed and
weighed.

2.3. Biochemical Analyses. Blood glucose concentration was
determined with an Accu-Chek glucometer (Roche Diag-
nostics, Meylan, France). Plasma cholesterol, triglycerides,
and uric acid were determined by colorimetric enzymatic
methods using commercial kits (Bio-Merieux, Craponne,
France), adapted for use in a 96-well microplate reader
(Molecular Devices, Saint-Grégoire, France). Plasma amino
acids were determined by ion-exchange chromatography
with postcolumn ninhydrine derivatisation on an Amino-
tac JLC-500/V (Jeol, Tokyo, Japan). Plasma concentrations
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TaBLE 1: Primer sequences used in quantitative RT-PCR analysis.

Gene name Abbreviation ~ RefSeq  Forward primer Reverse primer

(Gé‘;;tl};ione peroxidase 1 o NM_008160 GACACCAGGAGAATGGCAAGA ACCATTCACTTCGCACTTCTCA
%’;gr)le dioxygenase Cdo NM_033037 GATACATGCCACGCCTTTGA CCTGAAGTTGTAAATGGAGTCCTGAT
Catalase (CAT) Cat NM_009804 GCCAGAAGAGAAACCCACAGACT CACTGAACAAGAAAGAAACCTGATG

Glutamate cysteine ligase
(yGCL), catalytic subunit

Glutamate-cysteine ligase

Gcle NM_010295 GGAGGCGATGTTCTTGAGACTCT

CCTTCGATCATGTAACTCCCATACT

. °  Gcm NM_008129 GGCCTCCTGCTGTGTGATG GCCTCAGAGAGCAGTTCTTTCG
(yGCL), modifier subunit
?;‘Of’g‘l”)‘ide dismutase 1 Sodl  NM_011434.1 GTGCAGGGAACCATCCACTT GTCCTGACAACACAACTGGTTCA
?ggg;’;‘ide dismutase 2 Sod2 NM_013671 GCTCTGGCCAAGGGAGATG TGATTAATATGTCCCCCACCATT
CD68 antigen (CD68) Cd68  NM_009853.1 CATCAGAGCCCGAGTACAGTCTACC AATTCTGCGCCATGAATGTCC

Chemokine (C-C motif)
ligand 2 (MCP1)

Serum amyloid A (SAA) Saa

Ccl2 NM_011333.3 GGCTCAGCCAGATGCAGTTAA
NM_009117.3 GCGAGCCTACACTGACATGA

CCAGCCTACTCATTGGGATCA
TTTTCTCAGCAGCCCAGACT

All primer sequences were designed using Primer Express (Applied Biosystems) software and were from Eurogentec (Eurogentec, Seraing, Belgium).

of adiponectin, plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-
1), monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1), leptin, and
insulin were determined using multiplexed immunoassays
(Millipore-Linco Research, St. Charles, USA) on a Bioplex-
200 analyzer (Bio-Rad Laboratories, Marnes-la-Coquette,
France).

2.4. Gene Expression. Total RNA was extracted from a liver
sample using Trizol reagent (Invitrogen, Carlsbad, USA),
and synthesis of cDNA was performed on 400 ng of total
RNA using a high capacity cDNA reverse transcription Kkit,
based on the use of both oligodT and hexamers (Applied
Biosystems, Foster City, USA). The primers listed in Table 1
were used for quantitative PCR on a 7300 real-time PCR
system (Applied Biosystems), as described previously [35].
Gene expression was determined using the 274t formula
where ACt = (Ct target gene — Ct 18S).

2.5. Hepatic Thiol Concentrations. Total low-molecular wei-
ght thiols (cysteine, GSH, and cysteinylglycine (CysGly))
were analyzed using high-performance liquid chromatog-
raphy (HPLC) as described previously, with slight modifi-
cations [36]. Briefly, 50 mg of liver samples were homoge-
nized in 950 uL of 0.1 M phosphate buffer and centrifuged
(3,000%g, 5min). A small volume of supernatant was
removed for subsequent protein assay with the Pierce bici-
nchoninic acid (BCA) Assay Kit (Pierce, Rockford, USA).
Sixty uL of the supernatant were reduced with 0.66 vol of
triphenylphosphine (10% in dimethylformamide) depro-
teinized by 2vol of 10% TCA and derivatized by 3% 4-
(aminosulfonyl)-7-fluoro-2,1,3-benzoxadiazole at pH 9.0.
After 1 hour incubation at 4°C, derivatization was stopped
by adding 25 uL of 4 mM HCL. N-acetylcysteine was added
in every sample as an internal standard. Thiol separation was

achieved at 45°C on a Kromasil c18 column (15 cm X 4.6 mm
id., 3.5 ym) with a mobile phase consisting in 90% 100 mM
citrate buffer pH 4.0 and 10% methanol. External standards
of GSH, cysteine, and CysGly were used for the identification
and quantification of thiols in liver homogenates. Results
were normalized for liver weight or protein content.

2.6. Hepatic yGCL Activity. Liver yGCL activity was assessed
in liver homogenate using a fluorescence-based method
as described previously [37]. Briefly, a cytosolic fraction
was prepared from a 50 mg liver homogenate by successive
centrifugation (10,000 g, 10 min, 4°C and 15,000%g, 5 min,
4°C). Fifty uL of this cytosolic fraction were preincu-
bated for 5min at 37°C with 1vol of reaction medium
consisting in (final concentration): 133 mM Tris, 13.3 mM
ATP, 6.66 mM glutamic acid, 0.66 mM serine, 0.66 mM
EDTA, 6.66 mM sodium borate and 13.3 mM MgCl,. The
reaction was started by the addition of 50 uL of cysteine
(0.66 mM, final concentration) and stopped after 20 minutes
at 37°C with 50 yuL of 200 mM sulfosalicylic acid followed
by centrifugation at 2,000 xg. For derivatization, 20 uL of
the resulting supernatant were incubated with 180uL of
10mM 2,3-naphthalenedicarboxaldehyde (NDA) solution,
to form NDA-y-glutamylcysteine. Fluorescence intensity (eex
472 nm —é&em 528 nm) was measured on a fluorescence plate
reader (CytoFluor 4000, Applied Biosystems) and quantified
using standard curves of NDA-GSH. Results were corrected
for initial GSH content and normalized for liver weight or
protein concentration of the cytosolic fraction.

2.7. Statistical Analyses. Data are presented as means + SEM.
They were analysed using the SAS program (SAS Institute,
Cary, USA). Differences between treatments and interactions
were tested with a two-way ANOVA with genotype and diet
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TaBLE 2: Markers of PPAR« deficiency in WT and PPARa-null (KO) mice fed diets containing either saturated FA (COCO diet) or ALA (LIN

diet) for 8 weeks.

WT KO P values
Genotype Diet Interaction

COCO LIN COCO LIN ANOVA TS ) R
Body weight (g)  29.5 + 0.5 29.6 + 0.5 36.7 + 1.0° 32715 00001 00001 00379  0.0261
Liver weight (g) ~ 1.07 +0.04>  1.07 £0.06"  155=0.08  104+004>  <0.0001 00004 00001  0.0001
Liver weight (%)  3.88 = 0.10° 3.88 +0.25" 4.50 + 0.12° 3.71 £ 0.12° 0.0007 0.1403 0.0112 0.0123
EpAT weight (%) 2.31 +0.16>  2.58 +0.19%® 347 +0.28 291 +0.40® 00013 00038 05062  0.0720
IngAT weight (%) 1.46 +0.19® 178 £0.12®® 250 =023 179 +022% 00063  0.009 03293  0.0102
Blood glucose 194 +0.18  1.83+021° 148 +0.17%  117+012* 00001  0.0001  0.1892  0.4690
(/L)
Plasma TG b b b
(mgfdL) 025+0.02° 030003  039£001°>  036+005 00231 00039 07881 03064
Plasma CT b b b
(mgd/L) 0.75 + 0.02 0.62 + 0.05 120 £ 0.07°  0.84 +0.11 0.0001  0.0001  0.0015  0.0823

Values are means + standard errors for 7 mice per group. Mean values within a row sharing a same superscript letter, or without superscript letter, were not

significantly different at P < 0.05.

as factors, using the GLM procedure. When the genotype
and/or diet factor was significant, differences between means
were tested for significance using the post hoc Tukey-Kramer
procedure. Significance level was set at P < 0.05.

3. Results

3.1. Markers of PPARa Deficiency in Relation to Dietary
Treatment (Table 2). Body weight was higher in the KO mice.
Throughout the 8 weeks of the experiment, individual daily
food intake (in g, and as estimated from total food consumed
per cage) was higher in KO mice, but was similar to the WT
mice when corrected for the body weight (130 = 14 mg/g
body weight per day, whatever the genotype or the diet).
This indicated that the higher body weight of the KO groups
did not differ primarily from a higher food intake. In WT
mice, the fatty acid composition of the diets did not affect
the markers of the metabolic syndrome. PPAR« deficiency
resulted in higher body and liver weights, as well as in
adipose tissue proportion than in WT mice. Post-hoc analysis
showed that this genotype effect was significant only in the
COCO-fed mice, and not in the LIN-fed ones. In contrast,
there was no overall effect of PPAR«a deficiency on liver
proportion but a significant genotype * diet interaction, so
that post-hoc analyses revealed that the liver proportion was
significantly increased by PPAR« deficiency the COCO-fed
group, and not in the LIN-fed one. Similarly, the higher
plasma concentrations of triglyceride and cholesterol found
in the KO mice were more pronounced in the COCO-
fed group than in the LIN-fed one. In contrast, when
compared to their WT counterparts, KO mice exhibited a
lower glycemia, this effect being more pronounced in mice
fed the LIN diet.

3.2. GSH Metabolism Related Parameters

3.2.1. Hepatic Thiols Status (Table 3). Hepatic GSH con-
centration and pool varied according to the experimental

conditions, with a strong interaction between the genotype
and the diet (P < 0.001). In WT mice, GSH concentration
and pool were 40% higher in those fed the LIN diet than
in those fed the COCO diet. PPAR« deficiency resulted in
increased concentration and pool of GSH in the COCO-fed
mice, while it did not affect the LIN-fed diet ones. Hepatic
concentration and pool of cysteine and CysGly were much
lower than those of GSH and were neither affected by PPAR«
deficiency nor by the diet.

3.2.2. Hepatic yGCL Activity (Figure 1) and mRNA Levels
of yGCL and CDO (Table4). In WT mice, the fatty acid
composition of the diets did not influence either spe-
cific or total yGCL activity. PPAR« deficiency significantly
increased yGCL specific activity (Figure 1(a)) and total
activity (Figure 1(b)). The post-hoc analysis showed that the
effect of PPAR« deficiency on yGCL was significant only in
the LIN-fed mice for the specific activity and in the COCO-
fed mice for the total activity. Hepatic mRNA level of yGCL
and CDO was not affected by either PPAR« deficiency or the
diet (Table 4).

3.2.3. Plasma Amino Acid Concentrations (Table 5). Among
amino acids related to cysteine metabolism, PPAR«a defi-
ciency was associated with a significantly higher plasma
concentration of methionine and lower concentration of
glycine and taurine. Plasma concentration of glutamic acid
and cysteine was not affected by the genotype. None of the
plasma concentrations was influenced by the diet.

3.3. Oxidative Stress and Inflammatory Status

3.3.1. Hepatic mRNA Levels of Antioxidant Enzymes and of
Inflammatory Markers (Table 4). Hepatic mRNA levels of the
genes coding for GPx (Gpxl), CAT (Cat), and Cu/ZnSOD
(Sod1) were not affected by PPAR« deficiency, while PPAR«
deficiency significantly increased the mRNA level coding for
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TaBLE 3: Hepatic thiols concentrations and pools in WT and PPARa-null (KO) mice fed diets containing either saturated FA (COCO diet)

or ALA (LIN diet) for 8 weeks.

WT KO P values
Genotype Diet Interaction

COCO LIN COCO LIN ANOVA S D) S
GSH (umol/g 515 | 190> 5138+4120 5201 +509° 3892 + 382 0.0013 0.2815 0.3569 0.0003
of protein)
Cysteine
(umol/g of 274 +91.8 190 + 66.0 211 + 55.8 243 + 55.8 0.8377 0.9432 0.7061 0.4144
protein)
CysGly
(umol/g of 975+580  83.6+12.7 102 + 20.5 93.5 + 8.14 0.8012 0.6243 0.4461 0.8514
protein)
SVS::) (pmol/ 439+ 313> 774 +77.2% 1031+ 118° 544 + 80.7b 0.0002 0.0367 0.3590 <.0001
Cysteine 402+160  293+10.6 413 +10.1 332 +7.62 0.8614 0.8304 0.4181 0.9034
(pmol/ liver)
CysGly (ymol/
liver) 14.2 + 1.24 13.1 £2.03  20.0 +3.49 12.9 + 1.19 0.1456 0.2600 0.1099 0.2383

Values are means + standard errors for 7 mice per group. Mean values within a row sharing a same superscript letter, or without superscript letter, were not

significantly different at P < 0.05.

Hepatic yGCL specific activity
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FiGgure 1: Hepatic GCL activity in WT and PPARa-deficient (KO) mice fed diets containing either saturated FA (COCO diet) or ALA (LIN
diet) for 8 weeks. Values are expressed as nmol/mg of protein/h for specific activity (a) and as mmol/liver/h for total activity (b). They
are means * standard errors for 7 mice per group, **KO group significantly different from WT group P < 0.01. Columns sharing a same
superscript letter, or without superscript letter, were not significantly different at P < 0.05.

MnSOD (Sod2). None of these mRNA levels was influenced

by the diet, whatever the genotype.
CD68 mRNA level was significantly higher in KO mice
than in WT ones. Post-hoc analysis showed that this genotype

effect was borne by the mice fed the LIN diet essentially. SAA
and MCP1 mRNA levels were also numerically higher in KO

mice, but the difference was not statistically significant (P =

0.0684 for SAA and 0.0829 for MCP1).

3.3.2. Plasma Concentration of Uric Acid (Figure2). In WT
mice, the fatty acid composition of the diets did not influence
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TaBLE 4: Hepatic mRNA levels of cysteine and glutathione metabolism key genes, and of inflammatory markers, in WT and PPARa-null
(KO) mice fed diets containing either saturated FA (COCO diet) or ALA (LIN diet) for 8 weeks (arbitrary units).

WT KO P values
Genotype Diet Interaction
COCO LIN COCO LIN ANOVA

(G) (D) G*D
Glutamate cysteine
ligase (yGCLc), 022 +0.04 0.30+0.07 022+0.05 0.13+002 0.1583 0.0941 0.9836 0.1183
catalytic subunit
Glutamate cysteine
ligase (yGCLm), 0.68+0.11  0.65+0.07 0.55+0.07 0.63+0.17 0.8840 0.5255 0.8070 0.6317
modifier subunit
Cysteine 384+061 224+0.16 222+038 392+ 102 0.1193 0.8885 0.9780 0.0181
dioxygenase (CDO)
Glutathione 8.65+1.58 932+ 1.15 879+155 954+271 0.9857 0.9272 0.7211 0.9844
peroxidase 1 (GPX1)
Catalase (CAT) 1.05+028 097+012 092+022 0.71+0.13 0.6463 0.3327 0.4750 0.7445
Superoxide

: 649 +3.36 61.2+3.68 63.1+395 69.8+396 0.4529 . : )
dismutase 1 (SOD1) 0.3941 0.7101 0.2006
Superoxide b b
X 509 = 1.06"  5.66 + 0.77> 10.1 + 0.63* 8.49 + 0.7  0.0005 . ) )

distmutase 2 (SOD2) <0.001 0.517 0.1873
(CCDlggg“;““gen 20.0 + 10.4% 875+ 828" 309+ 11.9° 29.1 + 14.8 0.0121 0.0027 0.1717 0.3142
Chemokine (C-C
motif) ligand 2 0.94 045 077 +0.25 1.45+028 155+ 1.77 0.3467 0.0898 0.7011 0.9267
(MCP1)
f;’z‘j\r;‘ amyloid A 47 L 099 051036 213+383 270 %269 02919 0.0684 0.7926 0.7615

Gene expression was determined using the 2-2Ct formula where ACt = (Ct target gene — Ct 18S). Values are means =+ standard errors for 4-7 mice per group.
Mean values within a row sharing a same superscript letter, or without superscript letter, were not significantly different at P < 0.05.

TaBLE 5: Plasma concentrations of amino acid involved in cysteine metabolism in WT and PPARa-null (KO) mice fed diets containing either
saturated FA (COCO diet) or ALA (LIN diet) for 8 weeks.

WT KO P values
Genotype Diet Interaction
COCO LIN COCO LIN ANOVA

(G) (D) Gx*D
Cysteine 163+3.64 150+2.12 172+271 17.6+3.87  0.9574 0.6144 0.8946 0.7949
Glycine 231 +17.3* 219 + 14.26® 170 + 5.85° 214 +16.3%  0.0236 0.0250 0.2603 0.0600
;i‘”amlc 23.6+120 239+3.09 215+138 194+1.20 03186 0.0800 0.6746 0.5300
Methionine  39.8 + 1.89  38.9+2.07  47.1 +3.83 49.8+532  0.0980 0.0150 0.8094 0.6253
Taurine 436 +59.8  511+38.0  389+43.0  366+224  0.1290 0.0403 0.5624 0.2797

Values are expressed in yM. Values are means + standard errors for 7 mice per group. Mean values within a row sharing a same superscript letter, or without
superscript letter, were not significantly different at P < 0.05.

uric acid concentration. When compared to their WT coun-
terparts, PPARa KO mice exhibited a higher plasma uric acid
concentration. However, due to a significant genotype*diet
interaction, this concentration was affected only in mice fed
the COCO diet.

3.3.3. Plasma Cytokines and Hormones (Table 6). Concentra-
tions of leptin, insulin, and PAI1 were neither affected by the
diet nor by the genotype. Independently of the genotype,
adiponectine concentration was significantly higher in the
LIN-fed mice diet than in the COCO-fed mice and tended

to decrease (P = 0.0596) in response to PPARa deficiency.
In contrast, MCP1 concentration was not affected by the
diet, but significantly decreased in PPARa-deficient mice
compared to WT mice.

4. Discussion

PPARa KO has been previously shown to affect fatty
acid metabolism [33] and glucose homeostasis [1, 38]. In
line with these observations, our experimental conditions
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TaBLE 6: Plasma hormones and cytokines concentrations in WT and PPAR«-null (KO) mice fed diets containing either saturated FA (COCO

diet) or ALA (LIN diet) for 8 weeks.

WT KO P values
Genotype Diet Interaction
COCO LIN COCO LIN ANOVA

(G) (D) G*D
Insulin (ng/mL) 1.68 + 036 2.87+054 2.66+0.37 1.83+0.77  0.2300 0.9510 0.7145 0.0531
Leptin (pg/mL) 222 +529  254+7154 179+392  242+57.9  0.7748 0.6541 0.4430 0.8041
Adiponectine 8.11+1.03> 13.6+ 1370 695+045 10.7+0.81®  0.0005 0.0596 0.0002 0.3990
(mg/mL)
MCP 1 (pg/mL) 202 +455 183+175 103+1.89 13.8+1.69  0.1040 0.0338 0.8119 0.4066
PAI 1 (ng/mL) 153+0.19 1.65+031 097+021  1.65+043 02241 0.3203 0.1616 0.3120

Values are means + standard errors for 7 mice per group. Mean values within a row sharing a same superscript letter, or without superscript letter, were not

significantly different at P < 0.05.
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FiGure 2: Plasma concentrations of uric acid in WT and PPARa-
deficient (KO) mice fed diets containing either saturated FA (COCO
diet) or ALA (LIN diet) for 8 weeks. Values are means + standard
errors for 7 mice per group, *KO group significantly different from
WT group P < 0.05. Columns sharing a same superscript letter, or
without superscript letter, were not significantly different at P <
0.05.

reproduced the characteristic phenotypic alterations asso-
ciated with PPAR« deficiency, which are similar to some
of those clustered in the metabolic syndrome, such as obe-
sity, hepatic hypertrophy, hypertriglyceridemia, hypercholes-
terolemia, and glycemic dysregulation (Table 2). Because
alteration of glutathione metabolism is a common feature
of the metabolic syndrome [39], and since we and others
have previously shown that PPAR« invalidation impacted
some specific amino acid metabolic pathways [6-9, 40],
investigating the effects of PPARa deficiency on cysteine
metabolism and GSH status was especially relevant.

4.1. Consequences of PPAR«a Deficiency on GSH Metabolism.
Under our experimental conditions, PPAR« invalidation
was primarily associated with an overall increase in the
hepatic pool of GSH (P < 0.0367, Table 3). The significant

genotype * diet interaction (P < 0.001) showed that this
was true only in mice fed the COCO diet, as discussed
below. An increase in GSH pool might reflect an increase
in GSH synthesis and/or a decrease in GSH utilization
(export and/or degradation). As concerns GSH synthesis, it
is regulated primarily by yGCL activity, cysteine availability,
and GSH feedback inhibition [41]. In PPARa-deficient mice,
the increase in hepatic GSH pool could be directly related
to an enhanced synthesis from cysteine, as suggested by
their higher total yGCL activity (Figure 1(b)). In parallel,
PPARea invalidation was accompanied by a lower plasma
concentration of one of the GSH precursors, glycine, but also
of taurine, whereas that of methionine increased (Table 5). In
contrast, plasma concentration of cysteine was not affected,
suggesting that cysteine availability was not limiting for
GSH synthesis. Our results on taurine are consistent with
the decrease in plasma taurine concentration and in CDO
mRNA level in the adipose tissue of obese mice [42]. The
blunting of cysteine to taurine flux in the adipose tissue may
eventually result in a sparing of cysteine which could be used
for glutathione synthesis. Because part of glycine synthesis
involves methyl transfer from methionine, the decrease in
glycine, together with the increase in methionine, may reflect
alterations in one-carbon metabolism, as reported in subjects
with nonalcoholic hepatosteatitis [43].

In addition to an increase in synthesis rate, the higher
hepatic GSH pool in KO mice could also result from a
decreased utilization in antioxidant defences. Under our
experimental conditions, the level of GPX1 mRNA, the
major glutathione peroxidase isoform, was unaffected by
PPAR« deficiency (Table 4). This is consistent with a pre-
vious study showing that GPX activity was not altered
in fasted PPARa KO mice [23] and suggests that fibrate-
enhanced GPX activity found in human erythrocytes [24]
was PPARa independent, and probably involved complex
post-transcriptional regulations.

4.2. Interactions between Genotype and Diet. A secondary
aim of this study was to investigate the impact of n-3 PUFA,
the nutritional PPAR« ligands, on GSH metabolism. In WT
mice, hepatic GSH concentration and pool are higher in
mice fed the LIN diet than in those fed the COCO diet.



This is consistent with previous studies suggesting that long-
chain n-3 PUFA may exert a beneficial action on oxidative
stress by increasing total glutathione in a rat model of
chronic heart failure [26] and in cultured human fibroblasts
[29]. However, to our knowledge, the present study is
the first evidence that, in comparison with saturated fatty
acids, even a very low amount of ALA may exert the same
effects on GSH metabolism as its long-chain derivatives.
We have shown previously that even a very low intake
of dietary ALA (identical to the present study) activates
typical targets of PPAR«, such as Cyp4al4 [9, 31]. However,
the mechanisms by which ALA regulates GSH metabolism
in WT mice remains speculative, since none of the genes
studied, and in particular yGCL, exhibited a difference in
mRNA level between the COCO and the LIN diet. Thus,
even if typical target genes of PPAR« are activated by the
LIN diet, rich in 18:3 n-3, it is not possible to conclude on
a direct involvement of PPAR« into the regulation of GSH
level by fatty acids. Other pleiotropic effects of fatty acids
have to be investigated, such as modifications of membrane
microdomain composition (thus modulating receptors and
ion channels functioning) or regulation of downstream cell
signalling pathways.

Unexpectedly, the impact of the dietary fatty acid profile
on GSH metabolism was even more pronounced in KO mice.
Indeed, post-hoc analysis showed that PPAR« deficiency
increased total GSH content only in COCO-fed mice, and
not in the LIN-fed mice. Specific activity and mRNA level
of yGCL were not affected by PPARa deficiency in mice
fed the COCO diet (Figure 1(a) and Table 4). Thus, their
higher GSH content results not only from a difference in
liver weight, which was 50% higher in this group than in
the three other ones (Table 2), but also from their increased
GSH concentration (Table 3), suggesting that the increased
GSH pool in KO mice fed the COCO diet is diet specific. The
mechanistic reasons why GSH concentration increased in KO
mice when fed the COCO diet remain unclear, since yGCL
specific activity was the same as in their WT counterparts,
whereas GPx activity was not affected by PPAR« deficiency. It
may be hypothesised that, secondary to PPAR« invalidation,
exportation of GSH into plasma towards extrahepatic tissues
is impaired in KO mice, which would functionally affect
the antioxidative defences of the whole body. In contrast,
GSH concentration and pool were not significantly affected
by PPARa deficiency in mice fed the LIN diet (Table 3).
To our knowledge, the only other study having investigated
the consequence of PPAR« deficiency on GSH metabolism
reported a significant depletion (20-25%) in total hepatic
GSH content in fasted KO mice fed a standard rodent chow
[23]. The fatty acid composition of the diet did not figure
in this study, but was probably, as usual in standard rodent
chows, soy oil rich in n-6 PUFA. Taken together, our data
and the previous ones suggest that a diet in which the lipid
moiety is rich in saturated FA and poor in PUFA, such as the
COCO diet, makes the liver GSH pool sensitive to PPAR«
invalidation, whereas PUFA would protect the mice against
the effects of PPAR« deficiency.

In addition to the changes in cysteine metabolism and
GSH status, PPAR« deficiency seemed to alter some markers
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of the oxidative and inflammatory status, in interaction with
dietary fatty acids. Indeed, Sod2 (but not Sodl) mRNA
level increased in KO mice, especially when fed the COCO
diet (Table 4), which indicates an activation of antioxidant
defences [44]. This is apparently inconsistent with the
enhanced Sod2 expression by fenofibrate in mouse brain
microvessels [45] and with the decrease in SOD activity in
fasted PPARa KO mice compared to the WT ones [23].
As discussed above for GSH content, these discrepancies
may reflect an effect of the dietary fatty acid profile on
the response to oxidative stress of PPARa KO mice. In line
with the higher Sod2 expression in PPARa KO mice, we
also observed an increase in the plasma concentration of
uric acid, a widely recognized marker of oxidative stress
[46], with the same diet * genotype interaction: this
concentration was 4-fold increased in KO mice fed the
COCO diet, but not in those fed the LIN diet (Figure 2).
To our knowledge, this is the first evidence of the impact
of PPAR« deficiency of plasma uric acid concentration, in
interaction with the dietary fatty acid profile. Altogether,
these two markers (hepatic Sod2 mRNA level and plasma
uric acid concentration) support the existence of a mild
oxidative stress in PPAR KO mice, which is mitigated by
the LIN diet. This is consistent with the previously reported
prevention of hepatic steatosis in PPAR KO mice by ALA
[30, 31]. Triglyceride accumulation in the liver is known
to trigger oxidative stress, which in turn contributes to the
pathogenesis of nonalcoholic steatohepatitis [47]. Therefore,
a decrease in fatty acid accumulation in response to ALA
feeding is expected to mitigate the oxidative stress resulting
from PPAR« invalidation.

While PPAR deficiency induced a mild oxidative stress,
evidences for inflammation were less conclusive, since the
plasma concentration of both the proinflammatory cytokine
MCP1 and the anti-inflammatory adipokine, adiponectine,
was decreased, whereas PAI1 concentration did not change
(Table 6). In the liver, mRNA levels of CD68, SAA, and
MCP1 increased in KO mice, but the difference with WT
mice was significant for CD68 only. Taken together, these
results suggest a mild inflammatory status in response to
PPAR« invalidation. This is consistent with previous results
reporting that obesity-induced inflammation is aggravated
in PPAR-deficient mice [48]. Finally, whatever the geno-
type, the plasma concentration of adiponectine, an anti-
inflammatory adipokine, was higher in mice fed the LIN diet,
suggesting an influence of the fatty acid profile of the diet,
which is PPAR« independent.

5. Conclusion

Under our experimental conditions, and in accordance
with a previous study [23], PPAR«a deficiency seemed to
induce an oxidative and inflammatory stress in the liver, as
evidenced by the higher values of hepatic GSH pool and
concentration, total yGCL activity, Sod2 mRNA level, and
plasma uric acid concentration. However, the phenotypic
consequences of PPAR«a deficiency depended, as last partly,
on the dietary fatty acid profile. Indeed, most increases
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observed in KO mice fed the COCO diet (hepatic GSH pool
and concentration, total yGCL activity, Sod2 mRNA level,
and plasma uric acid concentration) were alleviated, or even
absent, in mice fed the LIN diet, suggesting that ALA would
be protective against these effects of PPAR« invalidation. The
reasons of this diet-based sensitivity remains unclear, but it
is likely that it is not directly related to the PPAR« deficiency.
More probably, it is secondary to the previously described
effects of dietary fatty acids on hepatic steatosis in PPAR«
KO mice [30, 31]. Indeed, this hepatic steatosis occurred in
KO mice fed a SFA-containing diet, but was alleviated, and
even absent, in those fed a PUFA-containing diet. It may thus
be hypothesized that the beneficial effects of dietary PUFA
on liver metabolism in KO mice, even in low amounts, may
be accounted for by a protection against lipid accumulation,
resulting in lower lipotoxicity and oxidative stress than with
SFA.
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[ll.  Principaux résultats, discussion et perspectives

1. Effet de l'invalidation du géne du PPARx sur le métabolisme de l'arginine
et de la cystéine

Grace a la méthode de tracage isotopique, nous anisnsn évidence, pour la premiere fois,
que la déficience en PPAR réduit significativement (effet du génotype P= 0@03) la
synthese "corps entier" du NO a partir de l'arginine sans pour autant affecter la voie
compétitive de synthese de l'urégfigure 2 article 1). Dans nos conditions expériratad,
cette observation n'est pas liée a une diminutienl’dxpression de la NOS, puisque
I'invalidation du PPAR o n’affecte pas le taux d’ARNmM de cette enzym€@igure 1, article
1), du moins au niveau hépatique. De méie&pression de 'arginase 1 étant diminuée et
les concentrations plasmatiques d’arginine plus élées chez les souris invalidées pour
PPARa (figure 1 et tableau 2 article 1), nous ne pouvaugposer une utilisation accrue de
l'arginine par l'arginase et donc sa moindre dispiité pour la synthése du NO, chez les
souris déficientes en PPARA ce stade, la diminution de l'utilisation dertinine dans la
voie de synthese du NO chez les souris déficiesmeBPAR: reste donc difficile a expliquer.
Néanmoins, ce résultat est en accord avec lessamdérieures montrant que I'activation du
PPARu par les fibrates augmente les marqueurs de biadilsifité et de production du NO
(études décrites dans La partie IV/4 page 54). Danlitérature, I'effet des fibrates est
expliqué en partie par une régulation de I'actidéela NOS, notamment via des mécanismes
de phosphorylation. Nous pouvons donc supposerdguns nos conditions expérimentales, la
régulation de la synthése du NO par le PRARopére suite a des modulations post-
traductionnelles en affectant l'activité de la NO®tamment via lintervention d'autres
facteurs de transcription dont I'activité est magupar le PPA&R Ceci pourrait expliquer
'absence d’effet sur TARNm, mais reste de I'ordie I'hypothése. Il faudra donc par la suite
mesurer 'activité de la eNOS et son état de phasgdtan chez les souris KO PPAR

Par ailleurs, I'invalidation du PPARpourrait aussi affecter la biodisponibilité du N&armi

les hypothéses possibles, figure une augmentatofpgydation du NO, ce qui pourrait le
piéger sous forme d’especes dites nitrosantestglle les peroxynitrites ou les nitrosothiols.
La présence de ces métabolites reflete un étaressitrosant, retrouvé dans des conditions
pathologiques telles que le diabéte ou l'insulis@®@nce (Chander et al. 2004; Kaneki et al.
2007). C’est aussi le cas en situation de stédiépatique non alcoolique, proche de celle

observée chez les souris déficientes en RP@ARISsO et al. 2007). En effet, il a été montré



récemment que la déficience en PRARSt accompagnée d'une augmentation de la
production des espéces nitrosantes, cette produétimmt en étroite association avec la
dérégulation de la production de ROS en situateistdess oxydant (Yoo et al. 2011) . Ceci
serait en accord avec les conclusions que noussaoomulées sur 'état de stress oxydant
des souris KO PPAR(article 2). En effet, en nous basant Baugmentation importante
des taux d’acide urique(article 2, figure 2), un marqueur de stress oxydamsi que sur
I'activation de I'expression de la SOQarticle 2, tableau 4), enzyme du systeme antiaxiyda
pouvant étre activée en réponse a un état de sixgsant, et en accord avec la littérature
traitant du sujet, nous avons émis I'hypothése el’dégradation de I'état d’oxydoréduction
chez les souris déficientes en PRARéanmoins, I'’hypothése d’'une oxydation accrué@u
provoquant sa moindre biodisponibilité chez lesrisoKO PPAR: reste a vérifier par la

mesure objective des marqueurs de stress oxydaiitagant chez ces souris.

L’augmentation des concentrations et du pool hépajue du glutathion retrouvée chez
les souris déficientes en PPAR (article 2, tableau 3) est en accord av@egmentation de
l'activité de la yGCL, malgré I'absence d’effet sur son taux d’ARNm(article 2, figure 1 et
tableau 4). Dans I'hypothese d'un état de stresgdant chez les souris KO PPAR
laugmentation des concentrations hépatiques datbioh peut étre considérée comme une
stimulation de sa production au niveau du foieré&gmonse compensatoire a une demande
extra-hépatique de glutathion. Néanmoins, parmidesymes qui utilisent le glutathion
comme cofacteur pour lutter contre les états disstoxydant, seule I'expression de la SOD
est augmentée chez la souris KO PlRARIors qude taux dARNm de la GPX et de la
CAT n’est pas affecté par l'invalidation du PPARx. Cependant, ces enzymes sont aussi
fortement régulées au niveau post-transcriptioneiela mesure de leurs activités serait un

indicateur intéressant.

Les concentrations hépatiques et plasmatiques destgine ne sont pas différentes entre
les souris déficientes et témoinftableau 5 article 2) : la cystéine ne semble s @n
facteur limitant pour la synthése du glutathionzhes souris témoins. Par contre, chez les
souris KO,la diminution des concentrations plasmatiques deatirine (tableau 5 article 2)
pourrait refléter une moindre utilisation de latéyse dans la voie de synthese de la taurine,
et donc sa meilleure disponibilité pour la synthélse glutathion. Cependantalbsence
d’effet de I'invalidation du PPARa sur I'expression de la CDO(article 2, tableau 4)

enzyme responsable cette voie de synthése, n’appsieette possibilite.



En conclusion, nos résultats démontrent un effdtimealidation du géne de PPARchez la
souris sur le métabolisme secondaire de I'argieirla cystéine. Néanmoins, la diminution de
la syntheése ou de la biodisponibilité du NO, etidimentation du pool et des concentrations
du glutathion, observées chez les souris défickeate PPAR, ne sont pas la conséquence
directe d’'une régulation génique des principalesym@s de ces voies métaboliques. Nos
résultats, notamment I'effet sur l'activité deyldCL, laissent plutét penser a une implication
du PPAR: dans des régulations post-transcriptionnellesedegmes cibles.

2. Interaction entre la nature des acides gras du régie et les effets de

linvalidation du PPAR a sur le métabolisme de l'arginine et de la cystéine

Il est important de remarquer que la nature dedeaayras du régime interagit avec I'effet de
linvalidation. Comme cela a déja été observée pmtén@ment pour le métabolisme lipidique
(Morise et al. 2009), I'invalidation du PPARsemble rendre le métabolisme des acides
aminés sensible a la nature des acides gras appmatéde régime. En effet, certains effets
décrits ci-dessus chez les souris KO PRATRNt différents selon la nature des acides gras du
régime. C'est le cas pour l'augmentation de la concentnatid du pool hépatique du
glutathion (tableau 3, article 2) ainsi que detliat® totale de lagyGCL (figure 2b, article 2)

gui sont observés uniquement chez les KO en répamnségime COCO. En revanche, I'effet
de linvalidation sur le rapport entre la productioarps entier du NO et la conversion
systémique d’arginine en urée est observé uniqueam&zt les souris recevant le régime LIN

(figure 2, article 1).

3. Effet de l'apport en ALA sur le métabolisme de I'aginine et de la cystéine

chez les souris témoins

Lors de ces deux protocoles, quelques aspects dabaliéme des acides aminés se sont

révélés modulés par la nature des acides grasrdhimes chez les souris de type sauvage.

Le métabolisme de I'arginine, et plus spécifiquentiaiguillage entre la production d'urée via
l'arginase et la production de NO via les NOS, derétye régulé par la nature des acides gras
alimentaires. Plus spécifiquemeitd, conversion de l'arginine en urée ne semble pas
différer entre les deux régimes, en revanche, la sthese du NO tend a augmenter chez
les souris témoins recevant le régime apportant I'BA par rapport a celles recevant le
régime riche en AGS (figure 2 article 1). De fagumprenantele niveau d'expression de la

eNOS hépatique est plus faible chez les souris reeat le régime ALA (figure 1 article 1).



Ce dernier résultat est en désaccord avec les Btémetrouvés dans la bibliographie, qui
indiguent une augmentation de l'activité de la eNEDSéponse aux AGPI n-3 (Lopez et al.
2004; Lopez et al. 2008).

En ce qui concerne le métabolisme secondaire agdeine, chez les souris WIE pool
hépatique de glutathion est significativement plustlevé chez les souris recevant le
régime riche en ALA par rapport a celles soumises au régime AGS @al8earticle 2), mais
ce résultat reste isofguisque aucun effet de la nature des acides grasanété observé au
niveau des enzymes impliquées dans le métabolisme glutathion, et en particulier de la
yGCL (figure 1 et tableau 4 article 2). La seule legtion possible a ce stade serait une
moindre utilisation ou un moindre export du glutathvers les organes extra-hépatiques chez

les souris témoins recevant le régime contenabifdé\, ce qui reste a vérifier.

4. Résultats complémentaire : Effet de l'invalidationet des faibles apports en

ALA sur le métabolisme secondaire global des acidesninés

L’évaluation de I'expression des genes des transases a révélé que les taux d’ARNm de la
CASAT, de la mASAT et de 'ALAT n’étaient affectés par le génotype ni par le régime.
Cette absence d’effet de I'invalidation du PRABuUr les taux d’ARNmM des transaminases
dans nos conditions expérimentales est en désaaveadles données rapportées dans I'étude
d’Edgard et coll., En revanche I'étude de Kesterddt avait déja révelé des incohérences
avec la précédente, en montrant I'absence d’eifjeifecatif de I'invalidation du PPAR sur

les transaminases (Edgar et al. 1998; Kersten .eR(f)1). Par ailleurs, la mesure des
concentrations de transaminases plasmatiques clsegoounis a révélé qu’elles ne sont pas
significativement différentes entre les groupeggsuwant que I'invalidation du PPARhez la
souris n'altere pas spécifiquement la fonction tigpa.

Lors de ce protocole, nous avons réalisé des amsnoges afin d'explorer l'effet de
l'invalidation du PPAR, en interaction avec les faibles apports d’ALA, l&s concentrations
plasmatiques des acides aminés. Ce dosage a nuudrdes concentrations delO acides
aminés sur 22 étaient sensibles a l'invalidationRRAR. (article 1, Tableau 2). Nous
n'avons pas observé la tendance a la diminutioncdesentrations plasmatiques en acides
aminés suite a l'invalidation du PPARapportée par la littérature (Makowski et al. 20E)
effet, le profil de variations que nous avons nmiségidence est plus complexe. Néanmoins,
nos résultats mettent en évidence un effet dedlidation du PPAR sur 'homeéostasie des

acides aminés.
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Ces variations au niveau du pool du glutathion dtuddisation de I'arginine dans la voie de
synthése du NO obtenus avec de faibles apportsLénofit représenté dans notre démarche
des pistes intéressantes. En revanche, nous awmssaté qu’avec de faibles apports en
acides gras, il était difficile de mettre en évidenes mécanismes de régulation, notamment
au niveau geénique. Ceci nous a pousses a noug place des conditions d’apport plus fort

en lipides pour la suite des expérimentations.



Chapitre 3 : Travaux Personnels

Modulation du métabolisme secondaire des acides anés
par I'acide a-linolénique apporté dans le cadre d’'un
régime hyperlipidigue.



B.Modulation du métabolisme secondaire des acides

aminés par l'acidex-linolénique apporté dans le cadre
d’'un régime hyperlipidique.

l. Contexte et objectifs de I'étude

Les AGPI n-3 semblent prévenir une partie impodadés désordres caractéristiques du
syndrome métabolique. En effet, I'apport d’AGPI,ne8 principalement de ceux a longue
chaine, améliore le profil lipidique, la sensildla I'insuline et la pression artérielle. De fagon
moins établie les AGPI n-3 joueraient aussi un daas la prévention de I'accumulation de
tissu adipeux. De plus, les AGPI n-3 possedentadtions pléiotropiques et affecteraient
aussi la physiopathologie du syndrome métabolignenodulant la dysfonction endothéliale,
la capacité antioxydante ou encore I'état inflamoimatde I'organisme. Tel que décrit dans
l'introduction bibliographique, une des hypothégessibles serait une modulation par les
AGPI n-3 de 'homéostasie de métabolites bioad#fsvés des acides aminés tels que le NO
et le glutathion, ces derniers jouant des rbledraex dans la modulation de nombreuses
fonctions biologiques.

Les travaux ayant mis en évidence l'implication d&&Pl n-3 dans la régulation du
meétabolisme du NO et du glutathion ont fait appeingpalement a des méthodes
d’intervention nutritionnelle par complémentation @ales méthodes d’investigatier vivo.
Lors de ce travail de these, notre objectif étaitidpter une démarche plus nutritionnelle en
apportant la source d’AGPI n-3 dans le cadre dagime alimentaire sur le moyen terme.

En effet, lors des précédents protocoles (artitles 2), nous avons pu mettre en évidence
pour la premiéere fois, dans le cadre d’'un régimemnosecalorique a faible apport en lipides,
'implication de I'ALA dans la modulation du métalgrhe secondaire des acides aminés. En
particulier, nous avons montré, chez les sourisyge sauvage, qu'un faible apport en ALA
pouvait affecter ’'hnoméostasie du NO et du glutathi

Dans ce deuxieme volet expérimental, nous avonknaugmenter les apports en ALA. Nous
nous sommes donc placés dans des conditions oniritiies proches de celles observées
chez I'homme occidental, en utilisant des réginadges en lipides. En nous placant dans ces
conditions expérimentales, nous avons voulu estienpotentiel préventif de forts apports en
ALA vis-a-vis du développement du syndrome métahm| induit par ce type de régime
(hypercalorique/hyperlipidique) en explorant entipalier les variations aux niveaux du
métabolisme secondaire des acides aminés, qui gentraccompagner les actions déja



décrites pour I'ALA (par exemple sur le métabolidipalique). Les objectifs de cette étude
étaient donc de vérifier les tendances que nousnavbbtenues avec de faibles apports en
ALA et de mettre en évidence d'autres effets éwdatd'un régime riche en acides gras

polyinsaturés n-3 sur le métabolisme des acideaé&sni

Il. Matériels et méthodes

1. Protocole expérimental

Lors de ce protocole d'intervention nutritionneffeus avons utilisé 30 souris males C57BI/6J
agées de 7 semaines (Charles River, L'ArbreslecEjaApres une semaine d'adaptation, les
animaux ont été répartis dans 4 groupes recevamuchan régime différent (Tableau 6)
pendant 5 semaines.

Deux groupes de souris ont recu des régimes téradaible teneur en lipides :

» Groupe Croquettes : 5 souris recevant un régime témoin a base deuettas
d’entretien pour rongeurs (SAFE A04, Teklad, 3 %ligales apportant 3,1 % de
I'énergie)

* GroupeOléisol : 5 souris recevant un régime semi-synthétiquevigaen lipides
apportant du tournesol oléique, riche en 18:1 n-9

Les deux autres groupes ont recu des régimes diilmdunypercaloriques/hyperlipidiques:

» GroupelLin : 10 souris recevant un régime riche en ALA a lubiseile de lin.

e GroupePalme: 10 souris recevant un régime riche en AGS a tédmele de palme.

Les régimes Oléisol, Lin et Palme, ont été prépanémuellement a partir de matieres
premieres fournies par 'UPAE (Unité de Préparaties Aliments Expérimentaux) de
I'INRA de Jouy-en-Josas.

Durant la 4™ semaine de régime, les souris recevant les degimesé riches en lipides ont
recu une injection d’arginine marquée 8N et ont été placées dans des cages métaboliques
pour recueillir I'urine. A la fin des 5 semaines rdgime, les souris ont été sacrifiees apres 5
heures de jelne. Le sang a été prélevé par vaiecamtiaque avant exsanguination. Le
plasma a été séparé par centrifugation (4000 gnri,04°C). Le foie et les tissus adipeux ont
ete prélevés et pesés, des échantillons de plasoha feie ont été aliquotés et stockés a -
80°C.



2. Analyses

Les détails des analyses que nous avons realiséast de protocole figurent dans les articles
1 et 2. En voici une présentation rapide, pringpsnt pour identifier les analyses
supplémentaires et les différences de procédurampport aux protocoles précédents.

Afin de valider l'induction du syndrome métaboliqusuite a Il'apport de régimes
hyperlipidiques, nous avons mesuré chez les 4 geodja@imaux: le poids et la composition
corporelle, la glycémie, le bilan lipidiqgue sanguifiG, CT et cholestérol-HDL (C-HDL). Les
dosages ont été réalisés au moyen de kits enzyraatapgquis chez BioMérieux (Craponne,

France) pour le CT et C-HDL et chez Randox (CrurRimyame-Uni) pour les TG.

Pour identifier les voies du métabolisme des acalaiés sensibles a la nature des AG
alimentaires, nous avons mesuré l'activité et/expfession génique des enzymes-clés du
meétabolisme de l'arginine et de la cystéine. Radeatient, nous avons tenté d'évaluer par
western-blotting les quantités de protéines cormed@ot aux enzymes-clés du métabolisme
hépatique de l'arginine. Compte-tenu des diffiqutjée nous avons rencontrées pour détecter
et distinguer les différentes isoformes de la NQSnaeau hépatique, nous n‘avons pu
guantifier que les arginases. Contrairement aitiasg 1, qui est cytosolique, l'arginase 2 est
mitochondriale. Il a donc d'abord fallu préparepadtir de la fraction de protéines hépatiques
totales, une fraction mitochondriale par centritiqygs successives. Aprés incubation des
membranes de transfert avec les anticorps dirigagec chacune des enzymes, la révélation
s’est faite par chimioluminescence. Les imagesébatiraitées grace a un appareil de photo
numérique (FluorChefhFC2) couplé & un logiciel de traitement d’imagedAGER FC2).

Ce logiciel permet d’objectiver 'intensité etthille de chaque bande de protéine et fournit
des valeurs chiffrées dites IDV (Integrated Densfiglue). La quantification s’est faite
relativement a une protéine de référence (actine farginase 1, cytosolique, et porine, pour

l'arginase 2, mitochondriale).

Au regard de la complexité des voies de réguladiométabolisme du NO, nous avons voulu
combiner plusieurs marqueurs afin d’avoir a unéowiplus pertinente des variations de la
production et de la biodisponibilité du NO. Nousoas donc utilisé la méthode décrite
précédemment de marquage isotopique de l'argirfined&valuer I'utilisation de I'arginine

dans les voies métaboliques en compétition (INEY, Nous avons aussi mesuré les nitrites
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plasmatiques, qui sont considérés comme un margleelar production et de biodisponibilité
du NO et qui sont aussi tres bien corrélés avecvhrations d'activité de la eNOS
(Kleinbongard et al. 2003; Lundberg & Weitzber@3) Comme les nitrites ont une demi-
vie tres courte dans le sang (une 10ene de minatep)e les sources de contamination en
nitrites sont nombreuses, des précautions drastigoat a prendre quant aux conditions
préanalytigues (Bryan & Grisham 2007). A titre xample le sang recueilli doit étre
centrifugé et le plasma immédiatement récolté; éem tous les consommables utilisés (y
compris les pointes de pipettes automatiques) doiaeoir été lavés au préalable avec de
I'eau ultra-pure sans nitrites. Nous avons ensttitessé une technique de dosage tres sensible
de chimioluminescence pour mesurer les concemisatie nitrites dans le plasma. Le
principe de cette technique est basé sur 'utibsatle triiodure de potassium qui transforme
les nitrites en NO. Celui-ci réagit avec I'oxygatemet de I'énergie sous forme de lumiere.
L’intensité de celle-ci traduit la quantité de iés, qui est proportionnelle au NO produit
dans le milieu réactionnel. Le protocole de réféeeest celui de Marzinzig (Marzinzig et al.
1997), utilisé sur l'analyseur NOAI280 (Sieversulier, USA). Par le biais de cette méme
technique, en utilisant un réactif différent (lehforide de vanadium) nous avons mesureé les
concentrations plasmatiques de nitrates, tout entady I'esprit que ce marqueur reste moins
pertinent que les nitrites et ne reflete pas unitgre la dégradation du NO, compte tenu des

sources multiples de nitrates dans le plasma, lthhimentation.

Pour ce qui est du métabolisme de la cystéine gludathion, nous avons évalué les pools et
les concentrations hépatiques des principaux thgllgtathion, cystéine, cystéinylglycine).
Lors de ce protocole, nous avons voulu détermimeplas des thiols totaux, les fractions
réduites et oxydées, l'objectif étant de pouvoitinesr I'état d’oxydoréduction cellulaire,
evalué principalement par le rapport glutathion réglutathion oxydé (GSH/GSSG). Les
thiols totaux ont été mesurés en utilisant une gaoe |égerement modifiée par rapport a
celle décrite dans I'article 2, principalement patilisation d’un réducteur différent, le TCEP
2.5mM (tris (2-carboxyethyl) phosphine). La mesdes thiols réduits se fait aussi suivant le
méme protocole, mais sans ajout de réducteur. leuvaes thiols oxydés est obtenue par

différence entre les thiols totaux et réduits.

Nous avons aussi mesuré les marqueurs du métakobseondaire des acides aminés, a
savoir l'urée et la créatinine plasmatiques et ur@sa Des aminogrammes ont été réalisés sur

les échantillons de plasma. Cette analyse a étéeeon la plate-forme dédiée de I'INRA de
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Clermond-Ferrand - Theix (Unité de Nutrition HunmginLes aminogrammes plasmatiques
ont été obtenus par chromatographie échangeuses diieec dérivation post-colonne a la
ninhydrine sur un Aminotac JLC-500/V (Jeol, Tokyapdn).

Une analyse transcriptomique a été realisée pquipé de Pascal Martin et Hervé Guillou
sur le foie des souris soumises aux deux régimpsrhgidiques. Pour cela des puces pan-
génomiques Agilent ont été utilisées. Le traitenaa® données a fait intervenir des scripts

spécifiques développés par I'équipe de Toulousgdiel R).

Une mesure de la dépense énergétique a aussiaéis&edors de ce protocole a l'aide d'un
systeme de calorimétrie indirecte. Ce systéme pderseiivi en temps réel et en continu de la
consommation d'oxygene (VO2) et de la productiol€@2 (VCO?2) individuelles de chaque
souris placée en cage métabolique. A partir desuvsilde VO2 et de VCO2 recueillies, nous
avons calculé le quotient respiratoire QR= (VCO22YCEn tenant compte du pool d’azote
excrété par voie urinaire sous forme d'urée, etl'paermédiaire d’équations standardisées,
nous avons estimé les taux d’oxydation des lipifle®X), des glucides (GOX) et des
protéines (POX) pendant la durée du séjour desissemr cage meétabolique. Le systeme
permet aussi la mesure précise de la consommalioerdaire et I'analyse précise du
comportement alimentaire (pattern) des souris.

L'analyse statistique a reposé sur une analyse rilnga et des comparaisons de moyennes

par tespost-hocde Tukey-Kramer.

1. Résultats et discussion

Légende des résultats :

Régime d’induction hyperlipidique riche en acideasgsaturés : Palme (PALME)
Régime d’induction hyperlipidique riche en ALA :r_{LIN)
Régimes témoins normo-lipidiques : Croquettes (CR@EIsol (OLE)

1. Validation de I'effet des régimes hyperlipidiques

Pour une consommation alimentaire identique enég 4 groupes (en moyenne 13
kcal/jour/souris), les deux groupes de souris ayequ les régimes hyperlipidiques semblent
avoir une croissance plus rapide que les sourigtaygu les régimes témoins pauvres en
lipides (figure 59). Néanmoins, le poids corponglsacrifice ne différe pas significativement

entre les 4 groupes. Par contre, les deux growse# aecu les régimes hyperlipidiques ont
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une proportion de tissu adipeux significativemehispélevée que les groupes témoins
(Tableau 7).

Les deux groupes de souris ayant recu les régiyperlipidiques ont une glycémie similaire
et significativement plus élevée par comparaison régines a faible teneur en lipides. Par
contre, seules les souris ayant recu le régime rhgjgique PALME montrent une
triglycéridémie ainsi que des concentrations de edtétol total, de cholestérol-HDL, et de
cholestérol non-HDL supérieures a celles des aufroupes (Tableau 8).

Pour I'ensemble de ces composantes, si I'on resti@icomparaison statistique aux deux
groupes ayant recu les régimes hyperlipidiques, aeisnaux ne différent pas par leur
composition corporelle ainsi que leur glycémie. Qejamt, les 4 paramétres du bilan
lipidique sont significativement moins élevés dengroupe LIN que dans le groupe PALME.
Il apparait donc que les souris ayant consommédine hyperlipidique riche en acides gras
saturés ont développé un syndrome métabolique i{ébésgscérale, hyperglycémie,
dyslipidémie), tandis que celles ayant recu le mégihyperlipidique riche en ALA sont
partiellement protégées, principalement vis-a-visddteglement du métabolisme lipidique.
Cet effet protecteur a été décrit principalemenurptes AGPI n-3 a chaine longue.
Néanmoins, nos résultats sont en accord aveddaaliire décrivant que I’ALA semble avoir
les effets similaires aux AGPI n-3 sur la régulattanmétabolisme lipidique (Morise et al.
2005). Cela nous permet de considérer notre madé@ene valide.

Par ailleurs, nos résultats démontrent que lesesdrations plasmatiques de créatinine sont
deux fois plus élevées chez les souris ayant reguédgimes hyperlipidiques (Tableau 9) ce

qui pourrait étre le marqueur d’'une dysfonction térhez ces souris.

2. Influence de la nature des acides gras alimentar sur des voies du

meétabolisme de l'arginine

La conversion de l'arginine systémique en uréeungéespar marquage isotopique, ne différe
pas entre les groupes LIN et PALME. En revanchesyldhése « corps entier » de nitrates,
reflet de la production du NO, tend a étre plusarngnte chez les souris du groupe LIN, ce
qui fait que le rapport entre I'utilisation de kmnine dans la voie de synthése du NO et dans
celle de la production d’urée est significativemplus élevé dans le groupe LIN (figure 60).
Ceci signifie qu’en réponse au régime LIN, la sgsth de NO a partir de l'arginine est

spécifiguement favorisée, sans effet sur la comweide I'arginine en urée.
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Ce résultat confirme la tendance que nous avorsnades lors du protocole précédent avec de
faibles apports en ALA (article 1). Il est ausditta-fait en accord avec les études qui ont
montré une stimulation de la production et/ou debildisponibilité du NO suite a une
complémentation en AGPI n-3. Néanmoins, c'est éanpgre fois qu'un tel effet de la nature
des acides gras alimentaires est mis en évidemdiglisation systémique d'un acide aminé.
De plus, 'augmentation chez les souris LIN desceotrations de nitrites et de nitrates
plasmatiques, respectivement métabolites interritédieet finaux de dégradation du NO
(Tableau 10) conforte ce résultat. En effet, 'aegtation des taux de nitrites plasmatiques
traduit une activité NOS plus importante dans leuge LIN, ce qui expliquerait I'utilisation
plus importante de l'arginine marquée dans la \@gesynthese du NO chez ces souris.
L’'absence d'effet de la nature des acides grasestpression des genes de la NOS (Tableau
10) pourrait donc plutét traduire une régulatiostpmanscriptionnelle ou post-traductionnelle
de la NOS par les AGPI n-3. Ceci est en cohérenee ks hypotheses proposées dans la
littérature (partie V/1/1.3 page 63) décrivant acévation de la phosphorylation de la eNOS
ou une augmentation de sa translocation par les|AGRLC. Il serait donc intéressant
d’explorer I'effet des apports en ALA sur ces pagtnes.

Par ailleurs nous avons constaté une augmentatior’edpression de la DDAH 1
(dimethylarginine dimethylaminohydrolase 1) (Tablekl) chez les souris ayant recu le
régime LIN. Cette enzyme est responsable de laadégon de I'ADMA (Asymmetric
dimethylarginine) un inhibiteur compétitif endogeae la eNOS. La voie DDAH/ADMA est
considérée comme une des voies importantes dagguéation de la biodisponibilité du NO
(Cooke & Ghebremariam 2011). On pourrait donc sappa@u’une augmentation de la
dégradation de I'ADMA par la DDAH 1 pourrait ausskpliquer 'augmentation de la
production de NO que nous avons observée chezolesssdu groupe LIN. Ceci reste
néanmoins spéculatif, et un dosage d’ADMA s’avadispensable pour vérifier la pertinence
de cette hypothese.

Concernant la voie de synthése de l'urée, les cdrateons d'arginine, de citrulline et
d'ornithine plasmatiques sont identiques dans espgs LIN et PALME (Tableau 18). Ceci
est cohérent avec les mesures isotopiques de cmvete |'arginine systémique en urée, qui
ne montrent pas d'effet de la nature des acidesaljraentaires sur cette voie d’utilisation de
l'arginine. De méme, l'absence d'effet sur la dtéade protéine de l'arginase 1 et 2 (Tableau
12) est cohérente avec l'absence d'effet sur leetdration plasmatique d'urée et sur le pool
urinaire d'urée. En revanche, le taux d'/ARNm degihase 1 est significativement plus éleve

dans le groupe LIN (Tableau 11). Cette incohéresmtdee quantité d'ARNm et quantité de
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protéine est un peu surprenante dans la mesuréadivité de l'arginase 1 est largement
régulée au niveau transcriptionnel (Morris 2009gp€éndant, ce résultat pourrait étre en
cohérence avec la diminution de I'expression degifease 1 retrouvée chez les souris KO
PPARx dans nos précédents travaux (article 1). En affetpourrait penser que l'activation
du PPAR: par les AGPI n-3 stimule l'expression du géne teginase 1 puisque
l'invalidation inhibe son expression. De fagon comiante, I'activation du PPARpar les
fibrates se traduit aussi par une augmentation'ed@ression de l'arginase 1 (Chu et al.
2004). Néanmoins, I'absence de variations au nidesupools de I'urée et des concertations
d'acides aminés suggére que l'augmentation du d&&RNmM de l'arginase 1 n'a pas de

conséquence fonctionnelle dans nos conditions erpatales.

3. Influence de la nature des acides gras alimentar sur les voies du

meétabolisme de la cystéine.

L'activité spécifique de IgGCL (y-glutamyl-cystéine ligase), enzyme limitante deyathese

de glutathion, est augmentée de 30% chez les sdurgroupe LIN comparées a celles du
groupe PALME. Il en va de méme de l'activité exgnpar foie total, traduisant la capacité
de synthése par l'organe entier (figure 61). Emm@cavec ces résultats, en réponse au régime
LIN, le taux d’ARNm de la sous-unité catalytique GCest significativement plus élevé,
alors que celui de la sous-unité modulatrice ndifpas entre les deux groupes ayant recu
les régimes hyperlipidiques (Tableau 15). Nos tésilksont en accord avec les études ayant
montré des effets du méme type suite & une complkaten par des AGPI n-3 (partie
V/2/2.2 page 65), mais ceci est la premiére fois dgdels effets sont montrés vivo en
réponse a un régime apportant uniqguement de I'AbAme source d’AGPI n-3. De plus,
'expression du géne de la CDO, enzyme clé dehéhgge de taurine en compétition directe
avec layGCL pour l'utilisation de la cystéine, est 3 foigims élevée dans le groupe LIN que
dans le groupe PALME (Tableau 15). Ce résultag em parallele avec 'augmentation de
l'activité et de I'expression de GCL, suggererait que le métabolisme de la cysteanait
orienté vers la synthese du glutathion au détrindenta syntheése de la taurine en réponse au
régime LIN.

En revanche, nous avons constaté que les pooks etohcentrations hépatiques des thiols
totaux, principalement du glutathion, ne différgats entre les deux groupes ayant recgu les
régimes hyperlipidiques (Tableaux 13 et 14). Calltés est en désaccord avec les effets

observés quant a I'activité et I'expression deGaCL. Il est d’autant plus surprenant que nous
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avions mis en évidence, lors du protocole précégtitle 2) une augmentation du pool du
glutathion avec de faibles apports en ALA. De phmjs avons constaté que les valeurs des
concentrations de glutathion obtenu lors de ceopod étaient en moyenne 10 fois
inférieures a celles du protocole précédent (ar2)l Ceci nous a conduits a interpréter avec
réserve les résultats du dosage des thiols chezsdesis ayant recu les régimes
hyperlipidigues. Notamment, concernant le rappoftecle glutathion réduit et oxydé qui est
significativement inférieur chez le groupe LIN (Tedux 13 et 14). En effet, ce dernier
résultat pourrait refléter une altération de I'&&xydoréduction cellulaire chez les souris
LIN, mais ceci reste difficile a affirmer au vu désutes que nous avons émis sur ce dosage.
Nous envisageons donc de refaire cette analysel'@arter tout biais expérimental.

Les concentrations plasmatiques de la cystine (@irdé la cystéine) sont plus élevées chez
les souris LIN, suggérant que la cystéine n’est yagacteur limitant pour la synthése du
glutathion. Cependant, les données sur la cystoieedt étre considérées avec prudence,
compte tenu des trés faibles concentrations dé®atians le plasma. En revanche, les
concentrations des deux autres acides aminés petrardu glutathion, a savoir la glycine et
le glutamate ne semblent pas étre sensibles ddeerdes acides gras alimentaires. Il en va de
méme pour les acides aminés précurseur (méthiomnhe)erivé (taurine) de la cystéine
(Tableau 19).

Concernant la voie d'utilisation du glutathion gas enzymes antioxydantes, les niveaux
d'’ARNmM de la GPX1 (glutathion peroxydase) et deClaT (catalase) ne different pas
significativement entre les groupes alors que aila SOD 2 et 3 (superoxyde dismutases),
enzymes responsables de ['élimination des espeéestives de I'oxygéne, sont
significativement plus élevées dans le groupe LINe qdans le groupe PALME.
L’augmentation de I'expression des SOD en réponseégime LIN, observée dans nos
conditions expérimentales, pourrait traduire unienghation des défenses antioxydantes.
Cependant, selon la littérature, la mesure deiViéétdes enzymes antioxydantes semble étre
un parametre plus pertinent (que I'exprssion) @laer pour I'avenir, afin de rendre compte

de l'utilisation du glutathion par ces enzymes.



4. Influence de la nature des acides gras alimenta&rsur les marqueurs du

métabolisme des acides aminés

L’aminogramme plasmatique présenté dans le Tahl®atévele que les concentrations de
glutamine et de cystine sont significativement pélisvées et celles de phosphosérine, de
lysine et de leucine significativement moins élevdans le groupe LIN que dans le groupe
PALME. La lysine et la leucine sont deux acides rasiessentiels, la diminution de leur
concentration plasmatique signerait donc une atibs plus importante de ces acides aminés
chez les souris ayant recu le régime LIN.

Les taux d’ARNmM de la cASAT et de I'ALAT ne différepas entre les deux groupes ayant
recu les régimes hyperlipidiques. Seule I'exprassle la mMASAT (mitochondrial aspartate
aminotransferase) est plus élevée dans le groupgat rapport au groupe PALME (Tableau
12).Cet effet de I'ALA sur la mASAT semble étre en actavec celui observé chez la souris
apres activation du PPARpar des ligands synthétiques. En effet, le tauxR#Nm de la
MASAT est augmenté apres traitement par les fisrdar contre, 'ALA n’affecte pas les
taux d’ARNmM de la cASAT et de I'ALAT, contrairememux fibrates qui semblent les
diminuer (Edgar et al. 1998; Kersten et al. 2001).

5. Analyses complémentaire

Analyse calorimétrique : Dans nos conditions expérimentales, la nature defes gras
composant la fraction lipidique des régimes hyderagues (LIN et PALM) n'a pas eu
d’effet sur les parametres calorimétriques (Tablé@u Le passage des souris en cage
meétabolique a révélé que leur comportement alinrentdétait pas affecté par le type de
régime. Par conséquent, les modulations que noassawbservées au niveau des voies
métaboliques d'intérét, ne peuvent pas étre exphisjy@r une différence de consommation,
de comportement alimentaire ou d’oxydation desimgtnts entre les souris recevant les deux

types de régimes.

Analyse transcriptomique : Le Tableau 20 fournit la liste des 200 premiersegedont

I'expression est modifiée par la nature des aagdes du régime hyperlipidique. Le LogFC est
le log2(LIN/PALM), et exprime le facteur de varat pour le groupe LIN par rapport au
groupe PALM pris comme référence. Ex : logFC = gnsie qu'un gene est 2 fois plus
exprimé dans le groupe LIN. Une valeur négativéod€C indique une sous-expression (ou

une répression) dans le groupe LIN. Adj.P.Val gpond a la valeur de P ajustée par la
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méthode de Benjamini & Hochberg pour tenir compéela multiplicité. Elle permet de
retenir tous les genes pour lesquels adjP<0,lidawdk 0,05 pour P.value).
Une premiére approche de cette liste permet degedés genes cibles de PR#Rels que
les cytochromes P450, mais aussi l'acylCoA-oxydgse,sont surexprimés en réponse au
régime LIN, signant l'activation du PPAREIlle permet aussi de mettre en évidence un effet
anti-inflammatoire du régime LIN. En effet, lessdiorme de I'orosomucoide (ORM 1 et 2)
faisant partie des protéines de la phase aiguesdoa en réponse au régime LIN. Cependant,
l'annotation des voies métaboliques influencéedganture des acides gras du régime n'est
pas terminée, il faudra explorer la suite de clgte pour repérer une éventuelle régulation
des voies métaboliques des acides aminés.

6. Influence de la nature des acides gras alimenta&rsur les marqueurs de

l'activation du PPARa

Nos résultats Tableau 18 montrent un effet de I'Aduk I'expression du CYP4al4, membre
de la famille des cytochromes P450, dont le ta@®RNm est considérablement augmenté
chez les souris LIN, alors que celui de la FASdaajras synthase) est diminué chez ces
souris. Ceci confirme les données de I'analysestiaptomique et marque l'activation du
PPARx par le régime riche en ALA. Nous avons aussi miggeidence une augmentation
numérique du taux d’ARNm du PPARmais cet effet reste non significatif statistionest.
Dans nos conditions expérimentales, nous ne pouvassliscuter de I'implication directe du
PPARux dans les effets que nous avons observés Pouireg fisfaudrait introduire un groupe
témoin recevant des agonistes pharmacologiqueRBRRy.

-
En conclusion, lors de ces étudesvivo, nous avons pu constater pour la premiere fois les
effets de I'ALA sur le métabolisme du NO et du gthion. L’ALA semble avoir un effet
bénéfique sur la production de NO, qui serait ppalement dd a une stimulation de I'activité
de la NOS par I'ALA ou/et a une inhibition de I'ADMpar la DDAH 1, induisant une
augmentation de la biodisponibilité du NO. L'utdtion de la cystéine via BGCL serait
aussi augmentée par I'ALA. Cependant nous n‘avasspgu mettre en évidence, a ce stade,
un effet fonctionnel de la nature des acides geasparticulier sur le pool de glutathion
hépatique. Néanmoins, les effets de I'apport d’Aduk la CDO et lggGCL, ainsi que sur les
acides aminés précurseurs du glutathion permettentonclure que son métabolisme est

sensible a la nature des acides gras du régime.



L'expérimentationn vivo que nous avons menée procede par substitutioracdes gras
alimentaires entre eux. Cette démarche permetsceetenettre en évidence sans ambiguité un
effet de la nature des acides gras alimentaireper@ant, chez I'animal entier, il n'est pas
toujours facile de savoir si I'effet observé estadiaugmentation de I'apport d'un acide gras,
ou a la diminution de l'apport d'un autre. De piasyivo l'effet-dose est parfois difficile a
interpréter. Pour ces raisons, nous avons décidéod®léter nos investigations par des
expérimentationsn vitro, en nous focalisant sur le métabolisme de l'angirau niveau

endothélial.
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Chapitre 3 : Travaux Personnels

Exploration des effets de I'’ALA sur le métabolisme
secondaire de l'arginine au niveau de I'endothélium
vasculaire
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C.Exploration des effets de I'’ALA sur le métabolisme
secondaire de I'arginine au niveau de I'endothélium
vasculaire

l. Contexte et objectifs de I'étude

Lors des protocoles sur les modeles animaux, neoissapu mettre en évidence un effet de
I'apport en ALA dans le cadre d’'un régime hypedigue sur la production du NO « corps-
entier » a partir de I'arginine systémique. En ffLA semble favoriser I'utilisation de
'arginine dans la voie de synthése du NO. Afinreehercher les modulations métaboliques
gqui accompagneraient ces effets, nous avions expxpression des génes du métabolisme
secondaire de l'arginine (arginase et NOS) darfeiée Cependant, nous avons observé que
les taux d’ARNmM des NOS et de l'arginase 2 n'étajess affectés par I'apport en ALA.
Seule I'expression de l'arginase 1, enzyme hépatiogpéiquée dans la synthese de l'urée a
partir de I'arginine, était paradoxalement augmergé réponse au régime hyperlipidique
riche en ALA. Nos résultais vivo sont les premiers a mettre en évidence un efféagport

en ALA alimentaire sur la production du NO « cogrgier ». Cependant, des investigations
supplémentairef vitro nous ont semblé nécessaires afin de recherchmiobadirecte de
'ALA indépendamment de la diminution de l'apporh el’autres acides gras, sur le
meétabolisme secondaire de l'arginine, mais aussicééxplorer les éventuelles conséquences
fonctionnelles de ces modulations. Pour cela, I'trédiom nous a paru étre le tissu-cible le
plus approprié, étant donné le rdle important gogejle NO dans le maintien de ses
fonctions, et au vu de l'implication précoce detssu dans les dysfonctions vasculaires

associées a la présence du syndrome métabolique.

Quelques études vitro ont déja montré que les AGPI n-3 stimulent la paotidn du NO par
les cellules endothéliales humaines en culture.effet, 'EPA stimule la production de
nitrites et prévient sa diminution due a un stiegser-glucosé par des cellules endothéliales
du cordon ombilical humain (HUVEC) (Okuda et al9Z90Omura et al. 2001). De méme, le
DHA stimule la production de NOx par les cellulesdethéliales coronaires (HCAEC)
(Stebbins et al. 2008). L’ALA semble avoir des tffeimilaires a ses dérivés a longue chaine.
Il atténue significativement I'inhibition de la mhoction du NO induite par un stress hyper-
glucosé dans les cellules HUVEC (Zhang et al. 208anmoins, jusqu'a aujourd’hui aucune
donnée n’existe quant a I'effet de traitement ddkiles endothéliales avec de I'ALA dans les

conditions basales.
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Par ailleurs, des données soulignent de faconesgante la similitude d’effet entre les AGPI
n-3 et les agonistes du PPARw niveau de la voie NO/NOS endothéliale. En gffet
traitement de cellules BAEC ou HUVEC par des agesisynthétiques du PPARtimule le
relargage du NO par les cellules en culture, en enéamps qu’il augmente I'expression
génique, le taux protéique et I'activité de la eNQ%ang et al. 2006) (Goya et al. 2004;
Wang et al. 2006) (Murakami et al. 2006; Okayasai.2008).

L’objectif principal de ce protocole expérimentat ele mettre en évidence les effets directs
de 'ALA, sur le métabolisme secondaire de I'arganidans les cellules endothéliales a I'état
basal. De plus, nous avons voulu aussi étudieplication du PPAR dans la modulation de

la production du NO endothéliale en utilisant dgsristes synthétiques du PPAR

[l. Matériels et méthodes

1. Cellules et conditions de culture

Lors de ce protocole nous avons travaillé sur ugeée de cellules endothéliales aortiques
d'origine bovine (BAEC). Ces cellules nous ontféténies dans le cadre d’'une collaboration
avec le groupe de Dominique Bonnefont-Roussel@idier Borderie (EA 4466, Faculté de
Pharmacie Paris Descartes, Paris).

Apres une décongélation au bain-marie a 37°C,dégles BAEC sont cultivées a I'état basal,
dans des flacons de 75 et 25a@m dans des plaques 6 puits de 9chacun. Les cellules sont
cultivées dans un milieu DMEM (Dulbecco's Modifiedgle Medium) a 1g/L de glucose
complémenté avec du sérum de veau feetal (SVF) a, M¥nola pénicilline et de la
streptomycine a 1% ainsi que de la L-glutamine a EB&s sont incubées dans un incubateur
a atmosphére humide enrichie en CO2 (5 %). Le emitle culture est changé toutes les 48

heures.

Lorsque les cellules sont confluentes, elles sepiquées afin d’entretenir la lignée et de
multiplier les cellules afin d’avoir le matériel fisant pour effectuer les expériences. Le
principe du repiquage consiste a détacher les eslldu support a l'aide d’'une enzyme
protéolytique (la trypsine), puis a centrifugeslespension pour récupérer le culot de cellules,
qui est ensuite remis en suspension dans un voldmenilieu de culture permettant

d’ensemencer un nombre suffisant de flacons. Ldsle® utilisées pour nos expériences

proviennent des passages compris entre 9 et 13.
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2. Traitement des cellules

Avant son utilisation, 'ALA est saponifié. Pourlagla solution-mere d’ALA, mise en
solution dans I'éthanol, est reprise dans du KOHW4l@issout dans de I'éthanol puis chauffé a
70°C. Le sel d’acide gras formé est ensuite con@péeKalbumine. Les fibrates sont préparés
dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) afin de permelina dissolution. Les solutions d’ALA
et de fibrates sont ensuite stérilisées par fiimatpuis diluées successivement pour obtenir

les différentes concentrations de traitement detZDO pumol/l.

Une fois a confluence, les cellules sont incubgei$,avec les solutions d’ALA ou de fibrates
diluées aux concentrations choisies dans un milieaomplet (milieu DMEM complémenté
avec 1% de SVF (au lieu de 10%), 200 pmol/l d’almemet 0,1% de DMSO), soit

uniquement avec du milieu complet pour les témoins.
3. Récupération du milieu et des cellules pour analyse

Apres 24h d’incubation, les flacons ou les boitas slisposées des la sortie de I'incubateur
sur de la glace. Les milieux de culture sont récégeécentrifugés afin d’éliminer les débris
cellulaires, puis aliquotés et stockés a -80°C.dedliles sont ensuite récupérées, soit dans du
tampon de lyse, soit dans du Trizol, selon 'amalyggrammée par la suite.

4. Analyses

Afin de rendre compte de l'utilisation de I'arginipar les cellules endothéliales, nous avons
évalué dans les milieux de cultures la productiomég et de NO (estimé par la mesure des
NOx en utilisant la technique de chemoluminescen8aj les cellules, nous avons mesuré
I'expression génique des enzymes-clés du métatmldenl'arginine par qPCR, ainsi que

l'activité de l'arginase.

Toutes les méthodes utilisées pour les cellule€RjRlosage d’'urée, chemoluminescence)
sont identiques a celles décrites pour les pro#sdal vivo chez la souris. Le dosage de
I'activité arginase a été réalisé par les collegleeta Faculté de Pharmacie.

L'analyse statistique a reposé sur une analyse rilnga et des comparaisons de moyennes

par test post-hoc de Tukey-Kramer.
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1. Reésultats et discussion

1. Effet de I'ALA et des fibrates sur [l'utilisation de l'arginine pour la
production de NO

Les concentrations de NOx dans le milieu de culheerarient pas avec les concentrations
croissantes de bézafibrate (figure 62).Cependamjquirs étudem vivo ont mis en évidence
une augmentation de la production du NO apresetrant de cellules endothéliales par les
fibrates (partie 1V/4 page 54), il est donc touad surprenant de ne pas retrouver cet effet
lors de nos expérimentations. En revanche, legatpr de NOx dans le milieu de culture
semble augmenter avec les concentrations croissdieA (figure 63), sans atteindre pour
autant le seuil de significativité (effet du trament,p = 0.3348). Cette tendance est tout a fait
en accord avec ce que nous avons montré lors dexpé@simentationg vivo chez la souris.
En effet, 'augmentation des apports en ALA dansaddre du régime hyperlipidique (travaux
personnels partie B, page 88) a permis de confileeetendances de I'augmentation de la
production de NO que nous avons obtenu avec delesaapports en ALA (article 2), mettant
ainsi en évidence un effet de la dose d’ALA appaué la production du NO a partir de
larginine. Par ailleurs, l'effet de I'ALA sur la rpduction de NO par les cellules
endothéliales, bien que non significatif, semble &imilaire a celui de ses dérivés a longue
chaine. En effet, il a été montré que le traitentest cellules endothéliales en culture avec de
'EPA ou du DHA augmente la production de NO (pahNi/1/1.2 page 61), mais ceci est la
premiere fois que de tels effets sont obtenus B&eé sur des cellules endothéliales a I'état
basal.

bY

Concernant I'expression des NOS, nous avons ersesedifficultés a quantifier le taux
d’ARNm, en raison d'un probleme de spécificité desas, car il s'agit de cellules bovines
pour lesquelles il existe peu d'amorces validéas.eHet, les amorces que nous avons
recherchées nous-mémes sur les séquences d’ARNngatutes celles déja publiées dans
la littérature, n'ont pas donnés de résultats fedgEnts. Cependant, nous avons pu constater
gue les genes de la NOS sont trés faiblement egprifisoforme inductible de la NOS
n'étant pas détectable dans les cellules que neossautilisées. Selon la littérature,
'expression de la eNOS semble étre affectée pansemble de parametres, dont le stade de
prolifération cellulaire et les conditions de cuétArnal et al. 1994; Zollner et al. 2000). Des
expériences visant a maitriser ces parametres satritre indispensables afin de choisir les

conditions idéales pour la détection des variatenngiveau de I'expression de la eNOS.

104



2. Effet de 'ALA et des fibrates sur l'utilisation de l'arginine pour la

production d'urée

Le traitement des cellules endothéliales par lexentrations croissantes d’ALA (figure 64)
ou de bézafibrate (figure 65) n'affecte pas sigativement la sécrétion d’'urée dans le milieu
de culture. Le taux d'/ARNmM de l'arginase 2 ne vpag en réponse au bézafibrate (figure 66);
en revanche, ce taux augmente avec la dose d'Agivéf 67). Néanmoins, cet effet reste a la
limite de la significativité § = 0,0511), et il est surtout porté par la dose a |20@I/L (p =
0,0578vs témoin non traité). Quant a 'ANRm de l'arginasel st quasiment indétectable
dans les cellules BAEC. Ceci semble étre plutdtmabr puisque cet isoforme est exprimé
essentiellement dans le foie. Néanmoins, la medeese concentrations en urée dans les
milieux de culture a révélé que la production dupar les cellules BAEC était 1000 fois
supérieure a celle des NOx. Malgré I'absence desgion du gene d l'arginase 1, ces cellules
semblent donc posséder un cycle de l'urée compietraitement des cellules BAEC par
'ALA (figure 68) et le bézafibrate (figure 69) n'pas d’effet significatif sur l'activité de
l'arginase. Seule la dose 50umol/L d’ALA semblesctiér I'activité de I'arginase, mais cela

reste difficile a objectiver en vue des écarts-syppes élevés.

Aucune donnée bibliographique n’existe quant auetefde I'ALA et des fibrates sur la
production d’'urée et I'expression de l'arginase dés cellules endothéliales. On peut
néanmoins constater que I'absence d’'effet significlu traitement des cellules BAEC par
'ALA sur la production d'urée, est en accord awvecque nous avons monirévivo chez la
souris (article 2 et travaux personnels partie@®).peut aussi remarquer que I'ALA semble
affecter les taux d’ARNm des isoformes de l'argamasajoritairement exprimés dans les
tissus explorés. En effet, les forts apports en Aefnblent augmenter les taux d’ARNm de
larginase 2 dans les cellules BAEC et de l'argindshépatique chez la souris (travaux
personnels partie B). Cependant, I'absence d'sfiiet’activité arginase et sur la production
d'urée indiquerait que ces régulations géniguesuraiant pas de conséquences

fonctionnelles.

*kk

En conclusion, nous n'avons pas réussi, a ce stadeproduire les effets, décrits dans la

bibliographie, des ligands synthétiques du PRARr |'utilisation de I'arginine dans la voie
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de synthese du NO par les cellules endothélidissniblerait que les cellules que nous avons
utilisées n’aient pas réagi au traitement par ibsates. Nous avons essayé lors de ces
protocoles expérimentaux d’utiliser un autre tymefithrates (fénofibrate) avec lequel nous
avons obtenu des résultats similaires. Ceci peatdii a un probléme d’incorporation des
fibrates dans les cellules; pour cette raison,ndasjueurs de l'activation du PPAReraient
intéressants a explorer parallelement au traiterpantes fibrates afin de vérifier leur entrée

dans les cellules

Concernant le traitement par I'ALA, les tendancese quous avons obtenues pour
'augmentation de la production de NOx et I'absedtadfet sur I'urée sont en accord avec
nos résultatsn vivo et avec les données de la littérature. Ce quilagitprés encourageant.
En revanche, le nombre de séries est encore isanffpour atteindre le seuil statistique de
significativité (n= 4 séries pour les NOx et I'uygédes protocoles supplémentaires sont donc

nécessaires afin de confirmer ces tendances.
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Chapitre 4 : Discussion générale, conclusions et
perspectives

Les effets bénéfiques des AGPI n-3 sur la physiapagie du syndrome métabolique
impliquent une large pléiotropie. En effet, les amismes d’action des AGPI n-3 découlent,
entre autres, de leurs effets sur 'lhoméostasigidjpe et glucidique (par ex. baisse des
triglycérides, effet favorable sur la sensibilitéigsuline...) mais aussi d’'un effet probable sur
le métabolisme secondaire des acides aminés viandeanismes encore mal élucidés. Lors
de ce travail, nous avons pu mettre en évidencelpquemiere fois, a travers I'établissement
d’aminogrammes plasmatiques, que les concentragpasmatiques de plusieurs acides
aminés (ex : lysine, leucine, glutamine, phosphineéat cystine) étaient sensibles aux apports
alimentaires d’ALA dans le cadre de régimes norniohgpelipidique. Ces observations
mériteraient d’étre approfondies afin de mieux cangre les mécanismes qui les régissent
et les conséquences qu’elles peuvent avoir au miges voies impliquant ces acides aminés.
Lors de ce travail de recherche, nous nous somroesligés particulierement sur le
meétabolisme secondaire de l'arginine et de la aystéNotre hypothese était qu’une
modulation de 'homéostasie de leurs dérives bifsalO et glutathion) par les AGPI n-3,
serait un des mécanismes par lequel ces acidesaffeageraient la physiopathologie du
syndrome métabolique.

1. Effet de I'ALA sur le métabolisme de l'arginine etdu NO

Il ressort clairement des travaux expérimentaux quenous avons meneés lors de cette
these que I'ALA module le métabolisme secondaire dearginine. En effet I'apport
alimentaire d’ALA augmente la production du NO «gentier » a partir de I'arginine, sans
affecter la voie compétitive de synthese de l'urBans nos conditions expérimentales,
'augmentation de la production de NO a partir ‘deginine systémique était plus marquée
avec les forts apports en ALA (42% de l'apport galee) qu’avec les plus faibles apports
(11%). En concordance avec ces résultats, les N@r particulier les nitrites plasmatiques,
marqueurs de la biodisponibilité du NO, ont éténaeigtés seulement suite aux forts apports
en 'ALA. Il apparait donc que 'augmentation defdeoduction du NO est dépendante de la
quantité d’ALA apportée.

Nos résultats sont tout a fait en cohérence aveddanées de la littérature (études résumées

dans le tableau 21, qui montrent assez clairemeataugmentation des marqueurs de la
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production du NO suite a une complémentation en WGP Néanmoins, I'originalité de nos

résultats repose sur les éléments suivants :

1- Nous avons mis en évidence pour la premiére fhisz ¢e rongeur sain, que I'ALA a
les mémes effets sur la production de NO que s@gdé longue chaine.

2- La méthode de tracage isotopique que nous avolseatnous a permis de mesurer
précisément ['utilisation de I'arginine dans la &ale synthese du NO, cette mesure
étant plus pertinente que le dosage de NOx isdigéutlans la plupart de ces études.

3- Nous avons choisi d’incorporer 'ALA a l'alimentah alors que I'ensemble des
étudesin vivo ayant traitées des effets des AGPI n-3 sur laymtieh de NO ont
apportés les AGPI en complétation alimentaire $oume d’extrait purifié ou de dose

d’huile riche en AGPI, se rapprochant plus d’'unmdéhe pharmacologique.

Cependant, notre démarche vivo présente plusieurs limites. Nous avons comparé les
groupes recevant 'ALA au groupe recevant les AGEI¢ de palme ou de coco). On peut
donc se demander si les effets qu'on observe smntida substitution d’AGS par I'ALA ou
vraiment a un effet signal de I'ALA. En effet, lamdnution de I'apport en AGS pourrait, en
soi, atténuer leurs effets déléteres notammentasdionction endothéliale (Mugabo et al.
2011; Newens et al. 2011). Néanmoins, nous avosered des effets de I'ALA chez la souris
dans le cadre du régime normolipidique apportastfdibles quantités d’acides gras (11% de
'apport énergétique), ce qui laisse plutdt suppapee les effets observés pourraient étre
attribués a une action spécifique de I'ALA. Cepenidalintroduction d'un groupe
supplémentaire recevant des AGMI pour les étudesvo, ainsi que I'utilisation de modeéles
de cultures cellulaires permettrait de s’affrancl@rce biais. Par ailleurs, les quantités d’ALA
gue nous avons apportées lors de nos protocolegimgntaux sont largement au-dela des
recommandations nutritionnelles. En effet, celanmdrd’apporter des quantités d’effecteurs
nutritionels suffisamment importantes pour pouvadiserver des effets métaboliques tout en
travaillant sur des protocoles de durée compatibkr les contraintes expérimentales et les
modeles animaux. Néanmoins, dans une perspectigtud# chez I'homme, il serait
nécessaire de se placer dans des niveaux d’aggogshutritionnels, mais en allongeant la

durée des protocoles.

Par ailleurs, la tendance a I'augmentation de dalpetion de NOx que nous avons observée
dans les milieux de culture de cellules BAEC testévec de I'ALA est aussi en cohérence
avec les données de la littérature démontrant ugmantation de la production de NO sous
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I'effet des AGPI n-3 au niveau des tissus vascesda(t.opez et al. 2001; Lopez et al. 2004;
Singh et al. 2010) et des cellules endothélialesuttures (Okuda et al. 1997; Omura et al.
2001; Zhang et al. 2007; Stebbins et al. 2008)p&ut donc supposer que 'augmentation de
la production de NO « corps-entier » sous l'actdenI’ALA peut avoir des conséquences

fonctionnelles au niveau des organes-cibles du N@rjmcipalement au niveau endothélial.

Il apparait donc a l'issue de ce travail que I'effebénéfique des AGPI n-3 sur la fonction
endothéliale et la prévention du risque cardiovasdaire rapporté par la littérature,
pourrait du moins en partie étre attribué a I'augmentation de la production et a une
meilleure biodisponibilité du NO. Cependant une objectivation des conséquences
fonctionnelles de 'augmentation de la productiorNg& suite a I'apport alimentaire en ALA
permettrait de consolider cette conclusion. A tittexemple, il serait intéressant d’explorer
I'effet de I'apport d’ALA chez des modeles animade& dysfonction endothéliale, tels que

celui développé dans notre laboratoire (Magne.&Qfl9; Magne et al. 2010).

Au-dela de la mise en évidence d’'une modulatiomadgroduction du NO par I'’ALA, nous
avons voulu, lors de ce travail de these, compeetels mécanismes par lesquels 'ALA
exercerait ces effets. Notre hypothése était bagéeine éventuelle régulation génique par
'ALA, via le PPARo, des enzymes affectant la synthése du NO a pdetif'arginine,
particulierement les NOS et les arginases. Nodtedswnt clairement montré que I'apport en
ALA n’a aucun effet significatif sur I'expressionépatique des genes des NOS et de
larginase 2. Méme si I'absence d'effet sur cextdlARNm dans le foie n’exclut pas un
effet dans d’autres tissus, il semble néanmoitigssuie de ce travail, ques mécanismes de
modulation de la production du NO par I'’ALA soient plus complexes qu’une régulation
génique directe de I'expression des enzymes en cagtipon pour ['utilisation de
larginine. En effet, 'absence d'effet sur I'expression dungénépatique de la NOS et de
I'ARG 2 oriente la réflexion vers les modulatiorssptranscriptionnelles que pourrait exercer
I'ALA, en affectant par exemple l'activité de la @$, sa phosphorylation ou sa translocation,
ce qui aurait des conséquences directes sur laigiod du NO. L’estimation de I'état de
phosphorylation de la NOS et de son taux protémprait donc I'étude la plus pertinente a

mener dans un premier temps, afin de complétaagait.

Lors de ce travail, nous avons aussi mis en évaleupe I'apport en ALA, dans le cadre du
régime hyperlipidique, augmente I'expression deDRRAH 1 enzyme responsable de la
dégradation de TADMA, un inhibiteur compétitif teeeNOS. Cette observation constitue une
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piste intéressante a explorer, car elle pourraitrdmuer a expliquer 'augmentation de la
production du NO observée avec les régimes apadiédmA. La mesure de I'expression de
cette enzyme chez les souris ayant recu les régimosesolipidiques, ainsi qu'un dosage

d’ADMA, seraient intéressants a réaliser pour afficette hypothése.

Il est intéressant de souligner qu’en paralleles resultats montrent une diminution de la
production du NO apreés invalidation du PRA@rtcicle 1). On peut donc cuposer djaéfet

de I'ALA sur la production du NO observé avec de fa apport en ALA serait, du moins

en partie, PPARx dépendant Le promoteur de la NOS ne présente pas de séguimc
liaison PPRE, néanmoins, le PPARBourrait indirectement affecter la production dO Har
lintermédiaire d’autres facteurs de transcriptpmuvant relayer son action au niveau du géne
de la NOS. Cependant, I'absence d’effet de l'irdation du PPAR sur le géne de la NOS,
du moins au niveau hépatique, laisse penser qi® AR affecterait la biodisponibilité du
NO en modulant d’autres processus. Parmi les hggeth possibles, une meilleure
biodisponibilité du NO, liée a 'augmentation dezpacités antioxydantes (Tabernero et al.
2002; Deplanque et al. 2003) ou a linhibition devoie de la NADPH oxydase aprés
activation du PPAR (Newaz et al. 2005).

2. Effet de I'ALA sur le métabolisme de la cystéine edlu glutathion

Lors de ce travail nous avons montré, pour la prengire fois, que I'apport alimentaire en
ALA (dans le cadre du régime normolipidique, artice 2) affecte 'homéostasie du
glutathion. En effet I'apport en ALA permet d’augmenter le pbépatique de glutathion
total. Cet effet, observé chez les souris ayant kecégime normolipidique riche en ALA, est
en accord avec les études ayant rapporté une augfinantles concentrations cardiaques
(Fang et al. 2011) et érythrocytaires (Walczewdkal.e2010) de glutathion, suite a I'apport

d’huile de poisson ou de mélange d’AGPI n-3.

Paradoxalement, cet effet n'a pas été retrouvéugmantant les apports en ALA dans le
cadre du régime hyperlipidique. les fortes quastité&LA apportées dans le cadre du régime
hyperlipidigue, méme si elles ne semblent pas &ffde pool hépatique total de glutathion,
augmentent l'activité et I'expression de #&CL, enzyme limitante pour sa synthése, et
diminuent en paralléle I'expression de la CDO, emeyen compétition directe avecy@CL
pour l'utilisation de la cystéin€es résultats suggerent que I’ALA modulerait I'utiisation

de la cystéine, qui serait a priori orientée versal synthese du glutathionau détriment de

l'autre voie principale de son catabolisme powsyathése de taurine via la CDO. Néanmoins,
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ces observations n'ont pour l'instant pas été cordes par les valeurs des concentrations
hépatiques de cystéine et des concentrations pliagsraa de taurine, qui ne sont pas affectées
par les forts apports d’ALA. Il semble donc que dmgestigations supplémentaires soient
indispensables pour s’assurer des conséquencdsforalles des régulations que nous avons

observées concernant I'expression et I'activitéates/mes du métabolisme de la cystéine.

L’évaluation de I'implication du PPARdans la modulation du métabolisme de la cystéine e
de la voie de synthése du glutathion a réveéle linvalidation de ce facteur de
transcription augmentait les concentrations hépatiges de glutathion ainsi que l'activité

de layGCL. Deux éléments sont importants a souligner :

1- le premier est I'absence de ces effets chez lesssmwalidés pour PPA&R recevant
les régimes apportant d’ALA. En effet, 'augmentati des concentrations de
glutathion et de Il'activité de IaGCL a été observée uniqguement quand les souris
invalidées recevaient des régimes apportant les.AGS

2- le second est que I'augmentation des concentratiépstiques de glutathion et de
l'activité de layGCL est observée chez les souris invalidées polPARy, mais

aussi paradoxalement chez les souris sauvagesargdes régimes apportant 'ALA.

Ces deux éléments nous poussent a penser que ldstefde I'apport en ALA sur le
métabolisme du glutathion chez les souris de typeawvage seraient plutdt une
modulation de sa synthése via des mécanismes deul@jons transcriptionnelles, mais
qgui semblent selon nos résultats étre indépendantdsl PPARa. Cependant, il reste difficile
de conclure, sur la base de nos résultats, quant@wséquences d’'un apport d’ALA sur la
modulation du stress oxydant cellulaire via un iotgr la synthese du glutathion a partir de
la cystéine. Afin de pouvoir conclure sur cet aspicserait indispensable d’interpréter les
modulations du métabolisme du glutathion que naasig observées a la lumiére des effets

de I'ALA sur les marqueurs de I'état de stress @xytd

En revanche, chez les souris invalidées pour RRARuUS avons pu conclure a partir d’'un
certain nombre de marqueurs (acide urique, marguwirit'inflammation) mais aussi en nous
basant sur les données bibliographiques, que ltastress oxydant des ces souris serait
probablement dégradé. Ainsi, les variations quesnauons observées au niveau du
meétabolisme du glutathion chez les souris invaidéeur PPAR seraient une réponse a cet
état de stress oxydant. L'apport de 'ALA chez smmiris semble donc avoir un effet

« protecteur » indépendant du PRARNous avons aussi observé cet effet au niveau des
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dérégulations du métabolisme lipidique, qui étamiténuées chez les souris invalidés pour
PPARu recevant les régimes apportant 'ALA par rapporedles recevant les AGS. Cette
« protection » chez les souris invalidées pour P®ARourrait s’expliquer par
'enrichissement en AGPI n-3 des tissus (prin@pa&nt le foie) des animaux invalidés
recevant le régime apportant TALA comme cela ad&ontré dans la bibliographie (Martin
et al. 2007). Cet enrichissement permettrait de eorieu a des effets des AGPI n-3
indépendamment de la régulation génique via le RRAR disponibilité des AGPI n-3 pour
la synthése de médiateurs lipidigues pourrait peemple atténuer I'état inflamatoire

provoqué par I'invalidation du PPARet amélioration ainsi I'état général de ces souris

Au terme de ce travail de thése, nous pouvons sonaue l'apport alimentaire d’ALA
affecte certainement le métabolisme secondaire’algidine et de la cystéine. En effet,
'ALA augmente la production de NO a partir de ¢jarine; le pool du glutathion est aussi
augmenté suite a l'apport d’ALA dans le cadre drggime normolipidique. On peut
considérer qu'une meilleure biodisponibilité de amgtabolites serait plutét bénéfique,
d’autant plus que ces effets s’associent a uneiamébn des composantes du syndrome
métabolique chez les animaux recevant les régiides en ALA.

En revanche, nos travaux n’ont pas permis d’élucidenpléetement les mécanismes mis en
jeu dans ces régulations. Il semblerait néanmaus,’ALA modulerait la production du NO
via des régulations post-transcriptionnelles a#fect’activité de la eNOS. En revanche |l
affecterait 'homéostasie du glutathion via desutégons géniques au niveau des enzymes-
clés impliquées dans son métabolisme. Par ailleasys ne pouvons pas exclure
I'intervention d’autres mécanismes indirects dassdffets de I'apport alimentaire d’ALA sur
le métabolisme du NO et du glutathion. A titre @mple, I'effet anti-inflammatoire de
I’ALA que nous avons mis en évidence lors de I'gmealtranscriptomique pourrait contribuer
a l'atténuation du stress oxydant en réduisantiViaé NADPH oxydase. Il est aussi possible
gu’une amélioration du profil lipidique suite aupperts d’ALA participerait & I'amélioration
de la vasorelaxation en affectant la biodisporiébiillu NO (Poudyal et al. 2011). Il nous
semble donc que les interactions entre les diaatedirs de risque du syndrome métabolique
devraient étre impérativement prises en considdéraéifin d’interpréter correctement les

mécanismes d’action des AGPI n-3.
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Titre : Régulation du métabolisme secondaire de I'argieinge la cystéine par I'acide alpha-
linolénique. Implication dans la physiopathologiesyndrome métabolique

Résumeé :Si l'intérét nutritionnel des acides gras polytuséas (AGPI) n-3 dans la prise en
charge et la prévention des dysfonctions assoaées/ndrome métabolique, est bien établi.
Les mécanismes d’action spécifiques sous-jacentseffexs bénéfigues de cette famille
d’acides gras sont encore en cours d'étude. L'dibjde ces travaux était d’explorer le réle de
l'acide alpha-linolénique ALA ou 18:3 n-3, dans faodulation des voies affectant
’lhoméostasie de molécules bioactives dérivant étabolisme secondaire des acides aminés
(le monoxyde d’azote -NO- et le glutathion). L’hypese sous-jacente est que ces
modulations pourraient expliquer, du moins en paté role des AGPI n-3 dans le maintien
des fonctions biologiques contrélées par ces métabdgtelles que la fonction endothéliale et
le statut oxydant) et impliquées de prés dans Isippathologie du syndrome métabolique.
Notre intérét a porté particulierement sur la vibgerégulation génique via le PPARt sur
son implication dans le contréle des génes du misaf® des acides aminés par I'ALA.

Nous avons exploré chez la souris de type sauvage/aidée pour le PPAR I'effet de
'apport alimentaire d’ALA dans le cadre de réginm@mo- ou hyper-lipidiques sur les voies
du métabolisme secondaire de l'arginine et de Eénye.En parallele nous nous sommes
focalisés sur les effets de 'ALA au niveau vastelaen utilisant un modéle de cellules
endothéliales bovines en cultures.

De ce travail de thése s'est dégagé que I'ALA medeaffectivement le métabolisme
secondaire de l'arginine et de la cystéine. L'apmbALA (& hauteur de 11% et 42% de
'apport énergétique) augmente la production dedd@s affecter I'expression hépatique des
enzymes controlant l'utilisation de Il'arginine (NO& ARG). L'apport d’ALA (11%)
augmente le pool hépatique du glutathion, alors lggeplus forts apports d’ALA (42%)
modulent I'expression des principales enzymes iqugés dans les voies d'utilisation de la
cystéine {GCL et CDO). Le PPAR ne semble pas étre directement impliqué dansfets e
observés de I'ALA, néanmoins, I'invalidation du PRWArend le métabolisme secondaire des
acides aminés plus sensible a la nature des agide®limentaire.

Une meilleure biodisponibilité du NO et du glutathisuite a I'apport alimentaire d’ALA
serait bénéfique pour la physiopathologie du symd@rométabolique. Il semble donc
ineressant, a I'issus de ce travail, d’élaborer @étesles nutritionnelles validant ces effets de
I'ALA chez I'homme dans une perspective de recomaaéions nutritionnelles.

Mots clés : acides gras polyinsaturés, oméga 3, acide alpb&hique, acides aminés,
arginine, cystéine, monoxyde d’azote, glutathigmdsome métabolique.
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NCEP/ATPIII (2001)

IDF (2005)

IDF/AHA/ NHLBI (2009)

3 des 5 critéres
suivants

Tour de taille + 2 des
4 autres critéres

3 des 5 critéres suivants

Tourde |>102 cm/hommes |indispensable, avec |seuils ethno-centrés, reprenant les seuil
taille élevé | > 88 cm/femmes seuils ethno-centrés ;| IDF 2005 pour les non-européens et
origine européenne : | laissant le choix entre seuils IDF et seull
> 94 cm/hommes NCEP/ATP Il pour ceux d'origine
> 80 cm/femmes européenne
TG élevés | > 1,5 g/L ou traitemen > 1,5 g/L ou > 1,5 g/L ou traitement
traitement
HDLc bas |< 0,40 g/L/: hommes |< 0,40 g/L/: hommes |< 0,40 g/L: hommes
<0,50 g/L: femmes |< 0,50 g/L: femmes |< 0,50 g/L: femmes
PA élevées PAS >130 mm Hg PAS >130 mm Hg |PAS>130 mm Hg et/ou
et/ou et/ou PAD >85 mm Hg
PAD > 85 mm Hg PAD >90 mm Hg ou traitement
ou traitement ou traitement
Glycémie a/> 1,1 g/L ou traitemen > 1,0 g/L ou > 1,0 g/L ou traitement
jeun élevée traitement

Tableau 1: Quelques définitions du Syndrome métabolique.

IDF:

D’aprés : (Alberti et al., 2009)

NCEP /ATP lll: National Cholesterol Education Program - Adult Treatment Panel .
International Diabetes Federation.
AHA: American Heart Association.
NHLBI: The National Heart, Lung, and Blood Institute.
PAS :Pression artérielle systolique.
PAD : Pression artérielle diastolique.
HDL : High Density lipoprotein.




Tableau 2:

Prévalence du SyndMet en Europe.

Prevalence of MetS (% of population)

Country and Reference Population Age Range (No.) Criteria Men Women Total
France Men women 35-64 (3359) NCEP 23.0 16.9
France Men 50-59 (10 592) NCEP 29.7

IDF 389

WHO 35.5
Germany Men women (4816 men 2315 women) MNCEP IDF 235316 17.622.6
Netherlands Adult men women 5075 (1364) NCEP WHO 19.0 26.0 32.0 26.0
[taly Men Women 45-64 (1877) NCEP 244 231 22.2
Spain Men women 35-64 (2540) NCEP IDF 223217 30.7 336
Portugal Men women 18-90 1436 NCEP 194 27.0 23.9
Greece Men Women Adults (9669) NCEP IDF 245434
Croatia Men women 18-88 (996) NCEP 34.0
UK Women 60-79 (3589) NCEP IDF WHO 208475209
Netherlands Men women 1880 (1117) NCEP 46
Greece Men women Adults (706) NCEP 63.0 37.0 418

D’apreés . (Grundy, 2008)
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Figure 1 : Physiopathologie du syndrome métabolique.
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Figure 2 : Ratio plasmatique entre les TBARs (thiobarbituric acide active substances) et le
cholestérol (facteur de correction) chez les individus sains (barre blanche) ou atteints de
SyndMet (barre noije

*P< 0,001

D’apreés . (Grattagliano et al., 2008)
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Figure 3 : Concentrations plasmatiques de vitamine C et E (atpbaphérol) chez les
individus sains (barre blanche) ou atteints de SyndMet (barre noire).
*P< 0,001

D’apreés : (Grattagliano et al., 2008)
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Figure 4 : Structure biochimique d’un acide gras saturé.

b Acide linoléique 18:2 n-6 ou w6
& & Pe=cl P=c" & c & COOH
S, 4 HT c— SN HOENG ONN
nEw E ET TRy C
HZ HZ HZ HZ HZ Hz HZ
Extrémité méthyle Extrémité carboxyle
i H_ H H_ H H__ H & H, H,
C e C C C C
H, H, H, H, H, H, H,
———p
n-3 Acide o-linolénique 18:3 n-3 ou w3

Nombre d’atome de carbone de |'acide gras

|

Cn:x n—-yL_)Famille de l'acide gras : position de la double
I liaison la plus proche du méthyle terminal

nombre de doubles liaisons

Figure 5: Nomenclature des acides gras polyinsaturés

D’apres : (Legrand, 2004)
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Figure 6 : Capacités de conversion des acides gras dans les différents régnes et biosynthese
des acides gras insatureés.

Le symbole A indique une désaturation, avec la place de la double liaison introduite repérée a
partir du groupe carboxyle COOH. Le symbole € indique une élongation.

D’apreés : (Legrand, 2004)



Tableau 3: Apport nutritionnel conseillé en lipides pour les adultes consommant 2000 Kcal
(en % de ’apport énergétique journalier) ou en mg/j.

Lipides totaux 35-40
Acide linoléique 4
C18:2 n-6
AG indispensables SEiR e S aTIawe. 1
Acide docosahexaénoique RS,
DHA, £22 6 n-3 i

D’apres . (Afssa, 2010)

Figure 7 : Contribution (en %) des matiéres grasses d'origine laitiere (MGLA), animale autre
gue laitiere (MGAX) et végétale (MGVx) a l'apport quotidien en acide alpha-linolénique.

D’apreés . (Combe N, 2001)



Tableau 4: ANC et Apports (liés a la consommation de poissons) en EPA et DHA (mg/)).

Age ANC EPA | Apports en | ANC DHA | Apports en
EPA DHA
3-10 ans 125 54 125 90
11-14 ans 250 68 250 110
15-17 ans 250 68 250 106
18-64 ans 250 114 250 169
osansetl 50 141 250 199

D’apreés : Etude INCA2 / données composition Calypso (Esther KALONJI)

Végétaux et algues

'

acide a.-linolénique

Huiles Graines \

Colza, Soja, Noix X i ;
( ' Lilnl ) Rerrinants — (Lin) \ | Poissons
Monogastriques
¥ (por_c, lapin, cheval,
Hydrogénation oie, escargot)
partielle
OXd
- ’.
C18:3n-3]C18:3 n-3§ CLA | Dérivées] C18:3n-3| C18:3n-3 Dérivés | Dérivés
: n-3 n-3 n-3
v i v v v v v v
HOMME

Figure 8: Stratégies d’augmentation des apports nutritionnels en AGPI n-3 (précurseur et
dérivés)

D ’apres:(Legrand, 2004)
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Figure 9 : Encombrement dedifférents types d’acides gras au sein des phospholipides
membranaires.
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Figure 10: Voies de synthése des@anoides a partir les familles d’acides gras n-3 et n-6.

D’apres : (Abeywardena & Head, 2001)
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Figure 11: Synthese de la Cystéine.

A. Voie de transméthylation : 1-Methionine-adénosyle transférase, 2-Méthyltransférase, 3-
adénosylhomocystéine hydrolase, 4-Méthionine synthase ou Bétaine-homocystéine
méthyltransféraseB. Voie de transulfuration 5-Cystathionings-synthase, 6-Cystathionine-
y-lyase.D’aprés : (Huneau, 2008).
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Cysteine 3
Dioxygenase
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a-Ketoghnarate  Cygteinesulfinate
Aspartate Cysteinesulfinate
Aminotransferase Decarboxylase
(CSDC)
Glatamate CO,
[B-Sulfinylpyruvate] Hypotaurine
l y 172 0,
Pyruvate + SO,* Taurine
SO,>

Figure 12: Voies d’utilisation et homéostasie de la cystéine.



y-carboxyl

y -glutamyle ec;méinylc glycine

D’aprés (Bella et al., 1999).

Figure 13: Structure biochimique du glutathion.

glutamate glycine

cystéine /\ y-glutamylcystéine /\ GSH
glutamylcysteine synthase glutathion synthase
ATP ADP+Pi ATP ADP+Pi

Figure 14: Synthese du glutathion.
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Figure 15: Participation du couple redox du glutathion a la régénération de la forme réduite
d’autres antioxydants.

LA : acide lipoique
DHLA : acide dihydrolipoique

D’aprés (Sen & Packer, 2000)
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Figure 16: Origines et effets des ROS

D’aprés Alain Favier, lactualité chimique 2003
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Figure 17: Participation du glutathion aux défenses anti-oxydantes

60 °

50 1

30 1
20 1

10 1

GSH (nmol/mg protein)

ZL ZDF
22w 22w

Figure 18: Concentrations rénales en glutathion chez le rat Zucker maigre (Zucker lean
(2L)) et le ratZucker diabétique obése (Zucker diabetic fat (ZDF)) a 22 semaines d’age.

*P<0.05vs ZL 22 w.

Modifié d’apres . (Chander et al., 2004).
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Figure 19: Voies de synthése et d’utilisation de 1’arginine.

ADC : arginine decarboxylase ; AGAT : arginine:glycine amidinotransferase; ARG
arginase; ASL : argininosuccinate lyase; ASS : argininosuccinate synthetase; ODC : ornithine
decarboxylase; OTC : ornithine transcarbamylase)

D’aprés (Morris, 2004).



Arginine
NADP+ Py
H*+
Citrulline
NO (or NO")
Figure 20: cofacteur, substrat et produit de la NOS.
D’aprés (Alderton et al., 2001).
H
o)
NH NH

& i
1.0 NADFH 0.5 NADPH \"" *
HED
@ @

H.N coo
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Figure 21: Réaction catalysée par la NOS.
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Figure 22: Cycle de 1'urée.
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Figure 23: Expression des arginases 1 et 2 dans les tissus humains.

Modifié d’apres (Nelll et al., 2009).
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Figure 24: Effet de 1’age et/ou de I’inhibition de 1’arginase sur les activités aortiques de
I’arginase et de la NOS chez le rat jeune et agé.

Y, young; O, old; Inhibiteur dé’arginase :(BEC) (S){2-boronoethyl)-L-Cysteine-HCI.
*P<0.01, O vs Y; 1P<0.01, O vs O+BEC

D’apres (Berkowitz et al., 2003).
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Figure 25: Compétiion entre 1’arginase et la NOS.

D’aprés (Ash, 2004).
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Figure 26: Roles du NO au niveau de 1’endothélium et du muscle squelettique
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Figure 27: Concentration de nitrites plasmatiques chez les individus sains (controls) ou
atteints de SyndMet (Metabolic syndrome).

*P <0,05.

Modifié d’apres . (Gomes et al., 2008)
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Figure 28: Effet de I’invalidation du géne de la eNOs chez la souris sur les composantes du

SyndMet.

*P <0.05, **P <0.01, ***P <0.001.

Modifié d’apreés (Cook et al., 2003).
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Figure 29: Mode d’activation des PPARs.
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Figure 30: Effet du fénofibrate sur lesiveaux d’expression hépatique de I’ALAT et de
I’ASAT chez des souris déficientes en PPARa ou témoins.

* effet genotype (P < 0.01) vs control.

D’aprés (Edgar et al., 1998).



arginino-succinate
synthase

carbamoyl-phosphate ’

10 04 57 52

ornithine trans-
carbamoylase

arginino succinate
lyase

arginase

Figure 31 : Niveaux d’expression hépatique (Northern Blot) des enzymes du cycle de ’urée
chez des souris déficientes BPARo ou témoins suite a I’administration de WY 14643. Les
chiffres indiquent la différence 1’amplitude d'expression par rapport aux souris de type
sauvage non trraitées au WY14643.
Modifié d’apreés (Kersten et al., 2001)
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Figure 32 : Concentrations plasmatiques des acides aminés(umol/l) chez les rats ayant recu
un régime témoin (chow control), hyperlipidique (fat-control) ou hyperlipidique aved du
WY14643 (fat- WY14643)

*P < 0.05 vs control ; #P < 0.05 vs. fat control.

D’aprés (Sheikh et al., 2007)
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Figure 33 : Effet de I’invalidation du PPARa sur I'urémie a jeun chez la souris. Souris
invalisées (barre blache) , souris de type sauvage (barre grise).
* effet genotype (P < 0,01Modifié daprés :(Kersten et al., 2001).
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Figure 34 : Excrétion des nitrites urinaires (24h) chez le rat apres 7 jours de traitement par un
véhicule (control), du clofibrate (Clofibrate; 250 mg/kg; i.p.), du L-NAMENAME; 100

mg/kg; p.o.), du WY14643 (WY14643; 45 mg/kg; i.p.), ou du clofibrate et L-NAME
(Clofibrate/L-NAME).

*p <0.05 vs Control, # p < 0.05 vs Clofibrate.

Modifié d’aprés (Newaz et al., 2004).
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Figure 35 : Effet du clofibrate sut’activit¢ NOS rénale, chez des souris de type sauvages
(WT) ou invalidées pouPPARa (KO).

*p <0.05 vs. WT non traités.

D’aprés (Newaz et al., 2005)
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Figure 36 : Taux protéique cardiague de la eNOS chez des rats diabétique (GK) aprés
administration de DMSO ou de ligandsRIARq.

*** n < 0,001.

D’apreés (Bulhak et al., 2009).
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Figure 37 : Effet de doses croissantes dmdfibrate sur ’expression de la eNOS dans des

cellules BAEC, en % du control non traité. * P<0.0001 vs control.
D’aprés (Goya et al., 2004).
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Figure 38: Taux protéique de I’eNOs dans des cellules BAEC aprés traitement pendant 48h
avec 50umol/l de Fenofibrate et 10pmol/l de RU486.

*P<0.0001 vs fenofibrate seul.

D’aprés (Goya et al., 2004).
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Figure 39 : Production de NO par les celulles HUVEC en culture apres traitement par du
DMSO (témoin), du Fenofibrate , ou du Fenofibrate + L-NAME

*p < 0.05 vs. DMSO, 7 p <0.05 vs. Fenofibrate.

D’apreés (Murakami et al., 2006).
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Figure 40 : Effet du traitement des HUVEC par le Fenofibrate sur la cinétique de
phosphorylation de la eNOS.

*p < 0,05 vs. DMSO, 1 p < 0,05 vs. Fenofibrate.

D’aprés (Murakami et al., 2006).
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Figure 41 : Concentration hépatique de glutathion total chez la souris de type sauvage ou
invalidée pourPPARo. Souris invalisées (barre noire) , souris de type sauvage (barre
blanche).

* P<0,05 .

D’apreés (Abdelmegeed et al., 2009)
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Figure 42 : Expression hépatique de la CAT et de la SOD chez le rat traité au WY 14643
(0.1% du poids de I’alimentation pendant 6 semaines).

* P<0,0001.

Modifié d’apreés (Toyama et al., 2004).
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Figure 43: Effet du traitement de cellules HUVEC par kzdfibrate sur I’expression (PCR)
et le taux protéique (western blot) de la SOD1.
D apres (Inoue et al., 2001)
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Figure 44: Reégulation de I’expression des génes hépatiques par les AGPI alimentaires
dépendante et indépendante du PPARa. Le pourcentage indiqué représente la proportion de la
régulation PPARa dépendante.

D’aprés (Sanderson et al., 2008).
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Figure 45 : Variations individuelles des concentrations plasmatiques de NOXx (nitrates +
nitrites) avant (0) et aprés 8 semaines de complémentation avec de 1’huile de poisson chez
I’homme sain. A gauche, en % de la valeur initiale et a droite, en valeur absolue.

D’apres (Piolot et al., 2003)
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Figure 46 : Concentrations plasmatiques de NOx chez les rats hypertendus ayant recu de
I’ALA ou de I’huile de tournesol « control ».

*P<0,05.D’aprés (Sekine et al., 2007).
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Figure 47 : Expression relative du gene de la eNOS dans les segments aortiques de rats ayant
recu un régime riche en huile de mais (CO) ou de menhaden (MO).

D’aprés (Lopez et al., 2004)
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Figure 48 : Rapport des concentratioarginine /citrulline contenues dans 1’homogénat de
segments aortiques de rats ayant recu un régime riche en huile de mais (E@)amhdden
(MO). *P <0, 01.D’apreés (Lopez et al., 2004)
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Figure 49: Effet de ’EPA (30 uM) seul ou en combinaison avec du L-NAME (10d) ou

avec une délétion déendothélium sur la production de nitrates par les anneaud’artéres de
mouton. * P<0,05 pat comparaison au témoin (Endo+), # P<0,05 par comparaison au
contréle EPA (Endo+); P<0.05 par comparaison au contrdle L-NAME (EndeHp< 0,05

par comparaisoau controle (Endo—) et v P<0.05 par comparaisori’&PA (Endo+).

D’aprés (Singh et al., 2010).
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Figure 50: Concentration de NO dans les celulles HUVEC expos@&&s, condition normo-
glucosée (5.5 mmol/LKEG, condition hyper glucosée (33 mmol/L); et traitées: parALA ;
LN, NG-nitro-arginine methyl ester.

##P<0,01 vs NG; **P <0,01 vs HG .

Modifié d’apr s (Zhang et al., 2007).
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Figure 51: Phosphorylation de la eNOS dans les celulles HUVEC expos&€s condition
normo-glucosée (5.5 mmol/LHG, condition hyper glucosée (33 mmol/L); et traitées: par
ALA ; LN, NG-nitro-arginine methyl ester.

##P<0,01 vs NG; **P <0,01 vs HG

#P<0,01 vs NG; *P <0,01 vs HG; P<0,05 vs HG+A

Modifié d’apr s (Zhang et al., 2007).
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Figure 52 : Effet d’un régime pauvre en lipides (LF) ou riche en lipides (HF), contenant du
saindoux (lard) ou de I’huile de pisson (fish oil) sur les concentrations de gluthation (GSH)
et le rapport gluthation total/glutathion oxidé (GSH/GSSG) dans les érythrocytes de rat.
b P<0.01 vs LF lard¢ P<0.01 vs HF lard .

Modifié d’aprés (Walczewska et al., 2010).
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Figure 53: Concentration de glutathion dans le colon de rat traités (TNBS) ou non (control
témoin au TNBS pour I’induction d’une colite.

Les rats témoins et TNBS ont recu un régime riche en huile de mais. Les rats TNBS+ALA ont
recu un régime riche en ALA.

P< 0,05 pour les histogrammes qui portent des lettres différentes.

D’aprés (Hassan et al., 2010)
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Figure 54 : Effet du traitenent de fibroblastes humain par de DHA sur la concentration de
glutathion intracellulaire et 1’activité de la yGCL.

*P< 0,05 vs témoins (Ctr) ** P< 0,01vs témoins (Ctr).

D’apreés : (Arab et al., 2006).
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Figure 55: Effet du traitement de fibroblastes humain par des doses croissantes de DHA sur
’activité de la glutathion réductase (GR) et dela glutathion transférase (GST).

*P< 0,05 vs control (Ctr) ** P< 0,01vs control (Ctr).

D’apres : (Arab et al., 2006).
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Figure 56: Protocole expérimental
Tableau 5: Composition des régimes
o/ kg kcal/kg % calories
Caséine 210 840 22
Amidon de mais 430 1720 45
Saccharose 212 848 22
Huile de lin/coco 48 432 11
Minéraux 40
Vitamines 40
Alpha-cellulose 50
Total (cal/kg) 3840

Protéines (% kcal
Glucides (% kcal)
Lipides (% kcal)
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Figure 57 : Positionnement du marquage isotopique au niveau de 1’arginine, de 1’urée et du
monoxyde d’azote
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Figure 58: Etapes de I’extraction de 1’urée et des nitrates urinaires sur résine

1- Fixation des nitrates sur la résine

2- Fixation des ions ammonium issus de I’hydrolyse de 'urée par I'uréase
3- Elution de la résine

4- Fixation de 'ammoniaque sur le papier Wattman imprégné de KHSO4

5- Introduction du support dans des capsules en étain



Tableau 6: Composition des régimes expérimentaux

Induction (Lin-Palme) a/kg kcal/kg % calories
Caséine 210 840 16,7
Amidon de mais 85 340 6,78
Saccharose 200 800 15,9
Maltodextrine 118 472 9,41
Huile de lin ou de Palm 235 2115 42,2
Huile de tournesol
oléique 50 450 8,97
Minéraux 40
Vitamines 10
Alpha-cellulose 50
Choline 2

Total (kcal/kg) 5017

Protéines (% kcal) 16,7
Glucides (% kcal) 32,1
Lipides (% kcal) 51,1

Témoin (Oléisol) a/kg kcal/kg % calories
Caseine 210 840 21,9
Amidon de mais 430 1720 44,8
Saccharose 210 840 21,9
Huile de tournesol
oléique 48 432 11,3
Minéraux 40
Vitamines 10
Alpha-cellulose 50
Choline 2

Total (kcal/kg) 3832

Protéines (% kcal 21,9
Glucides (% kcal) 66,7
Lipides (% kcal) 11,3
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Figure 59 : Croissance des souris en fonction du régime (poids en Q)



Tableau 7: Composition corporelle

Unité | Croquettes| Oleisol Lin Palme | Effetdu
régime
Poids 24,7 24,8 25,7 26,7
Ecart-type g 0,8 1,2 0,7 0,7 0,0671
n 4 6 10 10
TAEpPR | %du 2,00 2,30° 3,10 3,00
Ecart-type poids 0,4 0,4 0,7 0,4 0,0014
n corporel 4 6 10 10
TAINgR | % du 1,40 1,80 2,50 2,60°
Ecart-type poids 0,2 0,3 0,5 0,5 0,0004
n corporel 4 6 10 10

TAEpR : Tissu adipeux épidydimaire relatif ; TAIngR : Tissus adipeux Inguinal relatif
Les valeurs portant des lettres différentes sont significativement différentes a P<0,05,

Tableau 8: Parametres sanguins lipidiques et glucidiques (g/l)

Croquettes' Oleisol Lin Palme Ef,fe_tdu
regime

Glucose 1,33 148 1,77 1,72
Ecart-type 0,16 0,16 0,18 0,20  0,0019

n 4 6 10 10

TG 0,48 0,47 0,45 0,60*
Ecart-type 0,16 0,06 0,08 0,20 0,1712

n 4 4 10 10

Cholestérol total 0,67 094° 092 118
Ecart-type 0,24 0,11 0,14 0,21 0,0008

n 4 4 10 9
Cholestérol-HDL 0,56’ 102 079" 108 o0

Ecart-type 0,19 0,09 0,13 0,25 '

n 4 4 7 8

Cholestérol-Non HDL 0,1  0,07° 0,19 030"
Ecart-type 0,06 0,05 0,09 0,06  0,0012

n 4 1 7 6

Les valeurs portant des lettres différentes sont significativement différentes a P<0,05,
(*) Les valeurs des régimes Lin et Palme sont significativement différentes a P<0,05,



A- N NO; (% d'arginine™N injectée x 16) B- '°N Urée(% d'arginine™N injectée)

P=0,0534 P=0,9293

4 3 -
337 25 -

- I

- 2
2.5 ~

2 A 1.5 ~
1.5

1 -

1 .
0.5 - 37

0 7 0 T T

lin palme lin palme

C- ®'N NO3 / N Urée
P=0,0354

0.18 -~ *
0.16 4
0.14 A
012 +

0.08 A
0.06 A
004 +

0.02 -+

lin palme

Figure 60 : Conversion systémique de l'arginine en urée et en NO
(*) Les valeurs sont significativement différentes a P<0,05



Tableau 9: Marqueurs plasmatiques (pl) du métabolisme de l'arginine

Unité Croquettes Oleisol Lin Palme Ef,fe_tdu

régime
Urée pl 0,67 07¢ 04 0,39

Ecart-type = mM/L 0,03 0,13 0,08 0,04 <0,0001
n 4 4 10 9
Creatinine pl 1,04 1,15 2,05 1,96

Ecart-type @ pM/L 0,50 0,55 0,72 0,68  0,0305
n 4 4 10 8
Nitrites pl 35717 297"

Ecart-type  nM/L Nd Nd 55 a7 0,0492
n 9 8
Nitrates pl 783 623

Ecart-type pM/L Nd Nd 17,8 13,6  0,0440
n 10 9

Les valeurs portant des lettres différentes sont significativement différentes a P<0,05,

Nd, non déterminé,

Tableau 10 :Métabolites urinaires (ur) liés au métabolisme de I'arginine

Unité Lin Palme Ef,fe_t du
régime
thrates ur 2,34 2,74
Ecart-type uM 0,77 1,00 0,3378
n 10 9
,Urée ur 0,75 0,84
Ecart-type mM 0,18 0,37 0,5071
n 10 9
Créatinine ur 12,1 13,6
Ecart-type mM 1,7 2,9 0,6929
n 10 9




Tableau 11 :Quantités d'ARNmM des enzymes-clés du métabolisme hépatique de l'arginine
(Unités arbitraires)

Lin Palme Ef,fe_t du
régime
Arginase 1 0,78 0,47°
Ecart-type 0,32 0,42 0,0089
n 9 7
Arginase 2 0,04 0,03
Ecart-type 0,02 0,01 0,4794
n 9 7
NO synthase 2 0,63 0,94
Ecart-type 0,46 0,33 0,2636
n 7 8
NO synthase 3 0,86 0,94
Ecart-type 0,38 0,33 0,6492
n 8 9
DDAH1 1,44 0,78
Ecart-type 0,79 0,17 0,0159
n 9 10

Les valeurs portant des lettres différentes sont significativement différentes a P<0,05,

Tableau 12 :Quantification des arginases hépatiques par western-blotting (Unités arbitraires)

Unité : Effet du
Lin Palme L
régime
Arginase 1 70,9 66,2
Ecart-type UA/actine 22,7 24,9 0,5943
n 8 8
Arginase 2 1,09 0,77
Ecart-type UA/porine 0,64 0,28 0,1887
n 10 8




Tableau 13 :Concentrations des thiols hépatiques (umol/g de protéines hépatiques)

Effet du
Lin Palme régime
Glutathion tt 372 398
Ecart-type 50,3 106 0,5052
n 9 10
GSH 329 362
Ecart-type 93,5 98.7 0,4436
n 10 10
GSSG 31,7 18,2
Ecart-type 17,7 11,5 0,0579
n 10 10
GSH/GSSG 9,058’ 18,9
Ecart-type 4,82 7,98 0,0099
n 8 8
Cys 143 151
Ecart-type 20,7 36,4 0,5667
n 9 10
CysGly 11,6 13,9
Ecart-type 3,11 2,45 0,0874
n 10 10
Tableau 14:Pool des thiols hépatiques (Lumol /foie)
Effet du
Lin Palme régime
Glutathion tt 180 187
Ecart-type 33,8 48 0,7161
n 10 10
GSH 151 170
Ecart-type 34,3 44.2 0,2966
n 10 10
GSSG 30,9 17,2
Ecart-type 17,7 11,5 0,0491
n 10 10
GSH/GSSG 4,52 9,4
Ecart-type 2,41 3,99 0,0099
n 8 8
Cys 72 73
Ecart-type 19,5 23,7 0,9147
n 10 10
CysGly 54 6,7
Ecart-type 1,33 1,75 0,0769
n 10 10

Glutathion tt : glutathion total ; GSH : glutathion réduBSSG : glutathion oxydé ;Cys
cystéine CysGly : cysteinylglycine,
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Figure 61 : Activité de lay-GCL hépatique



Tableau 15 :Quantités d’/ARNmM des enzymes-clés du métabolisme hépatique de la cystéine
et du statut redox (Unités arbitraires)

Lin Palme Effe.t du
réegime
GCLc 0,19 0,17
Ecart-type 0,07 0,04 0,0012
n 7 10
'GCLm 0,25 0,23
Ecart-type 0,12 0,05 0,6736
n 9 10
~CDO 1,60 4,08
Ecart-type 0,84 1,40 0,0007
n 9 7
~GPX1 2,42 4,03
Ecart-type 1,83 1,66 0,0684
n 9 9
~ CAT 1,62 1,43
Ecart-type 0,87 0,78 0,6323
n 7 8
SOD2 3,08 2,23
Ecart-type 0,63 0,26 0,0038
n 8 9
SOD3 0,78 0,58
Ecart-type 0,17 0,03 0,0038
n 8 9

Tableau 16: Quantités d'ARNm des transaminases hépatiques (Unités arbitraires)

Lin Palme Ef,fe_t du
régime
CASAT 1,44 1,02
Ecart-type 0,83 0,44 0,1808
n 10 10
MASAT 0,80° 0,39
Ecart-type 0,48 0,06 0,0290
n 9 10
_ALAT 0,12 0,12
Ecart-type 0,04 0,05 0,8044
n 9 10




Tableau 17: Paramétres calorimétriques

Tableau 18 :Quantités d'ARNm des protéinearqueurs de I’activation de PPARa (Unités

arbitraires)

Lin Palme Ef,fe_t du
regime
Vo2 1,01 0,95
Ecart-type 0,41 0,42 0.7027
n 10 10
VCOo2 0,88 0,83
Ecart-type 0,36 0,37 0.6717
n 10 10
QR 0,91 0,86
Ecart-type 0,36 0,12 0.2489
n 10 10
~ Gox 0,19 0,17
Ecart-type 0,10 0,10 0.6043
n 10 10
~ Lox 0,12 0,12
Ecart-type 0,08 0,08 0.9323
n 10 10
~ Pox 0,03 0,03
Ecart-type 0,01 0,01 0.8887
n 10 10

Lin Palme Ef,fe_t du
régime
PPARa 2,07 1,29
Ecart-type 1,16 0,47 0,0791
n 9 9
~ FAS 1119 16,22°
Ecart-type 3,50 4,53 0,0307
n 8 7
Cyp4al4 27,8 4,16
Ecart-type 13,42 4,30 0,0002
n 8 9




Tableau 19: Aminogramme plasmatique enNol/l)

Huile de Lin | Huile de Palme Effet du
régime
Phosphoserine 21,9+2,84 27,2 +4,26 | 0,0067
Taurine 377+111 364+65,8 0,7926
Acide aspartique 13,6£7,22 22,6+£20,7 0,2636
Thréonine 155+23,5 137+35,4 0,2201
Serine 174+27,9 160+40,8 0,3968
Acide glutamique 247+32,9 283+43,1 0,0729
Glutamine 461+122 158+49,2 <,0001
Glycine 287+40,2 281+58,6 0,8189
Alanine 461+83,4 426+62,8 0,3350
Valine 167+23,7 148+ 20,6 0,1026
Cystine 8,39+3,81 4,07+ 1,68 | 0,0492
Méthionine 34,7+5,94 38,1+12,3 0,4743
Isoleucine 56,2+ 4,06 63,2£14,0 0,1709
Leucine 105 +7,38 125+20,8 0,0129
Thyrosine 38,0+15,4 53,8+16,9 0,0552
Phénylalanine 57,5 10,8 52,0+28,9 0,6036
Histidine 69,0+£20,8 68,2+8,02 0,9200
3-methyl-histidine 12,645,36 14,1+5,06 0,6144
1-methylhistidine 9,20£3,45 8,32+0,68 0,6320
Tryptophane 30,8+17,2 21,5+11,7 0,2133
Ornithine 60,8 +17,1 92,3458, 3 0,1411
Lysine 242+29,7 308+45,1 0,0018
Arginine 93,8+31,3 77,1+29,2 0,2942
Proline 308+17,0 319+35,3 0,4202
Citruline 70,8+16,4 66,1+20,1 0,5953
Acide o-amino-n-butyrique| 6,63+2,48 7,95+1,76 0,2208
Orn/Arg 0,73+0,37 1,03+£0,54 0,2348
Cit/Arg 0,83+0,41 0,88+0,32 0,8004
Orn/Cit 0,89+0,25 1,53+1,00 0,0841

Souligné: P value < 0.1.

En gras: Valeurs significativement différentes <0,05



Tableau 20: Transcriptomique hépatique (Top liste des 200 premiers genes)
En gris: génes dont I’expression est diminuée.

GeneName ‘ SystematicName ‘ logFC P,Value adj,P,val
Cyp3al6 NM_007820 2,27277567 3,01E-11 3,42E-07
Cyp3all NM_007818 2,013460899 3,75E-11 3,42E-07
Cyp3all NM_007818 2,306400171 1,17E-10 7,12E-07

Cyp3a4lb NM_001105159 2,034396714 2,29E-10 1,04E-06
Cyp3a59 NM_001105160 1,395163221 4,44E-09 1,62E-05
Cyp4ald NM_007822 2,898270215 2,45E-08 7,44E-05

Abcc3 NM_029600 1,014495574 4,95E-08 0,000128858
Ormil NM_008768 -1,088030122 1,51E-07 0,000322697
Ddah1l NM_026993 0,645838105 1,59E-07 0,000322697
Cyp4a3l NM_201640 1,394379077 2,56E-07 0,000466905
Retsat NM_026159 0,965674083 5,46E-07  0,000904439
Gpr64 NM_ 178712 0,521237006 6,53E-07 0,000991668
Cyp2c70 NM_145499 -0,660956445 8,71E-07 0,001222234
Ddah1 NM_026993 0,484286394 9,73E-07 0,001267376
Agpat9 NM_ 172715 1,036524703 1,16E-06  0,001381623
Slc35f2 NM_028060 0,726257012 1,28E-06  0,001381623
Cyp4all NM_010011 1,485105064 1,40E-06  0,001381623
Cyp4a3l NM_ 201640 1,326409715 1,41E-06  0,001381623
Khdrbs3 NM_010158 0,495603401 1,44E-06  0,001381623
Vidir NM_013703 0,697658951 2,01E-06  0,001834109
Cyp4a32 NM_001100181 1,260166123 2,42E-06  0,002100333
Ptgds NM_008963 -0,674045886 2,90E-06  0,002399517
Aldh3a2 NM_007437 0,837451521 3,55E-06 0,002814876
Acot3 NM_134246 1,662792807 4,16E-06  0,003150912
Serpinal2 NM_026535 -0,478431339  4,32E-06  0,003150912
Cidec NM_178373 0,653489693 5,21E-06  0,003533015
GO0s2 NM_008059 0,838341595 5,23E-06  0,003533015
NAP095541-001 NAP095541-001 0,305040535 6,15E-06  0,003864437
Oorm2 NM_011016 -1,094265858 6,27E-06  0,003864437
Es22 NM_133660 0,652834918 6,71E-06  0,003864437
Cmas NM_009908 0,410082413 6,91E-06  0,003864437
Nmrall NM_026393 -0,415828747 6,96E-06  0,003864437
Vnnl NM_011704 1,092732644 6,99E-06  0,003864437
Acot3 NM_134246 1,145944202 7,92E-06  0,004249134
A 55 P2122464 A_55 P2122464 0,640739903 8,52E-06  0,004440414
Ephx1 NM_010145 0,709407611 9,17E-06  0,004645592
Cesb6 NM_133960 0,618199209 1,02E-05  0,005029923
Tff3 NM_011575 -2,110000771 1,20E-05 0,005747425
Cidec NM_178373 1,747098778 1,28E-05 0,006001597
Echl NM_016772 0,516349938 1,33E-05 0,006052552
LOC673748 XM_001481151 1,583379525 1,57E-05 0,006989221
Nt5e NM_011851 0,57922785 1,74E-05  0,007574575
Acot4 NM_134247 0,643910766 1,82E-05 0,007731014
Pafah2 NM_133880 0,273239791 1,87E-05 0,007749721
Slc25a20 NM_020520 0,410685718 1,96E-05 0,007928562



Ehhadh
Cyp4al0
Ephx1
Cyp4a3l
Cyp4al0
Plala
Krt23
Nat8
Cml5
Syf2
Sh3bgrl2
Apol9b
Vcp
Cobl
LOC676546
Cdknlc
Ces2
Kpna3
Cyp2c67
Aox1

A_55_P2107528

Wasf2
Hc
Dhrs4
Adoral
Cyp4fla
Tmem43
Acaalb
Arrdcd
Gstal
Tbc1d30
Galk1
Heatrl
Cpb2
Hsbp1ll
Cdh1l
Slc46a3
Smurf2
Slc13a3
Impa2
Rufy4
Rrpl
Cyp7al
Acot5

0610008F07Rik

Sema5b
Cyp3a59
Gsta2
Gstm4
Blvrb

NM_023737
NM_010011
NM_010145
NM_201640
NM_010011
NM_134102
NM_033373
NM_023455
NM_023493
NM_026780
NM_172507

NM_001168660
NM_009503
NM_172496
XM_990990
NM_009876
NM_145603
NM_008466

NM_001024719
NM_009676

A_55_P2107528
NM_153423
NM_010406
NM_030686

NM_001008533
NM_022434
NM_028766
NM_146230
NM_025549
NM_008181
NM_029057
NM_016905
NM_144835
NM_019775

NM_001136181
NM_009864
NM_027872
NM_025481
NM_054055
NM_053261

NM_001034060
NM_010925
NM_007824
NM_145444
NR_027970
NM_013661

NM_001105160
NM_008182
NM_026764
NM_144923

0,773342448
1,526700057
0,724267417
1,573904146
1,52929155
-0,416742694
1,442723477
-0,976469973
-0,836957833
0,358946149
0,436212291
-0,461353118
0,281361663
-0,578564444
0,409338543
0,333942275
0,559243697
0,293038318
-0,356517379
0,567530063
0,600460959
0,357070861
-0,404663816
0,416297982
0,568024663
-0,36466603
0,442232877
0,656279432
0,31568774
0,769667469
-0,399925328
0,415435691
-0,347163094
-0,3428191
-0,588770711
-0,403069494
-0,612050874
0,369147396
-0,565180106
0,371112825
0,529914164
0,39852176
-0,91584525
0,981060982
0,837071887
0,308411112
0,573066197
0,935445082
0,459866096
0,37530059

2,02E-05
2,04E-05
2,15E-05
2,54E-05
2,59E-05
2,89E-05
3,25E-05
3,42E-05
3,48E-05
3,50E-05
3,69E-05
3,81E-05
3,84E-05
4,39E-05
4,41E-05
4,57E-05
4,79E-05
5,28E-05
6,02E-05
6,53E-05
6,54E-05
6,77E-05
6,89E-05
7,11E-05
7,45E-05
7,68E-05
7,87E-05
9,22E-05
0,000102008
0,00010327
0,000105682
0,000105805
0,000108428
0,000109918
0,000111291
0,000118595
0,000126874
0,000127376
0,000127553
0,000133028
0,000141675
0,00014337
0,000147939
0,000149814
0,00015141
0,000156859
0,000160883
0,000166366
0,000176622
0,000188453

0,007928562
0,007928562
0,008162578
0,009434596
0,009448154
0,010317473
0,011382195
0,011610942
0,011610942
0,011610942
0,012028237
0,012057233
0,012057233
0,013405732
0,013405732
0,013672615
0,014080793
0,015277964
0,017151844
0,018059492
0,018059492
0,018436917
0,018476788
0,018800736
0,019418538
0,019713665
0,019921888
0,023023807
0,025055193
0,025055193
0,025055193
0,025055193
0,025347165
0,025366002
0,025366002
0,026697048
0,027688202
0,027688202
0,027688202
0,028536749
0,03003847

0,03004845

0,030653658
0,030675582
0,030675582
0,031430359
0,031886263
0,032618524
0,034260933
0,036170978



Slc4ad NM_018760
Tpm2 NM_009416
Suclgl NM_019879
GM6940 XM_901095
Raly NM_023130
Cregl NM_011804
Tpm2 NM_009416
Chkb NM_007692
AU018778 NM_144930
Mgst3 NM_025569
ENSMUST00000078284 ENSMUST00000078284
Chptl NM_144807
Hadh NM_008212

5830454E08Rik
A_55_P2074081
Wnt5b
Cyp2c68
Hsd17b6
Habp2
LOC100047327
Gm10639
Egfr
Atplla
Mfsd7c
Ppp2r2d
Apol9a
Atplla
Al182371
Acpp
Slc4a4d
Nmt2
Cfi
Clcnkb
UgtlalO
Hadhb
Meigl
A 55 P2093770
Decrl
Entpd5
Pir
Gm6911
Gm4956
4930525G20Rik
Mmadhc
ND3
Oxsm
Acadm
Srd5a3
Htatip2
Gm10639

XM_001473897
A_55_P2074081
NM_009525
NM_001039555
NM_013786
NM_146101
XM_001477908
NM_001122660
NM_007912
NM_015804
NM_145447
NM_026391
NM_173786
NM_015804
NM_178885
NM_207668
NM_018760
NM_008708
NM_007686
NM_019701
NM_201641
NM_145558
NM_008579
A_55_P2093770
NM_026172
NM_001026214
NM_027153
XM_893520
NR_002858
AK029746
NM_133839

ENSMUST00000082411

NM_027695
NM_007382
NM_020611
NM_016865

NM_001122660

0,404342632
0,84495123
0,246009645
-0,362899955
0,558021576
0,510941684
0,941142605
0,335900959
0,29747758
0,665800339
-0,358749757
0,496507184
0,291250527
0,291607835
0,292529408
-0,479845714
-0,426812237
1,022922654
-0,394107606
0,487308953
0,913624361
-0,554300252
-0,535095383
0,51092065
0,323997447
-0,445470703
-0,461539993
-0,386427464
-0,531353796
0,407339349
0,214860234
-0,224748568
0,271025925
0,440856292
0,307327286
0,28990678
0,62684053
0,412719051
0,39115399
0,431047737
0,333167066
-0,747191913
0,48333276
0,271270301
-0,332143956
0,248095658
0,433387179
0,247145599
0,394486068
0,715865289

0,000193426
0,000204678
0,000206841
0,000208566
0,000209175
0,000209195
0,000215253
0,000220887
0,00022433
0,000233728
0,000242953
0,000246134
0,000246867
0,000254085
0,000263805
0,000273472
0,000279245
0,000290277
0,000295941
0,000296894
0,000307007
0,000307223
0,000311061
0,000313152
0,000314804
0,000323132
0,000334089
0,000339512
0,000342811
0,000346339
0,000354805
0,000360172
0,00036173
0,000363289
0,000364805
0,000367637
0,000371402
0,000373736
0,000374045
0,000374916
0,000395622
0,0003962
0,000399939
0,000410302
0,000421836
0,000423684
0,000427167
0,000427574
0,000429628
0,000442437

0,036738893
0,03776695
0,03776695
0,03776695
0,03776695
0,03776695

0,038479646

0,039103396

0,039331088

0,040588514

0,041679356

0,041679356

0,041679356

0,042504523

0,043729343

0,044923394

0,045462078

0,046839929

0,047074439

0,047074439

0,047834497

0,047834497

0,047834497

0,047834497

0,047834497

0,048694066
0,04993264

0,050330601

0,050409765

0,050521146

0,050638719

0,050638719

0,050638719

0,050638719

0,050638719

0,050638719

0,050638719

0,050638719

0,050638719

0,050638719
0,05273222
0,05273222

0,052844103

0,053823361

0,054401641

0,054401641

0,054401641

0,054401641

0,054401641

0,055637185



Slc6al6 XM_355900
Gpdl NM_010271
Gstt2 NM_010361
Clstn3 NM_153508
Tbl1x NM_020601
Hmgcl NM_008254
Srbd1 NM_030133
Igfbp4 NM_010517

Adam32 NM_153397

ENSMUST00000099399 ENSMUST00000099399

Gm5077 NM_173864

RP23-195K8,6 NM_001037913

Mgea5 NM_023799

Cugbp2 NM_010160
Rnfll NM_013876

Arhgap28 NM_172964
Sh3bgrl2 NM_172507

Spink3 NM_009258
Ywhaq NM_011739

Thcld16 NM_172443

Cyp3a57 NM_001100180
Rod1 NM_144904

Al428936 NM_153577
Sh3bgrl2 NM_172507
Gstol NM_010362
Bink NM_008528
H2-Q1 NM_010390
Mblac2 NM_028372
Rad51l1 NM_009014
6330409N04Rik NM_025697
Gramdlc NM_153528
Ces5 NM_172759
Zwint ENSMUST00000020081
Acox1 NM_015729

Htatsfl NM_028242
Ifitm3 NM_025378

Atgl6l2 NM_001111111
Rdh9 NM_153133

F11 NM_028066
Gstad NM_010357
1110006G14Rik XM_989766
Mppl NM_008621
Slc25a10 NM_013770
Map1llc3a NM_025735
Pmm1 NM_013872
2410001C21Rik NM_025542
Tmem25 NM_027865
Lrp6 NM_008514

Rhbg NM_021375

Gulo NM_178747

0,304001657
0,52947754
0,563141363
1,013011783
0,255164004
0,371326463

0,000448621
0,000449234
0,000470958
0,000474738
0,000477518
0,000487025

-0,315206052 0,000509328

-0,227946479
0,420760419
-0,414134172
-0,291401774
0,285542842
0,305850993
0,309679485
0,271174824
0,208869614
0,359113257
-0,483113583
0,311905305
0,336428103
0,515065329
0,257384849
-0,547246885
0,299740149
0,369381882
-0,863860309
-0,909640057
-0,285473855
0,823874896
0,260391337
-0,385523509
0,238974233
0,21719421
0,318009425
0,335941818
-0,344176449
-0,592823322
0,457091957
-0,444364032
0,498209953
0,384948358
0,211514299
0,469206525
0,422360986
0,391626514
0,520824952
-0,428153101
0,230177944
-0,488053344
-0,357692926

0,000511518
0,000511653
0,000512375
0,000529056
0,00053282
0,000538661
0,000540937
0,000543798
0,00054836
0,000554465
0,000557487
0,000571975
0,000590433
0,000611608
0,000633499
0,000639671
0,000642324
0,000678443
0,000708028
0,000711062
0,000711238
0,000716067
0,000719
0,000723002
0,00073357
0,000746442
0,0007521
0,000755651
0,000759305
0,000759478
0,000772535
0,000780432
0,000790924
0,000799124
0,000818611
0,000822428
0,000835371
0,000836393
0,000842902
0,000853647
0,000854773
0,000855731
0,000874234

0,055723365
0,055723365
0,05802326
0,058047064
0,058047064
0,058810706
0,060275088
0,060275088
0,060275088
0,060275088
0,061838544
0,061881798
0,061972583
0,061972583
0,061972583
0,062104291
0,062363304
0,062363304
0,063593837
0,065248252
0,067181059
0,069168977
0,06930259
0,06930259
0,072769032
0,074904613
0,074904613
0,074904613
0,074904613
0,074904613
0,074904613
0,075570157
0,076089682
0,076089682
0,076089682
0,076089682
0,076089682
0,07697493
0,077339137
0,077955165
0,078339934
0,079766757
0,079766757
0,080267276
0,080267276
0,080429865
0,080429865
0,080429865
0,080429865
0,081559732



Gm16439
Mgst3
Cml2
D4Wsu53e
Ccdc91

XM_001478188
NM_025569
NM_053096
NM_023665
NM_025911

0,298332602
0,707397133
-0,346333384
-0,366723374
0,232007028

0,000876698 0,081559732
0,000892688 0,082625709
0,000905647 0,083401833
0,000943713 0,08638999
0,00094757 0,08638999
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Figure 62: Effet des doses croissantes de Bézafibrate sur la production de NOXx
(nitrates+nitrites) dans le milieu de culture (Moy+SEM n=4).

300 -
NOX en % du témoin (T)

250 A
200 A

(%)

150 4

100 A
C I
T 10 50 100 200 (HM)

Figure 63: Effet des doses croissantes d’ALA sur la production de NOx (nitrates-+nitrites)
dans le milieu de culture (Moy+SEM n=4).
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Figure 64: Effet des doses croissantes d’ALA sur la production d’urée dans le milieu de

culture (Moy+SEM n=4)
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Figure 65: Effet des doses croissantes de Bézafibrate sur la production d’urée dans le milieu
de culture (Moy+SEM n=4).
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Figure 66: Effet des doses croissantes de Bézafibrate sur I’expression de 1’arginase dans les

cellules BAEC (Moy+SEM n=11).
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Figure 67: Effet des doses croissantes d’ALA sur ’expression de 1’arginase dans les cellules

BAEC (Moy+SEM n= 8).
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Figure 68: Effet des doses croissantes d’ALA sur I’activité de I’arginase dans les cellules

BAEC (Moy+SEM n= 4).
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Figure 69: Effet des doses croissantes de Bézafibrate sur ’activité de 1’arginase dans les

cellules BAEC (Moy+SEM n=2).



Tableau 21: Résumé des études mettant en évidence les effets des AGPI n-3 sur le métabolisme du NO

Etudes | Année Modéles Sources d’AGPI n-3 Dose/Durée/Concentration| Parametres Mesurés Résultats
. . . HP =>4 NOXx pas effet sur
Harris et 4 qq7 | HOMMeS |15 4106EPA & 24% DHA) ou EPA (91%) | 29/ EPA €t 5 g/jHP NOX & urée urinaires | urée
al. sains 3 semaines EPA =>Aucun effet
Pilotet | 5593 | HoMmes |6 (3006 EPA & 20% DHA) 69/ HP NOX plasmatiques |4 NOX plasmatiques
al. sains 8 semaines
Tagawa Patients avecg 1,89
etal | 1999 maladie EPA Bsamaines Production de NO |4 Production de NO
coronaires
5 - -
Erdogan 2004 Rat HR (35% AGPI n-3) Vs régime standard pq 0.4_g/kg NOX plasmatique 4 NOX plasmatiques
et al. animal 30 jours
Sekine Rat , 1 charge . .
ot al. 2007 hypertensifs 500 mg d’ALA Le premier et le 56me jour NOx plasmatique 4 NOx plasmatiques
Nishimu 2000 R_at sains & EPA purifié Vs charge d’cau distillé 100mg/_kg/J Nitrite urinaire excrété| 4 N_|tr|tes urinaire chez les rats
ra etal. diabétiques 6 semaines en 24 h sains et diabétiques
Anneaux . .
LopeZ | 2001 aortigues de| HP (Menhaden) Vs huile de mais 8 semaines Production aortique de* Production de NO
Det al 2008 ALY NO
Rat in situ
Anneaux Production aortique de .
I[_)ogteg 2004 aortiques de | HP (Menhaden) Vs huile de mais 8 semaines NO # Production de NO
' rat In situ
. Anneaux
illngh et 2010 aortigues de | EPA gonhlil,\q/l Production de nitrites | 4 Production de nitrites
' mouton isolé
gk;lda 1997 HUVEC EPA g.43hmM Production de nitrites | 4 Production de nitrites
omura | o550 | HUVEC EPA ou DHA 30 a 60pM Production de nitrites | EPA =>} Production de nitrite:
et al. 5min DHA => aucun effet
Stebbins| 5008 | HCAEC DHA S0nM Production d&NOx  |#Production de NOXx
et al. 7 jours
ilang et 2007 HUVEC ALA 1ghé 200uM Production de NOx Préviens I@ production de NG




