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Résumé
L’'obésité s’accompagne de pathologies comme le diabéte de type 2 et les maladies

cardiovasculaires, liées a des dérégulations métaboliques et endocriniennes du tissu
adipeux blanc (TAB). Au cours du vieillissement, la perte de masse musculaire peut étre
associée a l'obésité et définit le concept d’obésité sarcopénique. Les traitements mis en
ceuvre pour contrecarrer ces pathologies n’ont qu'un succes tres partiel. Il est donc opportun
de développer des stratégies alternatives originales qui pourraient aboutir a des
thérapeutiques ciblées. Notre équipe étudie les régulations métaboliques du TAB, source
majeure de stockage de I'énergie de I'organisme. Les triglycérides stockés sont libérés a
jeun grace a la lipolyse qui libére les acides gras non-estérifiés (AGNE) et le glycérol dans le
sang, comme source d’énergie des autres tissus. En plus de la B-oxydation des AGNE, leur
ré-estérification partielle intervient pour limiter leur libération lors de la lipolyse. La
glycéronéogenése est nécessaire a la ré-estérification en situation de jelne. Des études
préalables ont montré que I'administration de citrulline (CIT) pendant trois mois a des rats
vieillissants induit une diminution d’environ 40% de la masse viscérale du TAB. Cet acide
aminé non proteique est un complément alimentaire donné au cours du vieillissement ou a
des sportifs pour augmenter la masse musculaire. Nous avons étudié les effets de la CIT sur
des cultures d’explants de TAB de rats. Dans la premiére partie de ce travail, nous montrons
que la CIT a un effet direct lipolytique et anti-glycéronéogénique sur les explants des rats
gu’ils soient jeunes ou agés. Cependant, la libération des AGNE du TAB des rats jeunes est
limitée par une augmentation de la capacité oxydative du tissu. Avec 'age, la masse du TAB
augmente en parallele a 'augmentation d'un état pro-inflammatoire. Afin de comprendre
I'influence de ces deux parameétres indépendamment de I'dge, nous avons étudié dans /a
deuxiéme partie de ce travail, les effets de la CIT sur les explants de TAB de rats jeunes
soumis a un régime contrdle (CD) ou hyperlipidigue (HFD). Nous observons une
augmentation, induite par la CIT, de la lipolyse et de la capacité B-oxydative du TAB des rats
quel que soit le régime, alors que la glycéronéogenése est diminuée. Toutefois, les AGNE
sont sélectivement libérés par le TAB de rats HFD, en relation avec une réduction drastique
de leur ré-estérification. Le NO est un médiateur de ces effets. Dans une troisieme partie,
nous démontrons que la CIT agit directement sur le TAB de rats CD et HFD pour induire
I'expression de la protéine découplante, UCP1, en lien avec le « brunissement » potentiel du
TAB par cet acide aminé. Ces effets ne sont pas observés au sein du TAB des rats agés.
L’ensemble de nos résultats établit les bases pour de futures investigations visant a élucider
les mécanismes par lesquels la CIT réduit la masse adipeuse et ouvre de nouvelles
perspectives thérapeutiques pour lutter contre le surpoids et I'obésité sarcopénique.

Mots clés: Citrulline, tissu adipeux, métabolisme, acides gras, lipolyse,
glycéronéogenese, ré-estérification, B-oxydation, UCP1, obésité, vieillissement
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Abstract

Title: Citrulline effect on adipose tissue metabolism

Obesity is frequently associated with type 2 diabetes and cardiovascular diseases, related to
metabolic and endocrine dysregulation of white adipose tissue (WAT). During aging, the loss
of muscle mass may be associated with obesity and defines the concept of sarcopenic
obesity. Treatments implemented to counteract these conditions showed a very partial
success. It is therefore appropriate to develop original alternative strategies that could lead to
targeted therapies. Our team studies the metabolic regulation of WAT, the major source of
energy storage in the body. Non-esterified fatty acids (NEFA) and glycerol are released in
the blood from stored triglycerides through lipolysis and used as a source of energy for other
tissues. In addition to their B-oxidation, NEFA are re-esterified in part, a process that limits
their release in the blood. Glyceroneogenesis is the pathway necessary to NEFA re-
esterification in the fasting state. Previous studies showed that administration of citrulline
(CIT) for three months to aging rats induced a decrease of approximately 40% of the visceral
WAT mass. This non-protein amino acid is given as a dietary supplement during aging or
sports to increase muscle mass. We studied the effects of CIT on explant cultures of rat
WAT. In the first part of this work, we show that CIT exerts a direct lipolytic and anti-
glyceroneogenic effect on explants from rats whether young or old. However, the release of
NEFA from the explants of young rats is limited by an increase in the oxidative capacity of
the tissue. During aging, WAT mass augments in parallel to the increase in a pro-
inflammatory state. To understand the influence of these two parameters regardless of age,
we studied in the second part of this work, the effects of CIT on WAT explants from young
rats fed a control (CD) or high fat (HFD) diet. We show an CIT-induced increase in lipolysis
and beta-oxidative capacity of WAT from rats whatever the diet, while glyceroneogenesis is
reduced. However, NEFA are selectively released from WAT of HFD rats, in connection with
a drastic reduction of their re-esterification. NO is a mediator of these effects. In the third part
of this work, we show that CIT acts directly on WAT from CD and HFD rats to induce the
expression of uncoupling protein, UCP1, in line with the potential "browning" of WAT by this
amino acid. These effects were not observed in explants from old rats. Altogether our results
establish the basis for future investigations aimed at elucidating the mechanisms by which
CIT reduces body fat and open new therapeutic perspectives to fight overweight and
sarcopenic obesity.

Keywords: Citrulline, adipose tissue, metabolism, fatty acids, lipolysis,
glyceroneogenesis, re-esterification, B-oxidation, UCP1, obesity, aging



Nolwenn JOFFIN - Thése de doctorat - 2015

A mes parents,

A ma grand-mere,

Pour votre amour et votre soutien qui m’ont donnés la force de réaliser ce projet.



Nolwenn JOFFIN - Thése de doctorat - 2015

Remerciements

Je tiens a remercier le Professeur Robert Barouki, Directeur de l'unité INSERM UMR-S
1124, pour m’avoir accueillie au sein de l'unité. Je le remercie pour la confiance qu’il ma
accordée dans la gestion du projet Allofattox qui m’a permis de terminer ma these plus
sereinement.

Je remercie le Professeur Xavier Coumoul, de m’avoir intégrer dans son équipe, pour sa
disponibilité et ses conseils scientifiques. Je le remercie également de m’avoir confiée le
projet Allofattox.

J’adresse mes sinceres remerciements a mon Directeur de These, le Docteur Claude Forest.
Aucun mot n’exprime suffisamment la gratitude que je lui porte. Je vous remercie pour votre
soutien, votre implication dans ce projet de thése. Je vous remercie pour votre disponibilité,
votre rigueur scientifique et pour tout le temps et I'énergie que vous m’avez consacres tout
au long de cette These.

Je remercie mon co-directeur de These, le Docteur Philippe Noirez. Je vous remercie pour
votre implication dans ce projet de thése et pour toutes nos discussions scientifiques qui
m'ont permis d’avancer dans ce travail. Je vous remercie pour votre aide dans la gestion du
projet Allofattox.

Je remercie les Docteurs Isabelle Dugail et Béatrice Morio, Directrices de Recherche, qui ont
accepté de juger ce travail. Je vous remercie pour lintérét et I'énergie que vous avez
consacreés pour juger ce manuscrit. Vos commentaires m’ont aidée dans la rédaction et la
réflexion de ce travail.

Je remercie Daniel Ricquier, Professeur des Universités, qui me fait 'honneur de présider
cette These et le Professeur Bruno Féve qui a accepté de faire partie du jury de cette Thése.

Je remercie chaleureusement le Docteur Anne-Marie Jaubert. Sans toi rien n’aurait été
possible. Je te remercie pour ton implication, le temps consacré. Je te remercie pour tous tes
bons conseils et ton encadrement. Tu m’as aidée, soutenue et encouragée durant toutes ces
années.

Je remercie le Docteur Sylvie Durant. Je te témoigne toute ma gratitude pour l'intérét que tu
as porté a ce projet, merci pour l'aide que tu m’as apportée pour cette These et surtout pour
la correction de ce manuscrit.

Je tiens a remercier le Docteur Erwan Floch, PDG de la société Newmed Publishing
Services. Je le remercie de m’avoir pris comme consultante scientifique pendant les deux
premiéres années de ma Thése. Ce travail m’a permis non seulement d’étre financée
pendant ma These mais il m’a aussi appris beaucoup autant sur le plan professionnel que
personnel.

Je remercie I'ensemble des personnes de l'unité 1124 qui m’ont accueillie chaleureusement,
pour leurs conseils scientifiques et tous les bons moments que nous avons pu partager tous
ensemble. Je remercie particulierement mon équipe «l'équipe 1 » et mes camarades



Nolwenn JOFFIN - Thése de doctorat - 2015

thésardes, Ludmila, Eléonore et Alix (Devrais-je dire Dr Leblanc®) avec qui j'ai pu trouver du
soutien et partager de bons moments.

Merci a Jessica B. J’ai pris plaisir & t’encadrer lors de ton M2 et j’ai découvert une personne
formidable avec qui jai pu me lier d’amitié.

Je remercie également ma Tata d’adoption, Solenn. Je devrais écrire une deuxiéeme these
pour te dire a quel point je suis tres heureuse de te connaitre. Merci pour les del arte, les
Mama et les starbucks, les fou rires, les pleures (de joie), les 100 millions de sms par jour.
Merci d’avoir éte et d’étre la.

Je remercie ma Clem, pour tous les bons moments passés au labo et en dehors. Merci pour
ton rire enchanteur et pour ta bonne humeur communicative. Merci pour ton oreille attentive
et tes bons conseils. Ton amitié m’est précieuse.

Merci a Péril, benim degerli inci. Ton amitié m’est indispensable. Merci pour ton écoute et ton
soutien pour ma These mais aussi pour le quotidien en général. Seni seviyorum askim.

Merci a Anwer, ton amitié est inestimable. Je te remercie d’étre toujours la pour moi depuis
tant d’années. Merci pour ton soutien et ta présence. Et puis tu sais que je t'adore plus que
toi ©

Je remercie Nassim. J'en serais a ma troisieme these si je devais exprimer tout ce que je
ressens pour toi. Merci d’étre la, merci de croire en moi, merci de respecter mes choix et de
faire de mes réves une priorité. Merci pour les bons moments passés, présents et futurs.
Less than three you.

Un immense merci a ma famille. Merci a ma Maman. Merci pour ton amour, ton soutien, les
sacrifices que tu as fait et ton dévouement pour tes enfants. On peut grandir, et méme vieillir,
mais pour sa maman on est toujours un petit enfant. Merci a mon Papa, merci pour tous les
sacrifices que tu as fait et pour ton amour. Merci a vous deux pour les valeurs et I'éducation
que vous m’avez données, merci de m’avoir toujours soutenue et d’avoir cru en moi. Je vous
aime. Merci & ma deuxieme maman, ma grand-mere, je sais qu'une étoile brille au-dessus
de moi. Tu me manques chaque jour. Merci a mon frére et a ma sceur, mes ainés, vous étes
pour moi des modéles. Je vous aime. Je voulais remercier mes nieces car vous étes mes
rayons de soleil, Sophie, Gabriella et Ava. Je vous aime comme mes filles.



Nolwenn JOFFIN - Thése de doctorat - 2015

Table des matieres

REMERCIEMENTS .......oeeeeeeeeeeeeeeeeecceececememecsnnsssnsessssesssssssssssssssssssssssssssnssnsnssnsnnnnnnnnnnnnnnns 7
TABLE DES MATIERES.........ccocciieeeietessssss s s ss s s ssss s s s ssssss s s ssssssssssssssssssssssnssssssssssssnsnsnnnnsnnnnnnnns 9
LISTES DES TABLES ... eiiiiieccce s s s s e s s e e s s s s s e e s nmmmsss s s e s s e s nmmmnsssssnssennnnnmnnns 12
LISTE DES ILLUSTRATIONS ... oooeeeeeeeeeeeeecccecceeccnmnnssssssssssssssnsssssssnsnnnnnnnsnnnnnsnnnnnsnnnnnnns 13
ABREVIATIONS ... irrrrmcccs s e s s e s smmm e s s s s e s e e s e mmmss s s e e e e s e nmmmmsssssssennnnnmmnsnssnnnrennns 15
INTRODUCTION. ... oiiiieccceirie st rrrsecce s s s e s e s s s e e mms s e s s e e s s mmmasssss e e e e e s nnmmmsssssssennsnnnmnnnssnnnn 17
l. LES TISSUS ADIPEUX ........oiiiiiiieccceeiisserirssecmsssssssesssssnmmssssssssessnnnmmnsssssssssssssnnmnnnssnnns 17
.1, LE TISSU ADIPEUX BLANC .ceeuuussssisesreessssssssssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssssssassnnnes 17
1.2, LOCALISATIONS seuuuecrerinerensssssssssssnesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnnes 18
[.2.1  LE TISSU ADIPEUX SOUS-CUTANE ....uteeeuteeesureesareessseeesssesanseessssessssesesseesssessssssssssesssseessssessnsessnsensssesenns 18
12,2 LE TISSU ADIPEUX VISCERAL .euuvteeeureesreeesueeesnsessssseesssesansesssssesssessnseessssessssssssssessnsesssssessssesssssessssessnne 18
I.3.  REGULATION DE LA DISTRIBUTION DU TISSU ADIPEUX veevveuieisseeernssssssssssssssenssssssssssssssssnsssssssssssssssnnnes 19
[.3.1  INFLUENCE DU SEXE ET DE L' AGE .eeuuttertieeuteerreesireenuteesseeesseesseessseeessessnsseesnseessseeessessnsessssseesaseeanns 19
1.3.2 INFLUENCE HORMONALE .....eiittteuteestteentteesteessueeesuseesbeeesaseessseessseesaseessseessseessesessseesnseesnsseesaseesnns 20
1.3.3  INFLUENCE DES FACTEURS GENETIQUES...ccettttiiiiumrrrteteeeiiiiiirrrteeeessssinrrneeeeesssssmnsasaeeeesssesnnnennsesesssanas 21
1.4,  ROLE ENDOCRINE ...uiiiirrerenusssssssssnrernssssssssssssnmssssssssssssssssnessssssssssssssssssssssssssssssessnsssssssssssssnsnnnes 21
L. 1 LA LEPTINE .teeutttesuteeetteeniteesteeesuteesateesauteesabeesabeeessseesabaeesabeesaseesaseeesabeeensseesasaesasaeesaseesasaesnsseesseeanns 22
[.4.2 L' ADIPONECTINE t.uuttteutteesureeeteeenuteesteesstteesuseesnseeessseesaseeessseessseessseesaseessseesssessnsesessseesnsaesnsseesaseesnes 23
1.4.3  LES CYTOKINES PRO-INFLAMMATOIRES : TNF-A ET IL-6...uuuiiiiiiiiiiiiii s 24
1.4.4  CYTOKINE ANTI-INFLAMMATOIRE : IL-010 ..uuuiiiiiiiiiiiiiitii s 25
1.5, ROLE METABOLIQUE ...cevvreuuessssssesnnesnsssssssssssnnmsssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssnnssssssssssssssnnnes 26
I.5.1  METABOLISME POSTPRANDIAL teettiiuiititttteeeseeeiitetteteeessseisbrsteeeessssssnbasteeeesssesansraneeeeesssasannrenaeesesssanan 26
T80 0 A I - [ 4 1Y o To T e [ Yol [ LT3 = TSP 27
[T A oo Y e{=lo [T Lol [ [T = = SRR 27
1.5.2 METABOLISME EN PERIODE DE JEUNE ...veeevteeeuteeeteeesseeessesessseesssesessssesssesensesessssssssesssnsessnsesesssnssnsesanns 29
T8 A0 N I 1 1T oY1V UPURN 29
1.5.2.2 Glycéronéogenése et ré-esterifiCation..........cececiuieieeiiiie e e 29
1.5.2.3 La BrOXYAATION 1. .ttt ettt e ettt e e et e e e et e e e e e bb e e e e tbaeeeaabaeeeearaee e e nbaaaeeanreaaeeanraeas 30
1.6.  LE TISSU ADIPEUX BRUN .eceeuuesssiesssnesensssssssssssssssnssssssssssssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssnnnes 32
0 R I Yo Y 7.y SRR 32
[.6.2 ROLE METABOLIQUE .. .vveeuveeeteeesteesteeesstaesnseesssesasssassnsesssssessssesassssesssessnsesesssessnsesesssesansessnssnssnsesnnns 32
1.6.2.1 La thermogen@se SANS FriSSON ........eiiiiiiiiieciee ettt e et e et ee e e e eabe e e e e beee e eeabeeeeenreeas 33
[.6.3  REGULATIONS ENDOCRINES ....uvtterureerteeenureenreessureessseessseeesseesseesssseessssesssseesssessnsseessessssassnssessssaesnss 35
1.7.  HETEROGENEITE CELLULAIRE .euuuueerireressssssssssssnesesssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssnsssssssssssssssnnnes 37
[.7.1 LA FRACTION STROMA=VASCULAIRE ..ccuvttertreerreesureenureessteeesseesseesssseesssessssssesssessssasesseesssassnssessssaesnss 38
I.7.2 LA FRACTION ADIPOCYTAIRE : ADIPOCYTE BLANC ET ADIPOCYTE BRUN ....veeruvereireenireesreeenureesseesnsneessseennns 38
1.7.3  LE BROWNING ET ADIPOCYTE € BRITE M.uviiiiiiiiiiiiiieeiiee ettt st et ste e sveeesabeesbaesnaaeesabeeenes 40
I.7.4  LES PERSPECTIVES THERAPEUTIQUES DU BROWNING ..uvveeeveeerureesreeenireesueeesseeesssessnseeessessnsessnseeessseesnns 43



Nolwenn JOFFIN - Thése de doctorat - 2015

Il. DEREGULATIONS DU TISSU ADIPEUX.......coocccnnnnnnnnnnnnsssnssssssssssssssssssssssssssssssnnes 44
L1, OBESITE, VIEILLISSEMENT ..ccuuuuueieesreesennssssssssssseesnnssssssssssssssnnssssssssssssssnnsssssssssssssssnnsssssssssssssnnnnes 44
1t O R O 115 1 PSP PRRRPPPNE 44
0 O O 7= T o 1 oY o USRS 44
[1.1.2  ETIOLOGIE DE L OBESITE ...uvteetteesureesseeessseesnsesassseesssesssssesssesssssansssessessssssessssssssesesssessnsessssssssnsesanns 44
11.11.2.1 Bases ENétiques de "ODESItE ........ooiiiiiiiieee e s e 45
I 0 1 4 VT o T =Y 01011 o N 45
| A A =T =B [W 1 o T U= L3 PP 45
11.11.2.2.2 INflUENCE € I'ECOSYSTEME ..cci ettt s e e s s rbee e e e sabee e s enabeeas 45
1.2.  SURPOIDS ET OBESITE : PHYSIOPATHOLOGIE ...civveeersensssscsssnnnesssssssssssssnsesssssssssssssssssssssssssssssssssnnnes 46
11.2.1  INFLAMMATION, PERTURBATIONS METABOLIQUES ET ENDOCRINIENNES ... .veeevreerireeereeerereesvnesnneeessseeenes 46
11.2.2 DIABETE DE TYPE Hlueiiuutieiiiie ettt eeieesteeestte e s teestte e sate e s vt eesateesate e eaeeessaeaenseeensaeesnsaessnseesnsassnssessnsensnns 47
11.2.3 MIALADIES CARDIOVASCULAIRES ....veeeuveeeteeesnseessseeesssesssseessssessssesessesssssessssssssssessssessssessnsesssseessssesenns 48
11.2.4  PROBLEMES OSTEO-ARTICULAIRES ..eeeuvetestreesreesareeessseesnseeessseesssesssseessssessssesssssesssseessssessnsessssenssssesenns 49
[1.2.5  CANCERS ..ttt eutteeeutee ettt estteesteeeesteesseeesttaeasseesssaeesssaeanseesssseessseeenseeesnseeenseeesnseesseeesnseesnsessnseessnsenees 49
1.3.  CAS PARTICULIER : LE VIEILLISSEMENT ET L’OBESITE SARCOPENIQUE. ....cvviiieennnnsssssssnsnsesssssssssssssssssnnnes 53
[1.3.1 DEFINITION DU VIEILLISSEMENT 1uuvttesuveeesereesnresssseeesssessssesssssessssessssessssessssssesssessssesessessnsessssenssssessnns 53
11.3.2 VIEILLISSEMENT ET SARCOPENIE. .. .veeeveeestteesnreesnseeessseesnsessssseessesenseesssessssssssssessssesssssessnsesssssessssessnne 54
11.3.3  OBESITE SARCOPENIQUE ...veeeveeeeureesseeesueeesnsessssseesssessssesssssessssessnseessssesssssssssessnseessssessssesssssessssessnse 55
11.3.4  VIEILLISSEMENT ET TISSU ADIPEUX BRUN ....veeiuteeitreesureesseeessseesseeessseessesessseessssssnsesesssessnsesessssssnsesans 57
11.3.5 L’OBESITE : UN ACCELERATEUR DU VIEILLISSEMENT ..ecuvveeetreesureesreeessseesseeessseessessssseessessnsasensesssnseeens 57
11.3.6  VIEILLISSEMENT ET INFLAMMATION ... utteetteesreeetreessseessesesseessessssssesssssssssesssessssssssssessnsesessssssnsesanns 58
11.3.7  MITOCHONDRIES ET VIEILLISSEMENT ..uvveevteeeuteeetreessseessesesseessasesssessesassseessssssssssssssessnsesensssssnsesanns 62
118 T 00 N I 1 ' 11 o Yol o T Vo [T USRS 62
11.3.7.2 La dysfonction MitoChONAIialE.......eeeiieeiiiiieeee et e e e re e e e e e e 62
11.3.8  VIEILLISSEMENT ET CANCER...cccuuttteeseurreeesisrreeesassseeeassssessssssesesssssesesssssssssssssessessssesssssssessssssesssnssenes 64
11.3.9  VIEILLISSEMENT ET RISQUES CARDIOVASCULAIRES ... .uuuuuuuuuunuenenenensnennannsnsnsnsnsnsnnnnnsssnnnnnssnssnsnnssnsnsnssnnnns 64
lll. STRATEGIES NUTRITIONNELLES........coo e e s e e s s e s s e s e e s m e s 66
L1, LA RESTRICTION CALORIQUE .. .uceettterenssssssssssenesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssnnnes 66
1.2, CHIRURGIE BARIATRIQUE .cvvuuueieeiinesesssssssssssanesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnnes 67
1.3, LES ACIDES AMINES ET LEURS DERIVES tevvvsssceereeesensansssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnnes 67
[11.3.1  LES DERIVES D’ACIDES AMINES ..uvveeeureeesureesnseesaseeessseeassesssssesssesessesssssessssssssssessssesssnsessnsesssseessssesenns 68
Lt =Y 68
1 A I 1 o =1 =Y [ < TSP 69
[11.3.2  LES ACIDES AMINES «.uvvteuveeetteeureesteeesuteesseessaeessseesseeessseessssessssesssessnssesnssessnsasensseesssassnsesssseesnse 69
Lt I I T A = 1 TN 69
[11.4.2.2 L@ L-LOUCINE .ttt sssssassanes 70
1 e B I IR € 11 =T o1 T TSP 71
1.4.2.4 LA L-CIPUITINE ..ttt ettt ettt ettt sate e st e e sabe e sbteesateesabaeesabeesabaesnsaeesabaeenss 72
111.4.2.4.1 La citrullination des PePLIES ....cieciiii ittt ree e s e ee e e e 73
111.4.2.4.2 La citrulling et 1€ CYCle de I"Ur@e.......ueiiiueiieeeeee ettt 74
111.4.2.4.3 Biochimie et physiologie de 1a Citrulline.........c..eeeieiieiiiiiiie e 75
111.4.2.4.4 La citrulline en phySiopatholOZIe ......ccoccuviiiiiiiieeeccee e 77

10



Nolwenn JOFFIN - Thése de doctorat - 2015

IV. MONOXYDE D’AZOTE (NO) ET METABOLISME............nnnnnnnsnnsssssnnnnsnnsnnnns 80
IV.1. LA SYNTHESE DU NO DANS LES CELLULES ANIMALES......cetetteermnnnssssessseresnnnssssssssssnessnssssssssssssssnnnnes 80
IV.2. LAREACTIVITE DU NO ...cceueiiiiiiiiiinnnnensiiieiiieeesnnessssesssssessnssssssssssssssnnssssssssssssessnsssssssssssssssnnnes 81
IV.3.  NO ETMETABOLISME ..ceeuuuuuueierrreernnnnsssssesssesssnnsssssssssssssssnssssssssssssssnnsssssssssssssssnsssssssssssssssnnnes 82
IV.4. NO ET METABOLISME DU TAB : EXEMPLE DE LA LEPTINE :ARTICLE L....ccetierreennriieiirinnennnnesscsssenennnnnes 84
OBJECTIFS DU TRAVAIL. ... ooieecccetirreccces s e e s s s snmmmsss s s s e s e s snmmsssssssssennnnnmmnsssssssnsnnns 92
2 ST 1 7 94
l. RESULTATS COMPLEMENTAIRES IN VIVO .........ecccreerrrenccess e e s e e s nmmmmn s 94
L N = 3 I L0 I S 99
lll. RESULTATS COMPLEMENTAIRE IN VITRO CHEZ LE RAT AGE.........cccceecceeee. 111
Y o 18 I 0 I e 113
V. RESULTATS COMPLEMENTAIRES IN VITRO CHEZ LE RAT JEUNE HFD ............ 125
Y4 TR - Y = 1 0 N S 134
CONCLUSION-DISCUSSION ......ccottireccceessssrrrrrnmmmessssssrssssnmmssssssssssrnssnmnsssssssssssnsnnmnnnnssnns 157
l. RAPPEL DES RESULTATS....ccittiecccissrrrrrsmmces s sersrsnmmssssssssssssssnmmsssssssssssnnnnmnnnnssnns 157
Il. DISCUSSION ET PERSPECTIVES.........cootitiicriiririrrscccesssss s s s e s snmmmns s s e s e s s nmmmmnsssnns 160
I.1. DIFFERENCE RATS AGES / RATS JEUNES HFD .....cceeeeiiericcerssnneneeeeeseeecsssnnnneeseessessssssnsessesssssssssnnnnnes 160
1.2.  MECANISME D’ACTION DE LA CITRULLINE «.uuuuiriineeranssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssannne 163
11.2.1  IMPLICATION DU NO DANS LES EFFETS DE LA CITRULLINE t..uvveevteeeteeeseeeeseesenseesesseeesssessnsessnseessssesennees 164
0 A [ =1 o [T Yo V7T < I USSP 166
11.2.1.2 CIT, NO €l glyCEIONEOZENESE .....veeiieevieeeetieeeeettee e ettt e e eette e e e ete e e e e tae e e eetteeeeebaeeeeeabeeeeennrenas 166
11.2.1.3 CIT, NO et fonction MitOChONAIIAle .......uueeeeeiiiii e aaanaaanes 167
11.2.1.4 CIT, NO, inflammation et MEtaboliSMe.........uuueueuie s aesasananes 168
11.2.1.5 CIT, leptine et adipONECLING .......uiiiiiei e e e e e e e e nraeee e e e e e eean 170
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES ...........cciiiiiiitmmmeeisssrrrssmeeesssssss s e s s nmmmnsssssssessssnnnnns 173
ANNEXE 1 : LISTE DES COMMUNICATIONS..........ccoiiiirirmmmmeerrssrrrsenmmmsssssss e s s s snmmmsssssnns 202

11



Nolwenn JOFFIN - Thése de doctorat - 2015

Listes des Tables

Tableau 1 : Sécrétion et concentration de différentes adipokines. ..., 22
Tableau 2 : Transport des acides gras dans les adipoCytes. .........eeeeiviiiiiiiiiiiiieiieee e, 27
Tableau 3 : Caractéristiques des adipocytes blancs et des adipocytes bruns. ..................... 39
Tableau 4 : Caractéristiques des différentes isoformes des NOS. ..., 81

12


file:///C:/Documents%20and%20Settings/X/Mes%20documents/Nolwenn/Données%20bibliographiques/Thèse%20Nolwenn%20JOFFIN%20avec%20biblio.doc%23_Toc404761877

Nolwenn JOFFIN - Thése de doctorat - 2015

Liste des illustrations

Figure 1 : Le tissu adipeux blanc (TAB) a un réle endoCring. ........ccccuuveeiieeeeeiiciiiiiieeeee e 25
Figure 2 : métabolisme postprandial dans 'adipoCyte. .............uuuvrerriiiirimmmiiiiiiiiieneennaenneens 28
Figure 3 : Métabolisme en période de jeline dans I'adipoCyte. ............ueeevreeeiieriiniiiiniiinninnnns 31
Figure 4 : La chaine respiratoire et découplage par la protéine UCP1 ... 34

Figure 5 : Activation du géne UCP1 via les récepteurs B-3 adrénergiques dans I'adipocyte 36

Figure 6 : Le tissu adipeux est un tissu hétérogene. ... 37
Figure 7 : Origines des adipocytes blancs et bruns. ... 42
Figure 8 : Conséquences de 'ODESIE. ............ooiiiiiiiiiiiii e 52

Figure 9 :Conséquences physiopathologiques de l'inflammation au cours du vieillissement61

Figure 10 : Les transporteurs d’acides aminés dans 'adipocyte. ...........ccccuveeeeeienninniinnnnnnnns 73
Figure 11 : Le CYCIE dE IUMEE.......uiiiiiiiiiiiieieeee s 74
Figure 12 : Métabolisme de la CitrulliNe. ...........oooiiiiiiii e 75
Figure 13 : Le cycle arginine-Citrulline-NO. ...........cooiiiiiii e 77

Figure 14: Effets du NO a des concentrations physiologiques sur le métabolisme
L2 TT (1= 1o [ U = PRI 83
Figure 15 : Effet in vivo de la CIT sur le poids corporel et la masse des tissu adipeux
épididymaire et rétropéritonéal de rats agés sous régime enrichi en CIT pendant 3 mois.....94
Figure 16 : Effet in vivo de la CIT sur la libération de glycérol et de NEFA ainsi que sur
I'expression des génes codant ATGL, HSL et GyK du TA EPI et du TA RET de rats &gés...95
Figure 17 : Effet in vivo de la CIT sur la glycéronéogenése et sur I'expression des génes
codant PEPCK-C et PPARy2 du TA RET de rats 8ges.......cc.uuuiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 96
Figure 18 : Effet in vivo d’un régime enrichi en CIT sur I'expression des genes codant des

protéines impliquées dans l'inflammation et des marqueurs de macrophages sur le TA RET.

13


file:///C:/Documents%20and%20Settings/X/Mes%20documents/Nolwenn/Données%20bibliographiques/Thèse%20Nolwenn%20JOFFIN%20avec%20biblio.doc%23_Toc404761923
file:///C:/Documents%20and%20Settings/X/Mes%20documents/Nolwenn/Données%20bibliographiques/Thèse%20Nolwenn%20JOFFIN%20avec%20biblio.doc%23_Toc404761939
file:///C:/Documents%20and%20Settings/X/Mes%20documents/Nolwenn/Données%20bibliographiques/Thèse%20Nolwenn%20JOFFIN%20avec%20biblio.doc%23_Toc404761939

Nolwenn JOFFIN - Thése de doctorat - 2015

Figure 19 : Effets in vivo de la citrulline sur le tissu adipeux rétropéritonéal de rats agées de
22 mois alimentés pendant 3 mois avec un régime supplémenté en citrulline. .................... 98
Figure 20 : Effet de la CIT sur l'expression des génes du métabolisme du tissu adipeux
rétropéritonéal de rats jeunes et de ratS AgES. ... ..uuuuuuurrururrrrrriiiireiiereiaeeeennnnnnnaennnaneananaa————— 111
Figure 21 : Effets in vitro de la CIT sur le métabolisme des explants de TA RET de rats agés
dans d’autres conditions de CURUIES..........coooeiiiiiieeee e 112
Figure 22 : Effet in vitro de la CIT sur I'expression des genes du métabolisme du tissu
adipeux rétropéritonéal de rats CD ou de rats HFD. ... 125
Figure 23 : Effets du HFD et de CIT sur l'expression des géenes codant des protéines
impliquées dans linflammation et des marqueurs de macrophages du tissu adipeux
épididymaire de rats CD U HFD........ccoooiiiiiii e 127
Figure 24 : Effet de la CIT et implication du NO dans la libération de glycérol et des NEFA
du tissu adipeux épididymaire de rats CD et HFD ..o 130
Figure 25 : Effet de la CIT et implication du NO sur la glycéronéogenese et PEPCK-C
d’explants de tissu adipeux epididymaire de rats CD et de rats HFD....................ceeoeee. 132
Figure 26 : Effet in vitro de la CIT sur I'expression des genes du métabolisme du tissu
adipeux épididymaire de rats CD ou de rats HFD. ... 133
Figure 27 : Représentation schématique des effets de la CIT sur le métabolisme du tissu
=0 101U GO PP PRSP PPPPPPP 159
Figure 28 : Répartition des enzymes impliquées dans le cycle ARG-CIT-NO dans le tissu

=0 11010 PP OO PP PP PP PP PPPPPPPPI 165

14


file:///C:/Documents%20and%20Settings/X/Mes%20documents/Nolwenn/Données%20bibliographiques/Thèse%20Nolwenn%20JOFFIN%20avec%20biblio.doc%23_Toc404761942
file:///C:/Documents%20and%20Settings/X/Mes%20documents/Nolwenn/Données%20bibliographiques/Thèse%20Nolwenn%20JOFFIN%20avec%20biblio.doc%23_Toc404761942
file:///C:/Documents%20and%20Settings/X/Mes%20documents/Nolwenn/Données%20bibliographiques/Thèse%20Nolwenn%20JOFFIN%20avec%20biblio.doc%23_Toc404761945
file:///C:/Documents%20and%20Settings/X/Mes%20documents/Nolwenn/Données%20bibliographiques/Thèse%20Nolwenn%20JOFFIN%20avec%20biblio.doc%23_Toc404761945
file:///C:/Documents%20and%20Settings/X/Mes%20documents/Nolwenn/Données%20bibliographiques/Thèse%20Nolwenn%20JOFFIN%20avec%20biblio.doc%23_Toc404761945

Nolwenn JOFFIN - Thése de doctorat - 2015

Abréviations
AANE acides aminés non-essentiels
AGNE acide gras non estérifié
AGS acide gras synthase
AMPc adénosine monophosphate cyclique
AMPK AMP-activated protein kinase
AQ7 aquaporine-7
ARG arginine
ASL argininosuccinate lyase
ASS argininosuccinate synthase
ATGL triglycéride lipase des adipocytes
BMP7 bone morphogenetic protein 7
BPA bisphénol A
BRITE brown-in-white
CcD régime contréle
CIT citrulline
CPT 1-b carnitine palmitoyl transférase 1 b
DT2 diabéte de type 2
EPI épididymaire
ER estrogen receptor
ERO espéeces réactives de I'oxygene
FTO fat mass and obesity-associated
G3P glycérol-3-phosphate
GLN glutamine
GLU glutamate
GMPc guanosine monophosphate cyclique
GyK glycérol kinase
HFD high fat diet
HSL lipase sensible aux hormones
IGF-1 insulin-like growth factor
IL-10 interleukine-10
IL-6 interleukine-6
IMC indice de masse corporelle
KSR2 kinase suppressor of ras 2
LDL low density lipoprotein
LPL lipoprotéine lipase
MGL monoglycéride lipase
mtDNA ADN mitochondrial
Myf5 myogenic factor 5
NO monoxyde d'azote
NOS nitric oxide synthase
NPC1 protéine Niemann-Pick type C
OAT ornithine aminotransférase

15



OCT
oMS
ORN
ORNT1
PAD
PALO
PEPCK-C
PGC-1a
PKA
POP
PPAR
PRDM16
RAR
RET
SNC

TA

TAB
TABr
TASC
TAV
TFAM
TG

TLR
TMEM26
TNF-a
UCP1
UCP3
VEGF
VLCAD

Nolwenn JOFFIN - Thése de doctorat - 2015

ornithine carbamoyl transferase

Organisation Mondiale de la Santé

ornithine

antiport ornithine/CIT

Peptidyl Arginine Déiminase

glycylglycine A-N-(phosphonacetyl)-L-ornithine
phosphoénolpyruvate carboxykinase cytosolique
peroxisome proliferator activated receptor gamma coactivator-1a
protéine kinase A

polluants organiques persistants

peroxisome proliferator activated receptor
coactivateur PR domain containing 16

retinoic acid response element

rétropéritonéal

systéme nerveux central

tissu adipeux

tissu adipeux blanc

tissu adipeux brun

tissu adipeux sous-cutané

tissu adipeux viscéral

mitochondrial transcription factor A
triglycérides

toll-like receptor

transmembrane protein 26

tumor necrosis factor a

uncoupling protein 1

uncoupling protein 3

facteur de croissance endothéliale vasculaire
very long chain acyl CoA dehydrogenase

16



Nolwenn JOFFIN - Thése de doctorat - 2015

INTRODUCTION

l. Les tissus adipeux

Classiguement, on distingue deux types de tissus adipeux (TA) chez le mammifére : le blanc
(TAB) et le brun (TABr). Le stockage de I'énergie se fait au niveau du TAB. Le brun dissipe
I'énergie sous forme de chaleur grace a une protéine qui lui est spécifique, la protéine
découplante 1 (UCP1, uncoupling protein 1). Cette protéine intervient dans le découplage de
la chaine respiratoire de 'ATP synthase. Bien que les adipocytes blancs et bruns dérivent
d’'un méme précurseur, ils restent trés distincts 'un de l'autre. De plus, un nouveau type
d’adipocyte « brite » (« brown-in-white ») a été identifié (voir plus loin). Ces tissus ont un
intérét tout particulier chez ’'Homme. lls deviennent une cible thérapeutique importante pour
lutter contre les maladies métaboliques liées a I'obésité ou au vieillissement (Carriére et al.,

2013).

1.1. Le tissu adipeux blanc

Le TAB représente la principale source de stockage d’énergie de I'organisme. Comme nous
le verrons dans la partie 1.3 le TAB assure plusieurs fonctions. Sa premiere fonction est une
fonction métabolique ou il joue un rdle essentiel dans ’homéostasie énergétique. Capable de
stocker I'énergie sous forme de triglycérides (TG) durant la période postprandiale, il restitue
cette énergie en libérant les acides gras non-estérifiés (AGNE) lors de période de jeline ou
lorsque la dépense énergétique est importante. Ces processus sont régulés par des
cytokines, des hormones ou d’autres facteurs. Le tissu adipeux permet ainsi la sécrétion
d’adipokines qui agissent soit localement (action paracrine) soit a distance (action
endocrine). Le TAB intervient également dans des fonctions neuroendocrines, immunitaires

et inflammatoires.
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1.2. Localisations

Le TAB possede des particularités anatomiques et histologiques ce qui fait de lui un organe
atypique (Guerre-Millo, 2006). Tout d’abord, il possede plusieurs localisations anatomiques
réparties en dépdts non contigus. Les capacités métaboliques et endocrines du TAB difféerent
d’'une localisation anatomique a l'autre. Cependant, la capacité de produire et la contribution
de sécréter tel ou tel facteur ne sont pas encore bien établies (Guerre-Millo, 2006).

Chez les mammiféres, le TAB se compose de différents dépbts qui sont innervés et
vascularisés. Au sein du tissu adipeux blanc on retrouve deux catégories le TAB sous-
cutané, lui-méme composé du TAB sous-cutané superficiel et du TAB sous-cutané profond,

et le TAB viscéral ou profond (Anghel and Wahli, 2007).

.2.1 Le tissu adipeux sous-cutané

Parmi ces différents tissus, le TAB sous-cutané (TASC) représente 80 a 90% du TAB
(Lafontan and Berlan, 2003). Les dépdts sous-cutanés sont organisés en lobules réguliers
et métaboliguement plus stables que le TAB viscéral (TAV). Le TASC intervient
essentiellement dans le stockage des AGNE sous forme de TG et en cas de balance
énergétique positive, les adipocytes vont s’adapter en s’hypertrophiant, il s’ensuivra une
multiplication de cellules précurseurs, phénomene d’hyperplasie. Ce tissu est moins sensible
a laction lipolytique des catécholamines que son homologue viscéral. Ainsi, une
augmentation du TASC semble améliorer la sensibilité a l'insuline chez '’homme comme

chez la souris (Kim et al., 2007; Porter et al., 2009).

.2.2 Le tissu adipeux viscéral

Ce tissu profond est réparti en différents dépbts. Cette répartition est identique chez le
rongeur et chez ’lHomme. Le premier dépbt est situé au niveau rétropéritonéal et représente

25% du TAV. Il s’étend entre la limite postérieure des intestins et la limite ventrale du rein. Le
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deuxieme dépbt profond est localisé au niveau intrapéritonéal. La distinction entre ces deux
dépbts est délicate. Le TAV ne représente que 5 a 20% du TAB total. Il ne constitue pas un
lieu de stockage privilégié d’'ou sa faible capacité de prolifération, contrairement a son
homologue sous-cutané. Les AG qu'il stocke sont donc soumis a un renouvellement rapide.
En effet, les adipocytes du TAV sont le siege d’une lipolyse intense et sont résistants a
'action anti-lipolytique de linsuline. Ces mémes cellules sont cependant plus sensibles aux
catécholamines et a leurs effets lipolytiques que les adipocytes sous-cutanés (Meek et al.,
1999). Le développement du TAV contribue au développement du syndrome métabolique.
La dérégulation de la sécrétion des adipokines, la toxicité des AG en exces ainsi que les
différences spécifiques entre TAV et TASC montrent que I'obésité abdominale est un acteur
principal dans le développement de la résistance a l'insuline, ainsi que du diabéte et des

maladies cardiovasculaires (Phillips and Prins, 2008).

1.3. Réqulation de la distribution du tissu adipeux

Le développement du TAB chez 'Homme est gouverné par de nombreux parametres. Parmi

lesquels I'age, le sexe, la génétique et les facteurs hormonaux sont les plus influents.

1.3.1 Influence du sexe et de I’a4ge

Bien qu’il existe une obésité infantile, la puberté est une période charniere dans le
développement du TAB. Entre les hommes et les femmes la répartition du TAB est
disparate. Ainsi, le rapport sous-cutané/viscéral est plus élevé chez la femme que chez
I’'hnomme puis diminue avec I'age chez les deux sexes. Alors que chez la femme, les lipides
ont tendance a s’accumuler au niveau du TASC, notamment dans la région fémoro-
glutéale : adiposité gynoide, c’est dans le TAB abdominal que les hommes stockent
préférentiellement les lipides : adiposité androide (Enzi et al., 1986). A la ménopause, ce
scénario change. Ainsi, le TAV se développe chez la femme avec I'dge ce qui conduit a
'augmentation d’'une adiposité de type androide (Ley et al., 1992; Lemieux et al., 1993).

L’augmentation de la prévalence des maladies cardiovasculaires avec I'age peut s’expliquer
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par cette modification de la répartition du TAB. De plus, cette augmentation de I'adiposité
viscérale est corrélée avec des altérations métaboliques au niveau des lipoprotéines et dans
I'homéostasie glucidique chez la femme agée (Tchernof and Després, 2013).

Ces observations suggeérent I'implication des hormones sexuelles dans le développement du

TAB en fonction de sa localisation anatomique.

1.3.2 Influence hormonale

L’adipocyte est connu pour exprimer les 2 isoformes du récepteur aux oestrogénes :
estrogen receptor (ER) a et ER B (Pedersen et al. 2001). La répartition de ces deux
récepteurs est spécifique du sexe et des dépbts mais reste indéterminée (Bjorntorp, 1996;
Pedersen et al., 1996). Chez les rongeurs, les cestrogénes jouent un rdle inhibiteur sur la
prise alimentaire. Ainsi une ovariectomie provoque une hyperphagie et un gain de poids
considérable chez ces animaux (Brown and Clegg, 2010). La délétion du récepteur a chez
la souris femelle ou male augmente l'adiposité indépendamment de la prise alimentaire
(Heine et al., 2000). Les cestrogénes sont capables de stimuler la prolifération et la
différenciation des pré-adipocytes de maniere dép6t spécifique plus prononcé chez la femme
que chez 'homme (Anderson et al., 2001; Dieudonné et al., 2004). L’'cestradiol au niveau
cérébral agit sur les voies de signalisations neuronales et contribue a réguler la balance
énergétique chez 'Homme (Brown and Clegg, 2010). Ainsi I'administration exogéne
d’cestradiol chez la femme pré-ménopausée diminue l'activité de la lipoprotéine lipase (LPL)
dans le TAB des régions inférieures. De plus, une faible concentration d’cestradiol diminue
de la méme maniére la LPL au niveau sous-cutané et augmente la lipase sensible aux
hormones (HSL) a forte dose (Palin et al., 2003). Les cestrogénes, produits principalement
par les ovaires chez la femme, peuvent étre également synthétisés de maniére périphérique
chez la femme ménopausée ou chez 'lhomme par aromatisation des hormones androgénes
dans différents tissus, notamment le TAB (Bélanger et al., 2002; Mattsson and Olsson,

2007). La réduction des niveaux d’cestrogénes chez la femme ménopausée est associée
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avec une augmentation de I'adiposité de fagon générale mais aussi d’'une accumulation de

masse adipeuse au niveau viscéral (Gambacciani et al., 1997; Toth et al., 2000).

1.3.3 Influence des facteurs génétiques

Les facteurs génétiques (génes, polymorphismes et mutations) en lien avec les facteurs
environnementaux (comportements culturels et alimentaires) peuvent influencer la répartition
du TAB, particulierement du TAV (Henkin et al., 2003). La distribution anatomique du TAB
au sein de I'organisme humain implique plusieurs génes d’ou la nature polygénique de cette

répartition.

1.4. Role endocrine

Le TAB possede des fonctions endocrines. Il a la capacité de sécréter un certain nombre
d’hormones appelées adipokines (Tableau 1 et Figure 1). Certaines ont une action
endocrine, d’autres autocrine ou paracrine. Leur sécrétion dépend des variations de la
masse du TAB (Fietta and Delsante, 2013). Le TAB est un tissu hétérogene, comme nous
pourrons le décrire plus en détails dans la partie |.7, ce tissu contient une fraction
adipocytaire et une fraction stroma-vasculaire. Certaines adipokines sont spécifiquement
produites par I'adipocyte, c’est le cas de la leptine et de I'adiponectine alors que TNF-a et IL-
6 émanent principalement de la fraction stroma-vasculaire (Fain, 2006; Cao, 2014). Ces
différentes molécules peuvent avoir une action pro ou anti-inflammatoire et peuvent réguler
le métabolisme glucido-lipidique. La table 1 donne une vision non exhaustive des adipokines
sécrétées par le TAB et la quantité produite en fonction de la fraction adipocytaire ou stroma-
vasculaire. Les adipokines jouent un réle dans les complications de 'obésité. Dans des cas
d’obésité, le TAB subit de profondes modifications cellulaires. Ainsi, 'excés de stockage des
AG en TG provoque une hypertrophie des adipocytes. De plus, chez I'obése [l'infiltration du
TAB par des macrophages augmente. Ces phénoménes bouleversent le fonctionnement du
TAB notamment sa fonction sécrétoire (Lanthier and Leclercq, 2014). Dans ce mémoire,

seul un nombre restreint d’adipokines est présenté.
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Produites par les adipocytes Produites par les cellules

Adipokines/Cytokines (pmol'g) non adipeuses (pmol/g)

IL-8 87 1120
PAI-1 18 78
MCP-1 9.2 74
IL-6 5.1 66
Adiponectin 4.1 6
SAA let2 1.8 12
Leptin 1,8 0.1
IL-1Ra 0,14 41
Resistin <0,04 1.8
IL-10 0,02 0,53
TNFalpha 0.012 022

Tableau 1 : Sécrétion et concentration de différentes adipokines.

D’aprés (Fain, 2006)

.4.1 La leptine

La leptine est une hormone spécifique du TAB. Elle joue un réle important dans la régulation
de I’homéostasie énergétique, sa synthése est corrélée positivement a la quantité de TAB
ainsi qu’a l'indice de masse corporelle (IMC ou indice de Quetelet).

Cette protéine de 16 kDa est retrouvée en concentration plus modérée dans différents tissus
comme l'estomac, le placenta, les os, les glandes mammaires, le foie et le muscle. La leptine
active le récepteur Ob-Rb qui appartient a la famille des récepteurs de cytokines de classe 1.
La leptine agit sur le systéme nerveux central au niveau de I'hypothalamus pour réguler la
prise alimentaire en inhibant la voie de signalisation orexygéne et en stimulant la voie de
signalisation anorexigéne. Du fait de la présence de son récepteur Ob-Rb au sein de
différents tissus, cette adipokine est capable de jouer un role périphérique en plus de son
rle central. La leptine active la B-oxydation des AG dans les tissus périphériques et réduit
ainsi le stockage ectopique. Cette activation de la B-oxydation nécessite la diminution du
malonyl-CoA cellulaire via l'inhibition de I'acétyl CoA carboxylase. Parallélement, la leptine
favorise le stockage des AG sous forme de TG dans le TAB. La leptine est également

capable d’augmenter I'expression de la protéine découplante UCP1, ainsi que des UCP2 et
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3 dans le TAB et dans le muscle (Commins et al., 1999; Sarmiento et al., 1997; Scarpace
et al., 1998). De par I'ensemble de ces effets, la leptine joue un réle insulino-sensibilisateur.

La concentration plasmatique de leptine est proportionnelle a la masse du TAB (Pénicaud et
al., 2012). Des modeéles animaux possédant une altération du signal leptine sont
hyperphagiques (Hausman et al., 2012). Chez ’'Homme des mutations génétiques au sein
du géne codant la leptine améne au développement d’obésité (Farooqi et al., 2002).
L’augmentation de la leptinémie est corrélée a I'obésité et au développement d’une insulino-
résistance. Ainsi, les personnes obéses sont hyperleptinémiques mais résistantes a 'action

de la leptine.

1.4.2 L’adiponectine

L’adiponectine ou adipoQ, Acrp 30 (complement-related protein 30), ou apMI (adipose most
abundant gene transcript) est une hormone de 30 kDa synthétisée par le TAB découverte
dans les années 1990 par différents groupes de recherche (Scherer et al., 1995). Elle est
sécrétée par les adipocytes et se présente dans la circulation sous forme de dimere, trimére
ou de complexe protéique & la concentration de 5 & 10 ug.mL™' chez ’'Homme. Contrairement
a celle de la leptine, la sécrétion d’adiponectine est corrélée de maniére négative a la masse
adipeuse et a 'IMC (Ailhaud, 2006). Cette corrélation négative est plus prononcée au
niveau du TAV qu’au niveau sous-cutané (Matsuzawa, 2006). Le facteur tumor necrosis
factor a (TNF-a) est connu pour étre un inhibiteur fort de I'activité de l'adiponectine en
agissant directement via le promoteur de son géne. La corrélation négative entre quantité de
TAV et synthése d’adiponectine peut étre expliquée par une sécrétion importante de TNF-a
par le TAV (Matsuzawa, 2006). L’'adiponectine est hypoglycémiante ; elle diminue la
production de glucose hépatique, et augmente la captation du glucose ainsi que I'oxydation
des AG dans le muscle squelettique. De plus, I'adiponectine augmente la biogenese
mitochondriale via PPARa dans le foie et le muscle notamment (Berg and Scherer, 2005).

Ainsi, I'adiponectine augmente la B-oxydation des AG et réduit le stockage des TG dans le
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muscle conduisant a une amélioration de la sensibilité a linsuline (Maeda et al., 2008;
Yamauchi and Kadowaki, 2013). D’autre part, 'adiponectine induit la sécrétion de cytokines
anti-inflammatoires, telles qu’lL-10, par les macrophages ou les myocytes (Carbone et al.,

2012).

.4.3 Les cytokines pro-inflammatoires : TNF-a et IL-6

TNF-a et linterleuline-6 (IL-6) sont des cytokines synthétisées par le TAB qui régulent la
sensibilité a I'insuline. Ces cytokines interviennent de maniere locale, paracrine ou autocrine.
Produites en excés ces deux adipokines peuvent étre associées avec le développement du
diabéte de type 2 (DT2). Le TAB est capable de sécréter des facteurs pro-inflammatoires
participant a I'attraction des macrophages.

TNF-a est principalement sécrété par les macrophages chez 'Homme alors que chez le
rongeur sa synthese provient aussi de I'adipocyte (Fain et al., 2004). Elle intervient dans la
régulation du métabolisme glucidique et lipidique. TNF-a est la premiére cytokine du TAB
pour laquelle il a été démontré une relation entre développement de l'insulino-résistance et
obésité (Katsuki et al., 1998; Peraldi and Spiegelman, 1997). L'obésité est associée a une
surexpression de cette cytokine pro-inflammatoire aussi bien chez le rongeur que chez
'Homme. En diminuant la phosphorylation du récepteur a linsuline IRS, elle limite la
sensibilité a linsuline. Cette cytokine est un agent lipolytique. Des études in vitro montrent
que TNF-a inhibe LPL, elle diminue alors la captation des AG par I'adipocyte. Ceci conduit a
I'accumulation des AGNE dans la circulation sanguine (Kawakami et al., 1987).

IL-6 est une cytokine de 27KDa. Entre 10 et 30% de I'lL-6 est produite par le TAB. Les
adipocytes comme la fraction stroma-vasculaire (FSV) synthétisent cette cytokine (Fain et
al., 2004). Cependant, il existe une différence de sécrétion selon la localisation du dépét

adipeux. Ainsi, le TAV produit beaucoup plus d’IL-6 que le TASC (Fried et al., 1998).
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.4.4 Cytokine anti-inflammatoire : IL-10

L’interleukine-10 (IL-10) est une cytokine aux propriétés anti-inflammatoires. Chez le sujet
obése, cette cytokine circule a des concentrations élevées (Fain, 2006). Son expression
diminue a la suite d’'une restriction calorique (Clément et al., 2004). Bien que I'adipocyte
sécréte cette cytokine, la fraction non-adipocytaire en est la principale source. IL-10 inhibe la
synthese des cytokines pro-inflammatoires telles que IL-6 et TNF-a via la voie JAK/STAT

(Moore et al., 2001).

Leptine

Adiponectine

/
6

' . TNFa
- / Adipocyte
IL-10 — a \ <@ Préadipocyte
IL-6 A Fibroblaste
) Macrophage
Lymphocyte

Figure 1 : Le tissu adipeux blanc (TAB) a un réle endocrine. S Capiisire

Le TAB sécrete plusieurs facteurs parmi lesquels des cytokines pro-inflammatoires :
linterleukine-6 (IL-6) et le facteur tumor necrosis factor-a (TNF-a), des cytokines anti-
inflammatoires : l'interleukine-10 (IL-10), et des hormones : la leptine et I'adiponectine. Le
tissu adipeux est hétérogene. Il est constitué d’'une fraction adipocytaire et d’'une fraction
stroma-vasculaire (fibroblastes, macrophages, lymphocytes, cellules endothéliales
capillaires). Certaines des adipokines sont sécrétées sélectivement par les adipocytes
(leptine, adiponectine) alors que d’autres comme TNF-a et IL-6 émanent principalement de
la fraction stroma-vasculaire. Ces différentes molécules peuvent avoir une action pro ou anti-
inflammatoire et peuvent réguler le métabolisme glucido-lipidique.
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1.5. Réle métabolique

I1.5.1 Métabolisme postprandial

Le TAB est un acteur central dans le maintien de 'homéostasie énergétique. Le role principal
du TAB est un rble de stockage lors de I'apport alimentaire et un réle de libération des AG
pour répondre aux besoins énergétiques de I'organisme. En période postprandiale, les AG
sont stockés dans I'adipocyte sous forme de TG. Lors du jeline, le TAB a un rdle pour fournir
de I'énergie en libérant les AG stockés. Les AG sont le substrat majeur des organes
périphériques tels que le foie ou le muscle, ainsi le TAB leur permet de fonctionner pendant
le jeGne. Dans le cas d’obésité, il existe une élévation de la concentration d’AG circulant qui
peut étre a l'origine du développement de l'insulino-résistance des tissus. En effet, lorsque
gu'une certaine quantité (0.6ug de TG par ilots pancréatique) de TG s’accumule dans la
cellule pancréatique B, on parle de lipotoxicité. Ce phénoméne implique la synthése de
céramides a partir des acyl-CoA. Ces derniers activent la forme inductible de la NO synthase
(NOS 1) provoquant une hausse importante des concentrations de NO responsable de
'apoptose des cellules pancréatiques (. Tout ceci améne au cours du temps a une
hyperglycémie. Les AG circulant sont donc lipotoxiques et jouent un role dans I'apparition
des pathologies de l'insulino-résistance et du DT2.

Le stockage des AG en TG nécessite I'apport de glycérol-3-phosphate (G3P). En période
postprandiale, ce dernier est issu du glucose. Le glucose alimentaire est capté par
I'adipocyte via deux récepteurs GLUT1 et GLUT4. Le jeline permet la libération des AG dans
la circulation. Leur concentration plasmatique aprés libération est finement régulée par trois
processus métaboliques faisant intervenir la glycéronéogenése, la ré-estérification, et la 3-

oxydation.
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1.5.1.1 Transport des acides gras

En période postprandiale, les TG des lipoprotéines sont hydrolysés par la LPL. L’adipocyte,
peut alors capter les AG (Large et al., 2004). Aprés un repas, l'insuline stimule la sécrétion
de LPL dans la circulation, favorisant le stockage des AG dans I'adipocyte (Preiss-Landl et
al., 2002). Au cours de l'obésité, la réponse a l'insuline étant diminuée, la LPL n’est plus
stimulée et les AG s’accumulent dans la circulation sanguine (Wang and Eckel, 2009). Dans
les macrophages, la LPL intervient dans le développement des plaques d’athérome au cours
de l'athérosclérose. Différents transporteurs adipocytaires interviennent dans le passage des

AG dans I'adipocyte ainsi que dans leur transport intracellulaire (Table 2).

Plasama membrane Fatty acid binding protein  FABPpm membrane face augmente I'affinité des AG & la membrane. Stremmel 1988 ; Zhou 1992
externe

fatty acids translocase CD36 FAT CD36 transmembranaire  transportdes AG a chaine longue et des AG dans la mitochondrie ~ Abumrad, el-Maghrabi et al. 1993

Fatty acid transport protein 1 FATP1 transmembranaire  Captage irréversible des AG Schafferand Lodish 1994

Fatty acid transport protein 4 FATP4 Transformation des AG en acyl CoA

cytoplasmic Fatty Acid Binding Protein FABPc Membrane face Captage des AG dans la cellule et orientation vers la mitochondrie  Spitsberg, Matitashvili et al. 1995
interne

fatty acid binding protein 4 FABP4 ou ap2 intracellulaire Transportintracellulaire des AG Zimmerman et al. 2002

Tableau 2 : Transport des acides gras dans les adipocytes.

(Abumrad et al., 1993; Spitsberg et al., 1995; Stremmel, 1988; Zhou et al., 1992;
Zimmerman and Veerkamp, 2002)

1.5.1.2 Stockage des acides gras

En période postprandiale, la synthése des TG de stockage provient de I'estérification des AG
actives en acyl-CoA (Richards et al., 2006). Le G3P nécessaire a cette estérification
provient du glucose alimentaire puisque la phosphorylation du glycérol via la glycérol kinase
(GyK) est faible dans ce tissu. Le G3P permet aux acyl-CoA de se greffer sur ce squelette
carboné et former des TG s’accumulant dans la vacuole lipidique de I'adipocyte (Tordjman

et al., 2003) (Figure 2).
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Figure 2 : Métabolisme postprandial dans I'adipocyte.

En période postprandiale, les triglycérides (TG) des lipoprotéines sont hydrolysés par la
lipoprotéine lipase (LPL). L’adipocyte peut alors capter les acides gras (AG). Les AG
péneétrent dans I'adipocyte. Dans I'adipocyte, les AG sont activés en acyl-CoA. Le glycérol-3-
phosphate (G3P) nécessaire a I'estérification des AG provient du glucose alimentaire qui
entre dans l'adipocyte. Le glucose suit la voit de la glycolyse pour former du glycérol-3-
phosphate.
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1.5.2 Metabolisme en période de jetine

En période de jeline, le TAB devient une source d’énergie importante de I'organisme. Ainsi le
TAB mobilise ses réserves, les TG contenus dans les adipocytes sont hydrolysés en AG et
glycérol lors de la lipolyse. La libération des AG est finement contr6lée par un processus de

ré-estérification et de B-oxydation (Figure 3).

1.5.2.1 La lipolyse

La lipolyse met en jeu successivement 3 enzymes : la triglycéride lipase des adipocytes
(ATGL), la lipase sensible aux hormones (HSL) et la monoglycéride lipase (MGL)
(Zimmermann et al., 2004; Zechner et al., 2009) (Figure 3). Cette voie métabolique est
principalement activée par les catécholamines (adrénaline, noradrénaline), les agonistes [3-
adrénergiques ou les inducteurs de I'adénosine monophosphate cyclique (AMPc) et inhibée
par linsuline et le glucose. Les AG sortent via les transporteurs précédemment décrits
FATCD36 et FATP (Tableau 1) et le glycérol via 'aquaporine-7 (AQP-7). On s’attend a ce
que 3 molécules d’AG soient libérées pour une seule molécule de glycérol, ce qui n’est
jamais le cas. Le rapport AG/glycérol libéré est toujours inférieur a 3 (Ballard et al., 1967;

Reshef et al., 1969; Forest et al., 2003).

1.5.2.2 Glycéronéogenése et ré-estérification

Les AGNE provenant de la lipolyse sont en partie ré-estérifiés (30-70%) ou oxydés lors de la
B-oxydation dans les adipocytes. La ré-estérification joue un réle extrémement important
pour limiter la sortie des AGNE de la cellule, alors que le glycérol est libéré en grande partie
(Figure 3). Ainsi, cette voie joue un réle essentiel dans la concentration sérique des AGNE.

Le processus de ré-estérification nécessite la synthése de novo de G3P. La principale
source de G3P en période de jelne se fait a partir de substrats non glucidiques (pyruvate,

acides aminés, lactate) via une voie physiologique appelée la glycéronéogenése (Beale et
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al., 2003; Nye et al., 2008). L'enzyme clé est la phosphoénolpyruvate carboxykinase
cytosolique (PEPCK-C) codée par le géne Pck1 (Yang et al., 2009). Son expression est
sous l'influence d’un facteur de transcription le “peroxisome proliferator activated receptor “
(PPAR) dont I'isoforme gamma est présente en grande quantité dans le TAB. Les travaux de
notre équipe ont démontré le réle important de la glycéronéogenése et de la ré-estérification
des AGNE dans la libération des AGNE par le TAB (Beale et al., 2003, 2007; Forest et al.,
2003). Cette voie métabolique est notamment induite par les régimes riches en protéines et
pauvres en sucres. Elle est la cible de plusieurs hormones et agents pharmacologiques

(Cadoudal et al., 2008).

1.5.2.3 La B-oxydation

Les AGNE issus de la lipolyse peuvent étre oxydés dans la mitochondrie (Figure 3). La 3-
oxydation des AGNE, dont les enzymes importantes sont la carnitine palmitoyl transférase 1
b (CPT 1-b) et la very long chain acyl CoA dehydrogenase (VLCAD) qui n’est pas trés active
dans les adipocytes car les mitochondries y sont peu abondantes. Cette oxydation contribue
egalement a limiter la sortie des AGNE dans la circulation dans certaines conditions (voir

plus avant).
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Figure 3 : Métabolisme en période de jeline dans I’adipocyte.
La lipolyse permet I'hydrolyse des triglycérides pour former du glycérol et des acides gras
(AG). Le glycérol rejoint le sang via I'aquaporine 7 (AQP7) et les AG empruntent le
transporteur fatty acid translocase CD36 (FAT CD36). La libération des AG par la lipolyse est
finement régulée par la voie de la ré-estérification et potentiellement la B-oxydation. Le
processus de ré-estérification nécessite la synthése de novo de G3P. La principale source
de G3P en période de jeline se fait a partir de substrats non glucidiques (pyruvate, acides
aminés, lactate) via une voie physiologique appelée la glycéronéogenése. L’enzyme clé est
la phosphoénolpyruvate carboxykinase cytosolique (PEPCK-C). La B-oxydation des AGNE,
dont les enzymes importantes sont la carnitine palmitoyl transférase 1 b (CPT-1 b) et la very
long chain acyl CoA dehydrogenase (VLCAD) limite la sortie des AG.
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1.6. Le tissu adipeux brun

Le TABr, uniquement présent chez les mammiféres, est trés développé chez les nouveau-
nés et les mammiféres hibernants. Chez les mammiféres de grande taille comme ’Homme,
ce tissu diminue avec I'age. Sa fonction principale est la thermogenése dite de non-frisson
par opposition a la thermogenése avec frisson produite par le muscle. Cette fonction
thermogénique protége de I'hypothermie et pourrait jouer un réle pour limiter I'obésité
(Cannon and Nedergaard, 2004). Plusieurs études soulignent I'importance du TABr dans
la composition corporelle et ’homéostasie glucidique (Lowell et al., 1993; Kopecky et al.,

1995; Cederberg et al., 2001; Feldmann et al., 2009).

1.6.1 Localisation

Le TABr est présent en petite quantité, environ 60g, chez I'adulte. Il semble plus présent
chez la femme que chez ’homme (Cypess et al., 2009).

Le TABr est organisé en plusieurs dépbts. Chez I'Homme adulte, leur localisation
anatomique se situe au niveau inter-scapulaire, para-vertébral, péri-aortique, médiastinal,
péri-rénal et au niveau des creux axillaires (Bartness et al., 2010). Plus récemment, chez
'Homme comme chez le rongeur, il a été identifié la présence d’adipocytes bruns au sein

méme du TAB (Loncar, 1991; Cousin et al., 1992; Cinti, 2011).

.6.2 ROlle métabolique

Le TABr est richement vascularisé et innervé. Chaque adipocyte est innervé par le systeme
nerveux sympathique qui permet la régulation de son métabolisme. La noradrénaline se
fixant sur les récepteurs B3 adrénergiques favorise la lipolyse permettant de fournir des
AGNE (Frontini et al., 2013). Ceux-ci sont 3-oxydés formant de I'acétyl-CoA qui entre dans

le cycle de KREBS et permet la formation de NADH, de FADH,. Ainsi les AGNE sont un
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substrat pour la production de chaleur, et permettent également l'augmentation de
I'expression de la protéine découplante UCP1 (Cannon and Nedergaard, 2004).
Il est indispensable pour I'adipocyte de maintenir un niveau de TG stockés adéquat pour

maintenir ce métabolisme oxydatif. La ré-estérification des AG est alors indispensable.

1.6.2.1 La thermogeneése sans frisson

Contrairement au TAB, qui a une fonction de stockage, le TABr favorise la dépense
énergétique par production de chaleur lors de la thermogenése adaptative. Ce mécanisme
de production de chaleur est directement lié a I'activité de respiration mitochondriale. Au sein
de l'adipocyte brun, la protéine découplante UCP1, située dans la membrane interne
mitochondriale est spécifique au TABr et permet de découpler la respiration cellulaire ce qui
favorise le retour des protons dans la matrice mitochondriale du TABr sans s’accompagner
de la synthése d’ATP. L’énergie libérée permet de produire de la chaleur au détriment de la

production I’ATP (Kuhn et al., 2012).
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Figure 4 : La chaine respiratoire et découplage par la protéine UCP1

UCP1 produit de I'énergie sous forme de chaleur en utilisant le gradient intra-mitochondrial
de protons de la phosphorylation oxydative. |: complexe 1 de la chaine respiratoire,
NADH,H+-Coenzyme Q oxydoréductase ; Il : complexe 2 ; succinate déshydrogénase ; Ill :
complexe 3, Coenzyme Q-cytochrome c¢ oxydoréductase ; IV : complexe 4 ; cytochrome ¢
oxydase ; V: complexe 5; ATP synthase; UCP1: Uncoupling protein 1; NADH:
Nicotinamide Adénine Dinucléotide réduit; NAD+ : Nicotinamide Adénine Dinucléotide
oxydé ; ATP : adénosine-5triphosphate, ADP : adénosine diphosphate ; Pi: phosphate
inorganique ; H+ : proton. (D’aprés Kuhn 2012)
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1.6.3 Réqulations endocrines

Ce processus est sous le contr6le du systeme sympathique qui active la libération de
noradrénaline fixant les récepteurs 3-3 adrénergiques. Le systéme est induit notamment par
une exposition au froid ce qui permet chez le nouveau-né et chez les mammiféres hibernants
de maintenir leur température a 37°C. Ces récepteurs adrénergiques (-3 déclenchent
'augmentation de 'AMPc dans la cellule et I'activation de la protéine kinase A (PKA) ce qui
va stimuler I'expression d’'UCP1 par phosphorylation du co-activateur peroxisome proliferator
activated receptor gamma coactivator-1a (PGC-1a). PGC-1a une fois phoshorylée peut se
lier dans le noyau de la cellule a des facteurs de transcription peroxisome proliferator-
activated receptor (PPAR) a ou y pour permettre I'activation du géne d’UCP1 (Gnad et al.,
2014; Peirce et al., 2014). D’autre part, les AGNE libérés lors de la lipolyse sont non
seulement des substrats pour I'oxydation mais activent directement la synthése d’UCP1.
Outre le systéme nerveux sympathique, les hormones thyroidiennes (T3, T4), la
progestérone et l'acide rétinoique jouent également un réle activateur de I'oxydation
mitochondriale (Gnad et al., 2014; Peirce et al., 2014). Des études montrent que la
norépinéphrine stimule le flux sanguin au niveau du TABr. Cette vasolidation médiée par la
norépinéphrine est due a une stimulation de la production de monoxyde d’azote (NO) au sein
du TABr (Nagashima et al., 1994). Le NO est produit grace a la nitric oxide synthase (NOS)
dont les isoformes NOS Il et NOS Ill s’expriment dans le TABr (Ribiere et al., 1996;

Kikuchi-Utsumi et al., 2002; Nisoli et al., 1997).
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Figure 5 : Activation du géne UCP1 via les récepteurs B-3 adrénergiques dans
I'adipocyte.

Le systéme adrénergique est activé par I'exposition au froid ou par des agonistes 3-3
adrénergiques. Ceci entraine une augmentation d’AMPc et de I'activité de la protéine kinase
A (PKA). Cette derniére va activer d’une part la lipolyse donc la libération d’acides gras non
estérifiés (AGNE) qui vont servir de substrat pour la B-oxydation dans la mitochondrie et
seront également capables de stimuler I'expression du géne de l'uncoupling protein 1
(UCP1). D’autre part PKA phosphoryle Peroxisome proliferator-activated receptor-gamma
coactivator 1 alpha (PGC-1a). Ce dernier se lie dans le noyau aux Peroxisome proliferator-
activated receptor-(PPAR) a ou y pour stimuler I'expression du géne UCP1. Dans la
mitochondrie UCP1 permet le découplage de la phosphorylation oxydative et induit une
production de chaleur.
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1.7. Hétérogénéité cellulaire

Il est connu que le TABr et le TAB possédent une hétérogénéité cellulaire. Ainsi, bien que ce
tissu soit majoritairement composé d’adipocytes, il est composé également de fibroblastes,
de lymphocytes, de cellules endothéliales capillaires, de pré-adipocytes et de macrophages
dont I'ensemble constitue la fraction stroma-vasculaire (FSV) du tissu (Bouloumié et al.,
2005). La fraction adipocytaire représente environ un tiers des cellules composant le TA
alors que la fraction non-adipocytaire compose les deux tiers restants (Avram et al., 2005a,
2005b). Parmi les adipokines sécrétées, la leptine, l'adiponectine sont produites
exclusivement par I'adipocyte. Cependant des facteurs comme TNF-a ou IL-6 sont sécrétés
a la fois par les adipocytes et par la fraction non-adipocytaire, plus précisément par les

macrophages (Guerre-Millo, 2006).

macrophage

lymphocyte / /

Cellule endothéliale capillaire

adipocyte o

pré-adipocyte —

fibroblaste ———

Figure 6 : Le tissu adipeux est un tissu hétérogeéne.
Il est composé de plusieurs types cellulaires : des fibroblastes, des pré-adipocytes, des
adipocytes, des lymphocytes, des macrophages, et des cellules endothéliales capillaires
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1.7.1 La fraction stroma-vasculaire

La FSV est constituée de pré-adipocytes, de lymphocytes, de mastocytes, de granulocytes,
de fibroblastes, de cellules endothéliales capillaires et de monocytes/macrophages. Cette
fraction est capable de produire des niveaux plus élevés de TNF-a et d'IL-6 que les
adipocytes. L'intérét se porte particulierement sur les macrophages qui, dans les cas
d’obésité, infiltrent le TAB chez ’THomme comme chez le rongeur (Clément et al., 2004). Les
macrophages sont plus présents au sein du TAB profond qu’au niveau sous-cutané
(Lafontan, 2006). Cette infiltration macrophagique aurait pour conséquence des

modifications au niveau métabolique engendrant une insulino-résistance.

.7.2 La fraction adipocytaire : adipocyte blanc et adipocyte brun

Les adipocytes du TAB sont uniloculaires (Tableau 3). Leur unique vacuole lipidique
occupant plus de 95% du volume cellulaire, le noyau et le cytoplasme sont repoussés vers la
périphérie de I'adipocyte contre la membrane plasmique (Tableau 3). Selon le dépét du TA,
la taille de I'adipocyte varie de 30 a 70 ym mais augmente jusqu’a 200um dans certaines
pathologies telles que l'obésité (Tableau 3). Les adipocytes blancs contiennent peu de
mitochondries a linverse des adipocytes bruns (Tableau 3). Les mitochondries des
adipocytes bruns sont indispensables a la fonction thermogénique du TABr et caractérisent
une activité respiratoire importante (Carriere et al., 2013). Ces adipocytes multiloculaires de
plus petites tailles (20 a 40 um) que leurs homologues blancs peuvent étre retrouvés au sein
du TAB (Tableau 3). Leur réle au sein du TAB n’est pas encore déterminé. Les deux types
d’adipocytes auraient des origines développementales différentes (Carriére et al., 2013,

2014).
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Caractéristiques | Tissu adipeux Blanc Tissu adipeux Brun

Localisation Sous-cutanée Inter-scapulaire
Viscéral Para-vertébrale
Péri-aortique
Médiastinal
Péri-rénal

Creux axillaires

Fonctions Stockage Thermogenése
principales
Morphologie 30-200 pm 15-60 pm
Grosse gouttelette unique | Multiples gouttelettes
Noyau en périphérie Noyau central

Riche en mitochondries

Marqueurs Leptine UCP1
moléculaires

Tableau 3 : Caractéristiques des adipocytes blancs et des adipocytes bruns.

L’adipocyte blanc dériverait de précurseurs mésodermiques communs aux cellules
endothéliales, alors que l'adipocyte brun dériverait de précurseurs myogéniques qui
exprimeraient le facteur de transcription myogenic factor 5 (Myf5) (Figure 7) (Carriére et al.,
2013). Ainsi I'adipocyte brun a de fortes homologies avec la cellule musculaire (Timmons et
al., 2007). Le co-activateur PR domain containing 16 (PRDM16) permettrait I'orientation de
la différenciation en adipocyte brun et limite celle en myoblaste (Seale et al., 2008). Il induit
ainsi l'expression de PGC-1a et de la protéine UCP1. PGC-1a est un co-activateur
transcriptionnel essentiel pour la thermogenése adaptative (induite par le froid) (Puigserver
et al., 1998; Langin, 2010). PGC-1a active PRDM16 et PPARYy et supprime l'expression de
marqueurs sélectifs des cellules adipeuses blanches (Figure 7) (Seale et al., 2007, 2008).
Parmi les facteurs qui déterminent le devenir des précurseurs des cellules brunes, il y a la
bone morphogenetic protein 7 (BMP7) (Tseng et al., 2008). Les souris déficientes en BMP7
ont un déficit de développement de leur TABr. Aprés un traitement chronique avec un

agoniste B3-adrénergique, on observe des adipocytes bruns au sein des dépbts de TAB
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mais ceux-ci ne sont pas dérivés de cellules exprimant Myf5 (Figure 7) (Seale et al., 2008).
En outre, Kozak et coll ont montré que les adipocytes bruns dans le TAB et le TABr
interscapulaire ont un contréle génétique distinct (Xue et al., 2007). Ces données suggérent
que dans le TAB, une population de cellules ne dérivant pas de la lignée Myf5 et
potentiellement liée a la lignée blanche donne naissance a des cellules brunes
fonctionnelles. Plusieurs études suggérent I'importance du TABr pour protéger contre la

prise de poids et le développement du syndrome métabolique (Almind et al., 2007).

.7.3 Le browning et adipocyte « BRITE »

Au sein du TAB on retrouve des adipocytes multiloculaires exprimant UCP1. Certaines
conditions comme I'exposition au froid conditionnent le nombre de ces adipocytes (Cousin
et al., 1992). Ces adipocytes sont appelés adipocytes « BRITE » pour « brown-in-white » ou
beige. Selon les travaux de Spiegelman et coll. en 2012, ces adipocytes BRITE sont a
distinguer des adipocytes bruns (Wu et al.,, 2012a). Ces deux types d’adipocytes
dériveraient des mémes précurseurs que leurs homologues blancs. lls expriment des
marqueurs particuliers tels que CD137 et la protéine transmembranaire transmembrane
protein 26 (TMEM26) (Wu et al., 2012a) (Figure 7). Seuls 25% des adipocytes BRITE
seraient issus directement des précurseurs, ceci suscite l'idée d’'un mécanisme de
conversion entre adipocyte blanc et adipocyte brun ou BRITE (Figure 7) (Lee et al., 2012;
Tran et al., 2012). Le TAB rétropéritonéal de rats adultes ne contient que des adipocytes
blancs (Langin, 2010). Cependant, le traitement avec un agoniste (3-adrénergique,
pendant une semaine, augmente la présence d’adipocytes BRITE au sein du TAB
rétropéritonéal (Langin, 2010). Néanmoins, cette augmentation n’est pas liée a une
augmentation du nombre de précurseurs. Ainsi, il y a eu une conversion du phénotype blanc
vers un phénotype BRITE (Figure 7). Cette conversion serait la conséquence d’une
augmentation de I'expression de PGC-1a (Larrouy et al., 1999; Tiraby and Langin, 2003;

Mazzucotelli et al., 2007). PGC-1a active UCP1, la phosphorylation oxydative, le cycle de
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KREBS ainsi que les enzymes impliquées dans I'oxydation des AGNE. De plus, PGC-1a
peut activer la GyK, enzyme qui permet la phosphorylation du glycérol en G3P.
L’augmentation de cette enzyme, peu exprimée dans le TAB ou le TABr, permet de recycler
le glycérol et favorise la ré-estérification des AGNE en TG (Langin, 2010). Ces mécanismes
limitent la libération des AGNE par le TAB, et participent a la modification bénéfique du
métabolisme. De plus, PPARa est induit par PGC-1a. Les études du laboratoire de
Dominique Langin montrent que le récepteur nucléaire PPARa est plus exprimé dans le
TABr que dans le TAB. L'activation de PPARa a la capacité d'induire I'expression de GyK et
de stimuler I'oxydation des AGNE indépendamment de l'action de PGC-1a (Mazzucotelli et
al., 2007). Ces effets ne sont pas observés avec un agoniste PPARy suggérant un réle
spécifique de PPARa dans les cellules adipeuses humaines (Langin, 2010). Unger et coll.
ont montré que I'hyperleptinémie chez le rat entraine la disparition quasi compléte du TAB
en une semaine (Chen et al., 1996). lls observent une conversion du phénotype blanc en
phénotype brun. Au sein de ces adipocytes, l'induction de PPARa est un médiateur de
I'action de la leptine chez ces rats (Zhou et al., 1999; Lee et al., 2002). De plus, chez la
souris traitée avec un agoniste (3-adrénergique, il a ét¢é montré que PPARa stimule le

brunissement ou browning du TAB (Li et al., 2005).
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Figure 7 : Origines des adipocytes blancs et bruns.

Les cellules progénitrices des adipocytes sont issues du mésoderme et peuvent se
différencier en cellule exprimant Myf5 ou non. Les progéniteurs Myf5- peuvent se différencier
en adipocytes blancs et sous linfluence de certains stimuli en adipocytes beiges (cellule
brune dispersée au sein des dépdts blancs). Ces derniers expriment des marqueurs
particuliers tels que CD137 et la protéine transmembranaire fransmembrane protein 26
(TMEM26). Les cellules progénitrices Myf5+ peuvent se différencier en adipocytes bruns ou
en myoblastes. Les régulateurs coactivateur PR domain containing 16 (PRDM16) et la
protéine morphogénétique osseuse 7 (BMP7) permettent I'orientation de la différenciation en
adipocyte brun ( —% et limitent celle en myoblaste ( — ).

Peroxisome proliferator activated receptor gamma coactivator-1a (PGC-1a) est essentiel
pour la différenciation en adipocyte brun. Uncoupling protein 1 (UCP1) est spécifique des
adipocytes bruns. D’apres Kuhn 2012.
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.7.4 Les perspectives thérapeutiques du browning

Des souris transgéniques exprimant UCP1 dans le TAB sont protégées contre I'obésité
génétique et alimentaire, et leur TAB consomme plus d’oxygene. Le brunissement pourrait
étre une stratégie thérapeutique intéressante. Par analogie, les agents sympathomimétiques
ciblant sélectivement le TAB pourraient étre de bons candidats. Cependant, jusqu'a présent,
les traitements par agonistes des récepteurs B3-adrénergiques ont été un échec chez
I'nomme (Langin, 2006). L’exposition au froid pourrait étre efficace.... Une autre stratégie
consisterait a augmenter l'expression de PRDM16 dans les pré-adipocytes blancs pour
promouvoir la différenciation vers un phénotype brun. Cependant, son réle de régulateur
transcriptionnel au cours de I'embryogenese doit étre établie car son inactivation chez la
souris est délétere (Seale et al., 2008). BMP7 peut étre considéré comme un agent
thérapeutique induisant la différenciation des adipocytes bruns. Cependant, il est impliqué
aussi dans l'angiogenése et la formation osseuse. Ainsi, PGC-1a et PPARa deviennent des

candidats d’intérét pour promouvoir le brunissement du TAB.
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Il. Déréqulations du tissu adipeux

I1.1. Obésité, vieillissement

II.L1.1 Obésité

11.1.1.1 Définition

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), le surpoids et I'obésité se définissent
comme « une accumulation anormale ou excessive de graisse corporelle qui représente un
risque pour la santé ». L'IMC est un moyen d’évaluer I'obésité. Un individu est en surpoids si
son IMC est supérieur a 25 kg.m? et obése si cet indice dépasse 30 kg.m™. L'OMS qualifie
'obésité comme une épidémie. Le surpoids et I'obésité constituent un risque majeur dans le
développement de certaines pathologies, parmi lesquelles le diabéte, les maladies cardio-

vasculaires, le développement arthrosique et le cancer.

11.1.2 Etiologie de 'obésité

L'obésité est une pathologie dont les origines sont multifactorielles. Elle résulte a la fois d’'un
déséquilibre de 'homéostasie énergétique qui est en faveur du stockage de I'énergie au sein
du TAB, processus aggravé par des polymorphismes génétiques. En effet, des facteurs
biologiques, des prédispositions génétiques, des facteurs comportementaux et

environnementaux influencent ce déséquilibre.
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11.1.2.1 Bases génétiques de I'obésité

L’obésité est fortement influencée par la génétique. Les études de jumeaux entre les années
1980 et 1990 suggerent que 40-70% de la variation du poids corporel est due a des facteurs
génétiques (Farooqi and O’Rahilly, 2000). Il existe des mutations monogéniques comme
par exemple liées au gene de la leptine. Cependant, les cas d’obésité d’origine monogénique

sont rares.

A l'avenir, l'identification des génes devrait permettre de mieux établir I'étiologie de I'obésité
et des complications qui en découlent. Méme si la part acquise est vraisemblablement
prépondérante, des stratégies a la fois de prévention et de traitement pourraient ainsi

permettre aux cliniciens de s’adapter au profil génétique de l'individu.

11.1.2.2 Environnement

1.1.2.2.1 Facteurs nutritionnels

La modification de notre mode de vie, notamment la sédentarisation de plus en plus
importante et 'augmentation de la consommation d’aliments riches en sucres ou en lipides a
pour conséquence une évolution croissante le développement de l'obésité. Selon I'étude
Obépi 2012, le statut socio-professionnel, par ses répercussions sur la qualité des aliments
et la pratique d’activités sportives, est aussi un facteur déterminant dans l'apparition de

I'obésité. L'obésité peut étre décrite dans ce cas comme une «maladie de société».

11.1.2.2.2 Influence de I’écosystéeme

Depuis les années 50, ’'Homme évolue dans un écosystéme pollué par des substances dites
« obésogenes ». Ces derniéres années, les études épidémiologiques montrent le lien entre
exposition aux polluants et IMC ou d’autres perturbations du TAB. Un certain nombre de

pesticides tels que les polluants organiques persistants (POP), les organophosphorés et
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I'atrazine mais également le bisphénol A (BPA), les phtalates présents dans les matiéres
plastiques des contenants alimentaires sont des perturbateurs endocriniens qui s’accumulent
dans le TA au fil du temps. Les études in vivo et in vitro démontrent que ces perturbateurs
endocriniens ont un impact sur le métabolisme glucido-lipidique. Ainsi, les POP stockés dans
le TAB agissent sur la sécrétion d’insuline et 'adipogenéese (Dirinck et al., 2011; Myre and
Imbeault, 2014). Les études chez I'animal montrent qu’une exposition in utéro, ou pendant
la lactation, au BPA ou aux phtalates perturbe la sécrétion d’insuline. Enfin, les métaux
lourds comme le mercure, I'arsenic, le cadmium ou les particules fines (PM 2,5) augmentent
le stress oxydant qui agit directement sur le métabolisme glucido-lipidique. On caractérise
ces polluants d’ « obésogénes » pour rendre compte de leurs effets sur le métabolisme
(Tang-Péronard et al., 2011). En cas d’amaigrissement, ces substances peuvent étre
libérées dans la circulation et avoir des conséquences sur le métabolisme des différents

organes notamment foie et cerveau.

11.2. Surpoids et Obésité : physiopathologie

I1.2.1 Inflammation, perturbations métaboliques et endocriniennes

En 1993, Hotamisligil et coll démontrent que le TNF-a sécrété par I'adipocyte joue un role
important dans le développement de l'insulino-résistance chez le sujet obese (Hotamisligil
et al.,, 1993). En 2003, deux études montrent que l'obésité induit une infiltration de
macrophages dans le TAB chez la souris comme chez ’'Homme (Weisberg et al., 2003; Xu
et al., 2003). Il existe deux types de macrophages, les macrophages M1 et les macrophages
M2. Les M1 sont pro-inflammatoires, sécretent des cytokines telles que TNF-a, IL-6, et
produisent des espéces réactives de 'oxygéne (ERO) et du NO via NOS Il causant I'insulino-
résistance (Gordon, 2003). A l'inverse, les M2 produisent des cytokines anti-inflammatoires
telles qu’lL-10. L'obésité favorise la prolifération des macrophages M1 au sein du TAB

(Lumeng et al., 2007). La diminution du nombre de macrophages M2 contribue également a
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la détérioration du métabolisme adipocytaire chez le sujet obése. En effet, les M2 sont
connus pour produire des catécholamines qui favorisent a la fois la thermogenése et la
lipolyse (Kosteli et al., 2010; Nguyen et al., 2011). Il existe plusieurs mécanismes
expliquant cette augmentation de l'infiltration macrophagique au cours de I'obésité. Lors de
'expansion du TAB, une hypoxie se développe provoquant la sécrétion de molécules
angiogéniques. Ainsi, les macrophages sont recrutés au niveau du TAB pour permettre un
processus de vascularisation (Pang et al., 2008). D’autres études sur le TAB de souris et ou
de biopsie humaine suggérent que les macrophages infiltrent le TAB en remplacement des

cellules nécrotiques (Cinti et al., 2005; Strissel et al., 2007).

I.2.2 Diabéte de type Il

Prés de 80% des diabétiques sont obéses (Mokdad et al., 2000). Les liens entre obésité et
diabéte sont trés forts (Féve et al., 2006). En effet, une personne obése a un risque 20 fois
plus élevé de développer un DT2 (Field et al., 2001). En cas d’obésité, la libération accrue
d’AGNE dans la circulation sanguine sont relayés au foie et au pancréas. Une exposition
chronique des flots de Langerhans a des concentrations élevées en AGNE, comme c’est le
cas chez les diabétiques de type 2, induit une accumulation des TG dans les cellules
conduisant a une inhibition de la sécrétion d’'insuline en réponse au glucose (Girard, 2003).
L’accumulation des TG dans les ilots de Langerhans provoquerait un exces de palmitoyl-
CoA qui en se condensant a la sérine formerait un céramide. Cette augmentation de la
synthése de céramide stimulerait la production de NO, et le déclenchement de I'apoptose
par inhibition de la chaine respiratoire (Shulman, 2000). Les AGNE sont impliqués dans la
régulation de la sécrétion d’insuline par les cellules 3 des ilots de Langerhans et servent de
molécules de signalisation contrélant I'expression de génes (Girard, 2000). Ainsi, le
développement excessif du TAV est responsable d’'une hyperinsulinémie et d’'une insulino-

résistance en liaison avec une activité lipolytique plus active du TAV que du TASC. D’autre
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part, les AGNE agissent localement sur les macrophages du TAV favorisant la production de
cytokines pro-inflammatoires (Weisberg et al., 2003; Xu et al., 2003). Les études de
Hotamisligil et coll. en 1993, montrent un lien entre TNF-a et le développement de l'insulino-
résistance (Hotamisligil et al., 1993). Il montre chez des rats obéses que la neutralisation
de TNF-a par des anticorps entraine une diminution de la glycémie et de linsulinémie,
suggérant une augmentation de la sensibilité a I'insuline chez ces animaux. D’autres études,
démontrent que les souris TNF-a -/- sont partiellement protégées contre le développement
de la résistance a l'insuline associée a I'obésité induite par un régime hyperlipidique (Uysal

et al., 1997).

I1.2.3 Maladies cardiovasculaires

L’état inflammatoire systémique da a 'augmentation de la masse adipeuse pourrait expliquer
le lien entre obésité et maladie cardiovasculaire (Janand-Delenne et al., 1998; Lemieux et
al., 2001; Lafontan, 2006; Cartier et al., 2009a, 2009b; Tchernof and Després, 2013).
L’'obésité viscérale a été identifiece comme un corrélat important entre perturbations
métaboliques et maladies cardiovasculaires (Kissebah et al., 1989). A cet égard, plusieurs
études ont rapporté des résultats contradictoires. Certaines études ont montré une relation
linéaire entre I'IMC et le risque cardiovasculaire, tandis que d'autres n'ont pas réussi a
trouver une association significative (Lapidus et al., 1984; Larsson et al., 1992;
Wannamethee et al., 1998; Wilson et al., 2002; Stevens et al., 2008). L'obésité viscérale
est augmentée chez les patients atteints de cardiopathies congénitales par rapport aux
sujets asymptomatiques de maladie coronarienne (Nakamura et al., 1994; Mahabadi et al.,
2009). Les résultats suggerent que l'excés de TAV peut étre un facteur prédictif de
l'augmentation de maladies coronariennes ou cardiovasculaires (Nakamura et al., 1994;

Mahabadi et al., 2009).
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11.2.4 Problemes ostéo-articulaires

L'obésité est un important facteur de risque pour I'arthrose dans les articulations portantes
particulierement la hanche et le genou, mais aussi dans les articulations de la main. Bien
entendu des contraintes biomécaniques peuvent expliquer en partie ce risque d’arthrose
pour les articulations portantes. Les perturbations métaboliques de I'obésité influencent aussi
le développement de l'arthrose. Récemment, il a été montré que le fluide synovial a partir de
patients atteints d'arthrose contient des concentrations de leptine qui sont similaires ou
supérieures a celles mesurées dans le sérum et corrélées a I'lMC du sujet (Dumond et al.,
2003; Presle et al., 2006; Simopoulou et al., 2007). In vitro, sur des chondrocytes
primaires humains, la leptine, la résistine et la visfatine augmentent la synthése d’IL-6, TNF-
a. Des études plus récentes montrent que ces deux cytokines, IL-6 et TNF-a, peuvent
accroitre le risque l'arthrose (Goldring and Goldring, 2004; Jarvinen et al., 2008;
Poonpet, 2014). D’autre part, la production de NO par les NOS Il dans les chondrocytes,
augmentée en cas d’obésité, est un médiateur de la destruction du cartilage (Otero et al.,
2003, 2005; Vuolteenaho et al., 2007). A l'inverse, des études montrent que 'augmentation
du TAB pourrait avoir un effet protecteur contre le développement de I'ostéoporose (Albala

et al., 1996; Peng et al., 2014).

I1.2.5 Cancers

Il existe une association significative entre I'lMC et le risque accru de plusieurs cancers
(Pischon et al., 2008; Basen-Engquist and Chang, 2011). Les études épidémiologiques
montrent qu’il existe un risque de cancers du célon, du sein, de I'endométre, du rein, de
I'cesophage, du foie, du pancréas ainsi que de lymphome non-hodgkinien et de myélome
chez les personnes obéses (Pischon et al., 2008; Basen-Engquist and Chang, 2011). La
perte de poids par intervention chirurgicale semble inverser cette tendance et réduire le

risque de cancer (Basen-Engquist and Chang, 2011). L'obésité, particulierement I'obésité
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viscérale, est spécifiguement associée au risque de cancer. Un certain nombre d'études,
dont une méta-analyse soutient l'idée que I'obésité viscérale augmente spécifiquement le
risque de cancer colorectal indépendamment de I'adiposité totale (Larsson and Wolk, 2007;
Tsang et al., 2009; Yamamoto et al., 2010; Kang et al., 2010). L'accumulation de TAV
semble également provoquer une réponse plus faible a la chimiothérapie et augmente le
risque de complications a la suite d'une intervention chirurgicale (Nitori et al., 2009; Guiu et
al., 2010). L'obésité abdominale semble liée a un risque accru de cancer du sein a la fois
pré- et post-ménopausique (Schapira et al., 1994; Rose et al., 2007; Vona-Davis et al.,
2007), de risque de cancer de la prostate (von Hafe et al., 2004), et de cancer de
I'cesophage (Ryan et al., 2011). Un grand nombre d’études sont actuellement réalisées pour
expliquer le lien potentiel entre cancer et obésité / obésité viscérale (Basen-Engquist and
Chang, 2011). Les mécanismes impliqués associent une augmentation des facteurs de
croissance tels que linsuline et I'insulin-like growth factor (IGF-1), 'augmentation des
hormones stéroides sexuelles comme I'cestrogéne et laltération du niveau de certaines
adipokines telles que la leptine, I'adiponectine et la visfatine. L’inflammation et le stress
oxydant sont aussi des acteurs importants dans le développement du risque de cancer chez
le sujet obese (Tchernof and Després, 2013). |l existe également une relation mécanistique
importante entre DT2 et cancer. Plusieurs mécanismes pourraient étre impliqués dans
I'apparition et/ou la prolifération des cellules cancéreuses dans le diabéte. L'insuline semble
avoir un réle central comme IGF-1. En outre, I'hyperglycémie pourrait aussi favoriser le
développement tumoral car elle va jouer un role dans l'activité métabolique de la cellule
notamment dans le transport du glucose. L’état pro-inflammatoire, notamment
'augmentation du TNF-a, présent chez les diabétiques freine l'action des agents
antioxydants intracellulaires favorisant la carcinogenése via la stimulation de la voie NF-kB
(Berger, 2014; Szlosarek et al., 2006). L'obésité est associée a une augmentation anormale
de I'expression de I'enzyme aromatase dans le sein donc a une augmentation de la sécrétion
locale d'cestrogénes, ainsi qu’a une prédisposition a I'hyperplasie mammaire et au cancer. A

la ménopause, l'adiposité chez la femme est augmentée et relayerait des voies de
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signalisation induisant I'expression de I'aromatase mammaire. L'augmentation de production
de TNF-a et d’'IL-6 observée lors de I'obésité au sein du TAB stimulerait le promoteur de
I'aromatase (Brown and Simpson, 2012; Bulun et al., 2012; Simpson and Brown, 2013).

D'autres études sont nécessaires pour clarifier I'étiologie du cancer lié a I'obésité viscérale.
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Figure 8 : Conséquences de I'obésité.

L’'obésité peut étre due notamment a un déséquilibre alimentaire et une diminution de
lactivité physique. Ce déséquilibre ameéene a une balance énergétique positive.
L’augmentation du tissu adipeux blanc viscéral qui en découle provoque linstallation d’'une
inflammation chronique (productions accrues de cytokines pro-inflammatoire : tumor necrosis
factor a (TNF-a), Interleukine-6 (IL-6) et augmentation du rapport du nombre de
macrophages M1 (pro-inflammatoires) sur le nombre de macrophages M2 (anti-
inflammatoires). D’autre part, 'augmentation de la masse adipeuse provoque une
augmentation des acides gras non-estérifiés (AGNE) circulants provoquant une lipotoxicité
pour le foie, le pancréas et le muscle notamment. De plus, au cours de l'obésité, il y a
augmentation des espéces réactives de I'oxygéne (ERO). Ces trois facteurs contribuent au
développement de maladies telles que l'insulino-résistance, le diabéte de type 2 (DT2), les
maladies cardiovasculaires, les problémes ostéo-articulaires ou encore le cancer.
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11.3. Cas particulier : le vieillissement et I’'obésité sarcopénique.

Au sein des pays industrialisés, les études épidémiologiques ont mis en évidence une
augmentation paralléle du nombre de personnes agées et de la prévalence de I'obésité. Au
cours du vieillissement, la perte de la masse musculaire peut étre associée a I'obésité et
définit le concept d’obésité sarcopénique. Ceci fait le lien entre perturbation du métabolisme
musculaire au cours du vieillissement et obésité. Il est important de souligner que la
prévalence de l'obésité est plus importante chez le sujet dgé que dans la population
générale. La proportion de personnes obeses chez les plus de 65 ans est plus importante
(18,7%) que dans la population des 18-24 ans (5,4%). Elle est comparable chez les hommes
(19%) et les femmes (18,4%) (Etude Obépi Roche 2012) Cependant le surpoids est plus
fréquent chez ’homme puisque 51% en souffre contre 34% des femmes seulement (Diouf et
al., 2010). Au niveau physiopathologique, les personnes &agées obéses cumulent les

altérations dues au vieillissement et a l'obésité.

I1.3.1 Définition du vieillissement

Le vieillissement est caractérisé par une perte progressive des fonctions métaboliques de
'organisme. Cette diminution d’aptitude a assurer ses fonctions biologiques peut aboutir a
augmenter sa vulnérabilité et conduire a la mort. D’'un point de vue général, cette altération
est importante dans des situations qui font intervenir les réserves fonctionnelles de
'organisme telles que le stress, les maladies aigles et I'effort physique. De plus, au cours du
vieillissement, la composition corporelle peut étre altérée. Dans ce cas, le poids de
I'organisme n’est pas modifié mais la masse adipeuse augmente au détriment de la masse
musculaire. La personne agée est également sujette a une modification de la répartition du
TAB. Comme détaillé plus loin, la masse adipeuse viscérale augmente alors que celle située
au niveau sous-cutané diminue. Ceci a des conséquences importantes au niveau

physiologique. Les facteurs biologiques intervenant dans le processus de vieillissement sont
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multifactoriels et complexes. Le r6le important des facteurs génétiques et des altérations au
niveau cellulaire causées par des systémes de protections contre I'oxydation moins efficaces
ou encore des dysfonctionnements métaboliques sont depuis longtemps reconnus. Ainsi,
nous nous sommes intéressés aux voies métaboliques qui sont modifiées a la fois par I'age

et par la prise de poids (Lopez-Otin et al., 2013).

1.3.2 Vieillissement et sarcopénie

Au cours du vieillissement, une diminution de la masse et de la fonction musculaire ou
sarcopénie est couramment observée (Prentice and Jebb, 2001). La sarcopénie vient du
grec sarco, chair, et pénie, disparition. La sarcopénie est due a une diminution des apports
en protéines et de la synthése protéique intramusculaire en association avec une moindre
activité physique (Chung et al., 2013). La perte de masse et de fonction musculaire qui a
lieu au cours du vieillissement se produit méme chez les individus sains de poids stables
(Delmonico et al., 2007). De nombreuses études montrent soit sur modele cellulaire soit sur
modele murin que des changements hormonaux (testostérone, myostatine, hormone de
croissance), une augmentation de l'inflammation chronique (TNF-a et IL-6), une mauvaise
nutrition ainsi qu’une inactivité physique sont autant de mécanismes sous-jacents ayant un
rGle dans la perte musculaire chez la personne agée (Visser et al., 2002; Szulc et al., 2004;
Dreyer and Volpi, 2005; Nair, 2005; Solomon and Bouloux, 2006). La perte progressive
de muscle contribue au déclin de la force et des performances musculaires. La masse
adipeuse quant a elle augmente au détriment de la masse musculaire cher la personne
agée. La perte de la masse musculaire peut étre associée a une augmentation de masse
adipeuse de sorte que, malgré un IMC normal, il y a une augmentation du % de masse
adipeuse par rapport au poids total de l'individu, condition appelée obésité sarcopénique.
L’'obésité et la sarcopénie peuvent se potentialiser et augmenter la morbitité et la mortalité

des personnes agées (Zamboni et al., 2008; Lim et al., 2010).
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Les causes de la sarcopénie restent mal connues. Cependant, la limitation des apports en
protéines et la moindre biodisponibilité systémique des acides aminés pourraient expliquer
ce phénomeéne. En effet, 'utilisation des acides aminés par I'aire splanchnique (foie et tube
digestif) est augmentée avec I'age (Jourdan et al., 2008).. A cette séquestration s’ajouterait
une diminution de la réponse anabolique du muscle. Cette diminution de synthése protéique
pourrait étre le fait d’'une augmentation des facteurs cataboliques tels que les cytokines pro-
inflammatoires (lI-6, TNF-a) en lien avec une diminution de facteurs anaboliques comme
I'insuline ou les androgénes (Cynober et al., 2004). Les conséquences de la sarcopénie

sont multiples et entrainent une diminution de la qualité de vie.

La sarcopénie est souvent associée a une augmentation de la masse adipeuse au cours du
vieilissement. L’augmentation de [I'adiposité chez les personnes agées peut étre
indépendante du changement de poids corporel en raison de la perte de la masse

musculaire.

11.3.3 Obésité sarcopénique

Chez la personne agée, la consommation excessive d'énergie, linactivité physique,
I'inflammation chronique et la résistance a l'insuline peuvent conduire au développement de
l'obésité sarcopénique (Corcoran et al., 2007; Bijlsma et al., 2013). Les changements
hormonaux ont un réle majeur dans la prise de poids. Le métabolisme lipidique est altéré
aprés la ménopause, un phénoméne vraisemblablement lié a la baisse de sécrétion
d’cestrogéne et de progestérone. Une étude longitudinale de Hughes en 2004 (Hughes et
al., 2004), confirmée par celle de Fantin et coll. en 2007 (Fantin et al., 2007), sur des
hommes et femmes de 60 ans et plus, montre que l'adiposité des sujets augmente

indépendamment du sexe.

De plus, il a été montré que le vieillissement est associé a une modification de la répartition

de la masse adipeuse : une augmentation au niveau viscéral et une diminution au niveau
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sous-cutané. Au niveau cellulaire, la capacité des pré-adipocytes a devenir fonctionnels et
matures décroit avec l'age (Cartwright et al., 2007). L’augmentation des AGNE
plasmatiques pouvant étre observable chez la personne agée peut étre due a une diminution
de l'activité de la LPL et/ou une augmentation de la lipolyse du TAB. lls sont captés par des
organes non adipeux comme le muscle ou le foie dont le profil oxydatif important augmente
le captage de ces AG et leur stockage sous forme de TG de maniere ectopique.
L’accumulation des TG dans les flots de Langerhans provoquerait un exces de palmitoyl-
CoA qui en se condensant a la sérine formerait un céramide. Cette augmentation de la
synthese de céramide stimulerait la production de NO, et le déclenchement de I'apoptose
par inhibition de la chaine respiratoire (Shulman, 2000). Ce stockage provoque une
lipotoxicité affectant le fonctionnement de ces organes (Tchkonia et al., 2006). En
particulier, sont affectés le foie qui accumule des dépdts ectopiques avec I'age et I'obésité
ainsi que le pancréas avec pour conséquence une augmentation du risque de
développement du DT2 (Lee et al., 1994; Nolan et al., 2006; Saisho et al., 2007) et du
syndrome métabolique (Zamboni et al., 2013). Au cours du vieillissement apparait donc une
dérégulation du métabolisme lipidique au niveau sous-cutané expliquant en partie non
seulement I'augmentation de la masse adipeuse viscérale mais également les dépots
ectopiques au sein d’organes tels que le muscle, le foie, le pancréas, le muscle cardiaque
(Després and Lemieux, 2006; Rossi et al., 2011). Une étude appelée Health ABC de 2001
chez des personnes agées de plus de 70 ans montre qu’en plus d’une redistribution, il existe
des infiltrations adipeuses au sein du muscle directement corrélées a I'age et a I'lMC

(Goodpaster et al., 2001).
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11.3.4 Vieillissement et tissu adipeux brun

Le volume et la fonctionnalité du TABr déclinent avec I'age. Ainsi, la capacité de I'organisme
a réguler la température corporelle diminue chez 'Homme comme chez le rongeur
(McDonald et al., 1988; Norman et al., 1985). Cette altération de la thermogenése résulte
en une moindre tolérance au froid de la part des personnes agées. Ainsi, les personnes
agées ont un TABr atrophié associé a une diminution de I'expression d’'UCP1 (Gabaldon et
al.,, 1995; Yamashita et al., 1999). Le contrdle de leur poids corporel est donc altéré
promouvant I'expansion du TAB. Ce déclin de TABr avec I'adge est également influencé par
le sexe, les femmes étant moins fortement touchées que les hommes (Farmer, 2009;
McDonald et al., 1989). Cette altération du TABr s’explique en partie par un
dysfonctionnement du systeme adrénergique lié au vieilissement (Langin et al., 1995;

Scarpace et al., 1996).

Les expériences de Ueno et coll. en 1998 montrent les effets de I'age sur l'activité du TABr
chez des souris ob/ob. Il montre que les souris obeéses agées expriment moins la protéine
UCP1 (Ueno et al., 1998). Ces résultats suggérent que lactivité thermogénique est
diminuée chez les souris obéses agées. Ainsi 'age et I'obésité sont tous deux des facteurs

aggravant de la diminution du TABr.

11.L3.5 L’obésité : un accélérateur du vieillissement

L’obésité est un catalyseur de certaines pathologies trés fréquentes chez la personne agée.
L’étude de Kaplan et coll. en 2003 montre que les personnes &gées obéses ont une perte
d’autonomie plus fréquente que leurs homologues normo-pondérés (Kaplan et al., 2003).
Deux recherches longitudinales indiquent que I'obésité chez la personne agée limite les

activités de la vie quotidienne (Jenkins, 2004; Reynolds et al., 2005).
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11.3.6 Vieillissement et inflammation

Le vieillissement est propice au développement de linflammation au sein méme du TAB
(Franceschi et al., 2000). Plusieurs études montrent qu’au cours du vieilissement les
cytokines pro-inflammatoires augmentent chez la personne agée saine (Ballou et al., 1996;
Cohen et al., 1997; Ershler et al., 1993; Fagiolo et al., 1993; Ferrucci et al., 2005; Wei et
al., 1992). La balance entre molécule pro et anti-inflammatoires est donc profondément
modifiée et change le microenvironnement cellulaire (Cevenini et al., 2013). L’inflammation
chronique a des conséquences sur la composition corporelle, la balance énergétique ou

'homéostasie énergétique.

Les origines de cette augmentation de [linflammation chez la personne &agée sont
multifactorielles (Cevenini et al., 2010; Singh and Newman, 2011; Macaulay et al., 2013).
Le mécanisme exact de lI'augmentation de l'inflammation observé au cours du vieillissement
reste encore mal compris. Les mécanismes proposés comprennent I'augmentation de la
masse adipeuse surtout viscérale ainsi que la diminution de la synthése d'hormones

sexuelles apres la ménopause et I'andropause.

L’augmentation de la masse adipeuse viscérale qui peut survenir lors du vieillissement et de
'obésité, participe a cette modification du profil d’expression des cytokines par augmentation
de l'infiltration par des macrophages et des lymphocytes T qui sont capables de produire une
varieté de molécules inflammatoires. En effet, avec I'dge, une modification du profil
d’expression des adipokines produites par les adipocytes affecte les fonctions du TAB,
diminue le nombre de pré adipocytes et favorise l'infiltration des macrophages (Adamczak

et al., 2005; Adamczak and Wiecek, 2013).

D’autre part, le vieillissement s’accompagne d’'une baisse des hormones sexuelles qui
contribue également a I'élévation de marqueurs pro-inflammatoires. Des études suggerent
que les cestrogenes et la testostérone inhibent la sécrétion d'IL-6 (Pottratz et al., 1994; Ray

et al., 1994). De nombreuses études documentent une augmentation de cytokines pro-
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inflammatoires telles qu’lL-6 dés la ménopause (Jilka et al., 1992; Passeri et al., 1993;
Kania et al., 1995; Pfeilschifter et al., 2002; Lee et al., 2009), montrant l'importance des
cestrogénes dans la régulation de la synthése d'IL-6. Par ailleurs, il existe une relation
inverse entre les niveaux de testostérone et du récepteur soluble de I'lL-6, suggérant le
développement d'un état pro-inflammatoire en lien avec la baisse des niveaux de

testostérone (Maggio et al., 2005, 2006).

De plus, 'augmentation des dommages oxydatifs avec I'dge peut étre un autre mécanisme
conduisant a une augmentation de ces cytokines (Sakamoto et al., 2003; Sawada et al.,
1992; Williams et al., 2008). L’état inflammatoire chronique observé au cours du
vieillissement, peut s’expliquer en partie par la dérégulation de la fonction mitochondriale
dont le mécanisme implique la voie NF-kB. Les dommages oxydatifs associés a I'age
provoquent I'accumulation des ERO. Cette accumulation est préjudiciable pour les cellules
de I'organisme et cause leur mort par autophagie (Kregel and Zhang, 2007). Ainsi, les ERO
participent au développement de l'inflammation. L’étude de Gill en 2010 montre que les ERO
activent les toll-like receptor (TLR) dans les cellules immunitaires (Gill et al., 2010). Les TLR
sont exprimés de maniére ubiquitaire et permettent une réponse inflammatoire via la
synthése de différentes cytokines telles que NOS Il, TNFa et IL-6. Par exemple, il est connu
que les AG saturés, comme le palmitate peuvent activer TLR4 et stimuler les réponses
inflammatoires via NF-kB (Fessler et al., 2009). La voie de signalisation NF-kB active la
production de cytokines inflammatoires telles qu’lL-6 ou TNF-a. Le vieillissement peut activer
le systeme NF-kB dans de nombreux tissus et donc augmenter l'inflammation responsable
de diverses pathologies (Adler et al., 2007; Helenius et al., 1996; Salminen et al., 2008).
L'activation de la signalisation de NF-kB peut inhiber a son tour la respiration oxydative, il
semble évident que linflammation et la signalisation de NF-kB peuvent influencer le
métabolisme énergétique et donc aggraver la pathologie dans le TAB et avoir des

conséquences dans l'apparition de maladies métaboliques.
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Cette voie fait donc I'objet de recherche pour réduire I'inflammation chez le sujet agé. Les
études chez la souris montrent que I'ablation de la sous unité IKKB (sous unité régulatrice
positive de la voie NF-kB) améliore la force musculaire et permet le maintien de la masse
maigre tout en favorisant la régénération tissulaire (Tang et al., 2010). Plusieurs études chez
la souris obése indiquent que linhibition pharmacologique de cette méme sous-unité
prévient le développement de linsulino-résistance et améliore la tolérance au glucose
(Huang et al., 2012; Reilly et al., 2013; Tamura et al., 2007). D’autres études chez
'Homme montrent que linhibition pharmacologique de la sous unité IKKb s’oppose au

développement du DT2.

Différents mécanismes contribuent donc a l'augmentation de linflammation au cours du
vieillissement. Cependant, il est difficile de savoir si I'inflammation est une cause ou une
conséquence des pathologies dont on l'incrimine. Il a été montré par différentes études que
'augmentation de cet état inflammatoire augmente le risque de certaines pathologies telles
que l'obésité (Caspersen et al., 2000), le diabéete (Cowie et al., 2006; De Martinis et al.,
2005), les maladies cardiovasculaires (Driver et al., 2008), la maladie d’Alzheimer (Kalaria
et al., 2008), I'arthrite (Dagenais et al., 2009) le syndrome métabolique, I'ostéoporose, les
maladies neurodégénératives et la sarcopénie (Cevenini 2013) qui peuvent a leur tour

alimenter I'état inflammatoire déja présent chez la personne agée.

60



Nolwenn JOFFIN - Thése de doctorat - 2015

Inflammation
Vieillissement

Figure 9 Conséquences physiopathologiques de I'inflammation au cours du
vieillissement

Les cercles en couleur représentent chacun une pathologie associée a 'augmentation de
l'inflammation au cours du vieillissement.
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11.3.7 Mitochondries et vieillissement

11.3.7.1 La mitochondrie

La mitochondrie joue un rdle primordial dans le processus de vieillissement. Elle est a la fois
une source importante de radicaux libres et en méme temps la principale cible des

dommages liés a I'oxygéne.

La mitochondrie intervient dans divers processus métaboliques parmi lesquels on retrouve la
dégradation des AG par la B-oxydation, I'utilisation du pyruvate issu de la glycolyse par le
cycle de Krebs ainsi que la production d’énergie sous forme d’ATP lors de la phosphorylation
oxydative (Kusminski and Scherer, 2012). La mitochondrie est un régulateur clé de
I'activité métabolique de la cellule, et est également un organite important dans la production
et la dégradation des radicaux libres. Les protéines mitochondriales sont produites a partir
de génes présents dans le génome nucléaire et dans le génome mitochondrial. Ce dernier
code pour la plupart des protéines de la chaine respiratoire. La biogenese mitochondriale est
le processus par lequel de nouvelles mitochondries sont formés dans la cellule (Kusminski
and Scherer, 2012). L’'augmentation de cette derniére permet de réguler a la hausse la
capacité métabolique mitochondriale. La biogenése mitochondriale est activée par le stress
cellulaire ou en réponse a des stimuli hormonaux comme les catécholamines. Le principal
régulateur de la biogenése mitochondriale est le co-activateur PGC-1. Le facteur de
transcription mitochondriale A (TFAM) est directement responsable de la transcription de
protéines mitochondriales codée par le noyau. Au cours du vieillissement, toutes ces
fonctions peuvent étre perturbées et conduire a diverses maladies (Austin and St-Pierre,

2012; Lee and Wei, 2012).

11.3.7.2 La dysfonction mitochondriale

La dysfonction mitochondriale est un facteur contribuant au vieillissement. Ceci est basé sur

le risque élevé de mutations de 'ADN mitochondrial (mtDNA). En effet, le mtDNA est
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dépourvu d’histones et son systéeme de réparation est moins efficace que celui de 'ADN
nucléaire. Les études montrent que le niveau de risque de mutation du mtDNA est 15 fois
supérieur a celui de I'ADN nucléaire (Chistiakov et al., 2014). En effet, 'accumulation des
mutations dans le mtDNA peut atteindre un seuil critique et entrainer des effets déléteres en
particulier dans le fonctionnement de la chaine respiratoire. Des mutations dans le mtDNA
peuvent modifier 'expression des enzymes de la phosphorylation oxydative conduisant a un
dysfonctionnement mitochondrial et une accélération de la production d’ERO (Park and
Larsson, 2011). Ceci a pour conséquence de réduire la production d’ATP et d’altérer le
transfert des électrons (Woo et al., 2012). La production d’ERO endommage également le
mtDNA conduisant a un cercle vicieux et induit des dommages cellulaires (Harman, 1965;
Chistiakov et al., 2014). En effet, cette complication mene a une augmentation du stress
oxydatif qui provoque des dommages au sein des différents tissus de I'organisme
notamment en oxydant les protéines mitochondriales ou les cardiolipines de la membrane
interne de la mitochondrie ce qui augmente la fluidité membranaire de l'organite. En cas
d’obésité ou de DT2, I'expression du mtDNA est diminuée ce qui réduit la quantité de
protéines impliquées dans la phosphorylation oxydative au niveau musculaire, hépatique et
du TAB (Patti and Corvera, 2010; Vernochet and Kahn, 2012). De plus, I'expression du
principal facteur de transcription du mtDNA, TFAM impliqué dans [l'initiation de la réplication
du génome mitochondrial, et intervenant dans la régulation du nombre de copie du mtDNA
est diminuée avec I'age (Ekstrand et al., 2004). Ainsi, la biogenése mitochondriale, diminue
progressivement avec I'avancée dans I'dge (Palmer et al., 2011; Chistiakov et al., 2014) (C.
S. Palmer 2011, Dimitry A. Chistiakov 2014). Au cours du vieillissement, |l existe une
diminution de la capacité cellulaire de la biogenése mitochondriale associée a des niveaux
réduits des principaux facteurs impliqués dans cette voie tels que PGC-1a et PPARa
notamment dans le TABr et dans le muscle squelettique (Rogers and Smith, 2012; Rogers

et al., 2012; Zhu et al., 2013).
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La dysfonction mitochondriale peut aussi participer au processus de vieillissement
indépendamment de la production d’ERO. Ceci fait intervenir un grand nombre de
mécanismes. Le vieilissement s’accompagne notamment d’une atrophie du TABr et d’une
diminution de sa fonction entrainant une réduction de la thermorégulation associée a une
intolérance au froid. Ceci est di a une diminution de I'expression et une perte d’activité

d’'UCP1 (Cannon and Nedergaard, 2004).

11.3.8 Vieillissement et cancer

Il existe une relation étroite entre vieillissement et incidence du cancer. Il est intéressant de
noter que l'obésité sarcopénique représente un risque plus important de développer un
cancer (Gonzalez et al., 2014). En effet, bien que le cancer puisse apparaitre a tous les
ages, le vieillissement accroit le risque de développement du cancer. Le vieillissement est lié
a des perturbations au niveau cellulaire ou I'érosion des téloméres et le stress oxydatif
entrainent la sénescence. D’autre part, le systeme de réparation de ’ADN moins efficace
laisse apparaitre des mutations génétiques pouvant affecter des génes suppresseurs de
tumeurs tels que RB ou p53 (Sperka et al., 2012). Ces protéines mutées ne peuvent plus
réguler les voies menant a la sénescence ou a I'apoptose. Le risque de cancérogenése est
plus élevé car au niveau physiologique la capacité a réagir face aux stress est diminuée.
Tous ces changements favorisent la carcinogenése et I'apparition du cancer (Anisimov,

2007).

1.3.9 Vieillissement et risques cardiovasculaires

Le risque d’athérosclérose est plus important chez la personne agée. Cette pathologie
cardiovasculaire résulte d’'une modification de la structure de lintima des artéres par

accumulation de lipides et de cellules spumeuses. L’accumulation des lipides au niveau de
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I'endothélium active les leucocytes. Au cours du vieillissement, I'endothélium sécréte de
maniére accrue des cytokines mais également le facteur de croissance endothéliale
vasculaire (VEGF). Ces molécules augmentent la perméabilité vasculaire permettant
'adhérence et linfiltration des leucocytes (Wang and Bennett, 2012). L’athérosclérose a
des conséquences multiples telles que I'infarctus du myocarde ou des accidents vasculaires
cérébraux. Elle est un processus normal du vieillissement mais peut étre aggravée par
certains facteurs, le principal étant I'hyperlipidémie. Chez la personne agée, 'augmentation
des ERO accroit les niveaux de low density lipoprotein (LDL) et de cholestérol ainsi que de
TG plasmatiques qui sont tous associés a une augmentation du risque d’athérosclérose
(Griendling and Alexander, 1997; Govindarajan et al., 2005). L’augmentation de
Iinflammation (NO, TNF-a) et la réduction des cellules musculaires lisses liée au

vieillissement sont des facteurs aggravant (Wang and Bennett, 2012).
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lll.Stratéqgies nutritionnelles

La mise en place de mesures hygiéno-diététiques efficaces est un préalable nécessaire a
toutes stratégies de lutte contre I'obésité. Ainsi, il sera indispensable d’adopter un régime
alimentaire sain et équiliboré combinés a une activité physique méme modérée pour une
personne agée. La perte de poids entraine par conséquent une diminution de la masse
grasse mais aussi de la masse maigre, raison pour laquelle on demeure prudent avec la
réduction pondérale chez une personne agée qui doit étre encadrée. Ainsi, la stabilisation de
la masse maigre durant la perte de poids chez la personne agée va constituer un enjeu

majeur dans le choix de la stratégie nutritionnelle adoptée dans ce cas.

I1l.1. La restriction calorique

L’effet de la restriction calorique chez la personne agée a un effet bénéfique (Lee and Wei,
2012; Vernochet and Kahn, 2012). Les premiéres études en 1935 de McCay montrent que
la restriction calorique du régime alimentaire de base de rats augmentait 'espérance de vie
MacCay 1935). Une étude de 20 ans sur la restriction calorique a été faite sur des singes
rhésus. Les singes soumis a une restriction calorique de 30% ont une masse adipeuse
diminuée, et leur pression artérielle et leur taux de TG sont également réduits (Colman et
al., 2009). Cette étude montre également chez ces singes une amélioration de la glycémie et
une incidence réduite des cancers, du diabéte, ou de maladies cardio-vasculaires En 2007,
Colom et coll montrent que la restriction calorique de 40% pendant 3 mois chez des rats
Wistar agés de 15 mois, réduit la production de radicaux libres mitochondriaux (Colom et
al., 2007). Ceci aurait un effet de prévention sur le déclin de la fonction mitochondriale chez
I'animal agé ou le sujet agé (Hepple et al., 2006). Il a été également montré, in vivo chez
des rats agés de 24 mois, qu’une restriction calorique permettait de restaurer I'expression de
la protéine UCP1 en relation avec une moindre diminution de I'expression du principal
facteur de transcription mitochondrial, Mitochondrial transcription factor A (TFAM) (Valle et

al., 2008).
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I11.2. Chirurgie bariatrique

La chirurgie bariatrique s’applique a des sujets souffrants d’obésité sévére (>40 kg/m3).
Aprés un bypass gastrique, une diminution de 60% du poids corporel est observée dans
'année qui suit l'intervention et de 50% aprés 5 ans. En paralléle de cette perte de poids, il
est observé une amélioration des comorbidités et donc une réduction de la prise

médicamenteuse (World gastroenteroly organisation 2011).

Le réle de la perte de poids dans la prévention de l'incidence du cancer et de la mortalité a

été démontré par deux études majeures sur la chirurgie bariatrique.

Dans l'étude Swedish Obese Subject (SOS), la chirurgie bariatrique pratiquée sur plus de
2000 patients obéses (> 34 kg/m?) est associée a une diminution de 40% de l'incidence de
cancer chez ces sujets (Sjostrom et al., 2007, 2009). Dans une étude rétrospective de 7
ans sur environ 8000 patients obéses (> 35 kg/m?) ayant subi un bypass, l'incidence de

cancer chez ces patients a diminué de 60% (Adams et al., 2007, 2009).

111.3. Les acides aminés et leurs dérivés

Parmi les stratégies nutritionnelles mises en ceuvre pour lutter contre I'obésité chez les
personnes ageées, la complémentation en certains acides aminés tels que I'arginine, la
leucine, la glutamine et la citrulline ou en dérivés d’acides aminés tels que la carnitine et la

bétaine fait 'objet de nombreuses recherches.

Comme décrit précédemment, le vieillissement est associé a un état sarcopénique, en
relation avec une réponse diminuée du muscle &gé aux stimuli de la synthése protéique.

(Fujita and Volpi, 2006).
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En 2004, Paddon-Jones et coll. observent qu’'une administration orale d’'un bolus d’acides
aminés essentiels (AAE) chez la personne agée (67 ans) restaure la synthése protéique du

muscle (Paddon-Jones et al., 2004, 2006).

Nous verrons que d’autres études montrent I'efficacité de différents acides aminés tels que
I'arginine, la leucine, la glutamine ou la citrulline. L’effet anabolique des acides aminés serait
dd a l'activation de la voie de signalisation mTOR (Kimball and Jefferson, 2006; Proud,
2007). Des dérivés d’acides aminés sont également utilisés a des fins anaboliques et

amaigrissantes.

I11.3.1 Les dérivés d’acides aminés

111.4.1.1 L-carnitine

La L-carnitine n’est pas un acide aminé au sens propre du terme mais issue de deux acides
aminés : la lysine et la méthionine. Souvent considérée comme un AAE, la L-carnitine joue
un réle important dans le métabolisme. Elle intervient dans le transport des AG a longue
chaine du cytosol vers la matrice mitochondriale lors du catabolisme des AG. Avec I'age, la
production de L-carnitine est réduite, ce qui affecte le métabolisme oxydatif des AG (Noland

et al., 2009).

La L-carnitine est indispensable a la B-oxydation et régule également la concentration de
coenzyme A. Muller et coll montrent en 2002 qu'une supplémentation en L-carnitine chez
des sujets sains permettrait d’augmenter 'oxydation des AG (Miiller et al., 2002). L’injection
quotidienne sous-cutanée pendant 10 jours d’1 mg de L-carnitine a des souris déficientes en
carnitine entraine une augmentation significative de la température corporelle et des
concentrations de L-carnitine dans le TABr des animaux. Ce traitement permet aux
adipocytes bruns une reprise de leurs caractéristiques morphologiques normales et une
restauration des niveaux d’expression d’'UCP1. Ces résultats suggérent fortement que la L-
carnitine est essentielle pour maintenir la fonction et la morphologie du TABr (Ozaki et al.,

2011).
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111.4.1.2 La bétaine

La bétaine connue sous le nom de triméthylglycine ou glycinebétaine, est un dérivé de la
glycine et un intermédiaire du catabolisme de la choline (Petronini et al., 1992). Elle agit
comme un donneur de méthyl dans différentes voies de signalisation via la S-adénosyl-
méthionine. Chez 'Homme l'insuffisance en bétaine est corrélée au syndrome métabolique
et aux maladies cardiovasculaires. Ainsi 20% des patients atteints de DT2 excréetent des
niveaux anormalement élevés de bétaine alors que la concentration plasmatique reste

proche de la normale (Dellow et al., 1999; Lever and Slow, 2010).

Chez les bovins nourris avec une supplémentation en bétaine, la masse musculaire est
augmentée et la masse adipeuse diminuée conférant une meilleure qualité a la viande
(Fernandez-Figares et al., 2002). Des études chez la souris montrent que la
supplémentation en bétaine, a 1% de I'eau de boisson, limite 'accumulation de lipides au
niveau hépatique. Elle améliore la sensibilité a I'insuline dans le TAB (Wang et al., 2010). En
2012, Olli et coll. montrent sur des cultures hypoxiques d’adipocytes traités a avec

250 pmol/l de bétaine une diminution des ARNm IL-6 et TNF-a (Olli et al., 2013).

11.3.2 Les acides aminés

111.4.2.1 La L-Arginine

La L-Arginine (ARG) est un substrat des NOS et peut étre un précurseur de la formation de
NO. Par cette capacité de donneur de NO, 'ARG régule de multiples voies métaboliques
impliguées dans le métabolisme des AG, du glucose, des acides aminés et des protéines par
le biais de voies de signalisation cellulaires telle que mTOR et de son impact sur I'expression

des génes du métabolisme.

Les études de Fu et coll en 2005 montrent que la supplémentation pendant 10 semaines en

ARG, a 1.5% de I'eau de boisson chez des rats Zucker, réduit significativement la masse
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adipeuse épididymaire (-28%) et abdominale (-46%) par rapport aux animaux contréles (Fu
et al., 2005). Ces résultats sont a mettre en relation avec d’autres études, in vivo, dans
lesquelles 'administration orale a long terme de I'ARG (8.3g/jour pendant 3 semaines) chez
I'humain obése diminue la masse adipeuse (Lucotti et al., 2006). La supplémentation en
ARG chez les rats Zucker permet de réduire les concentrations sériques de glucose, de TG,
d’AG et de leptine d’environ 30% et d’augmenter la lipolyse et I'oxydation des AG en lien
avec 'augmentation de I'expression des génes codant HSL, PGC-1a et CPT-1b (Fu et al.,
2005). Des résultats similaires sont observés dans les études in vivo réalisées chez le porc
dont I'alimentation est supplémentée en ARG pendant 2 mois (Tan et al., 2011) et dans les
études de cultures d’adipocytes humains traités avec 2mM d’ARG (McKnight et al., 2010).
En agissant sur PGC-1a, cet acide aminé augmente la croissance du TABr et ainsi la
biogenése mitochondriale (Wu et al., 2012b). La supplémentation alimentaire avec de I'ARG
réduit efficacement le TAB chez les rats Zucker, les rats obéses, les porcs, et les patients
obéses avec DT2 par son action lipolytique et d’oxydation des AG. Par ailleurs, TARG
promouvrait le développement du TABr. De fait, cet acide aminé devrait pouvoir étre utilisé

pour prévenir et traiter I'adiposité et le syndrome métabolique associé (Wu et al., 2012b).

I1.4.2.2 La L-Leucine

La L-Leucine (LEU), un acide aminé essentiel, diminue la prise alimentaire a l'instar des
régimes riches en protéines. Plusieurs études de supplémentation en LEU du régime
alimentaire, chez le sujet agé et chez le rat a4gé, ont démontré que la LEU augmentait la
synthese protéique via la voie mTOR du muscle squelettique et du TAB (Dardevet et al.,
2002; Katsanos et al., 2006; Lynch et al., 2002; Rieu et al., 2007). De plus, chez la souris
sous régime hyperlipidique supplémenté en LEU la dépense énergétique est augmentée,
peut-étre par stimulation de la protéine découplante 3 (UCP3) dans le muscle favorisant la
diminution de I'adiposité (Zhang et al., 2007). D’autres études chez le rat 4gé montrent que

la supplémentation en LEU diminue la masse adipeuse (She et al., 2007; Vianna et al.,
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2012; Zeanandin et al., 2012). La stimulation de la voie mTOR par un régime complémenté
en LEU permet de réduire I'inflammation au sein du TAB via une inhibition de l'activité du
facteur de transcription NF-Kb (Macotela et al., 2011). D’'un point de vue métabolique, la
LEU diminue la synthése d’AG par diminution de l'acide gras synthase (AGS) dans les
adipocytes 3T3-L1 (Sun and Zemel, 2007). De plus, elle est capable d’améliorer la
sensibilité a l'insuline a la fois dans le TAB, le muscle et le foie de souris soumises a un

régime hyperlipidique supplémenté en LEU (Macotela et al., 2011).

111.4.2.3 La L-Glutamine

La L-Glutamine est produite par le muscle squelettique et métabolisée dans lintestin ou le
rein (Holecek, 2013). La L-Glutamine est I'acide aminé le plus représenté dans I'organisme
et le plus abondant au niveau plasmatique. Cependant sa production diminue avec 'age.
Différentes études montrent que cet acide aminé a des effets bénéfiques en augmentant la
production de NO (Bollhalder et al., 2013). Les études de Prada et coll. en 2007 démontrent
que des rats sous régime enrichi en lipide supplémenté en glutamine ont une masse
adipeuse diminuée de moiti€ comparée aux rats sous régime riche en lipides seul. Cet état
est associé a une augmentation de la concentration sérique d’adiponectine et une diminution
de celle de la leptine. L’augmentation d’adiponectine pourrait participer a 'augmentation de
'oxydation des AG dans le muscle et le TAB. De plus, in vivo, la L-Glutamine prévient la
résistance a l'insuline induite par un régime riche en lipides en augmentant I'activité de la
voie IRS-PI3K-Akt au niveau musculaire et hépatique (Prada et al., 2007). L'infiltration
macrophagique au sein du TAB des rats supplémentés en glutamine est moins importante et

la production d’IL-6 et TNF-a est réduite par rapport aux rats contréles (Prada et al., 2007).

71



Nolwenn JOFFIN - Thése de doctorat - 2015

111.4.2.4 La L-Citrulline

La Citrulline (CIT) ou acide L-2-amino-5-ureidovalerique est un acide aminé, a trois atomes
d’azote. La forme active de la CIT est la forme a-amine. Classiquement considéré comme un
intermédiaire du métabolisme protéique cet acide aminé est non protéique c’est-a-dire qu'il
n‘est pas codé par le code génétique et qu’il n’intervient pas dans la composition des
protéines et des peptides.

Cet acide aminé dérive du Citrullus vulgaris, nom latin de la pastéque, qui est I'un des rares
aliments contenant de la CIT (Crenn et al., 2008). Dans ce fruit, la CIT par son puissant
pouvoir antioxydant intervient dans la prise en charge des radicaux (Akashi et al., 2001).
Les recherches de Windmueller et Spaeth dans les années 1980 ont mis en évidence
I'importance de la CIT au sein du métabolisme de l'intestin gréle qui libére en continue de la
CIT dans la circulation systémique. Rappelons que la concentration plasmatique de la CIT
chez 'homme est de l'ordre de 30-50 uM. La CIT circule sous forme libre au sein des
liquides extracellulaires et des cellules (Crenn et al., 2008). Dans les adipocytes, il existe 2
types de transporteurs d’acides aminés différents : Transporteurs Na+ dépendants (ASC et

y'L) et Transporteur Na+ indépendant (L) (Figure 10).
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Transporteurs Na+
dépendants

Figure 10 : Les transporteurs d’acides aminés dans I’adipocyte.
Dans les adipocytes, il existe 2 types de transporteurs d’acides aminés différents :
Transporteurs Na+ dépendants (ASC et y'L) et Transporteur Na+ indépendant (L ).

1ll.4.2.4.1 La citrullination des peptides

La présence de la CIT dans certains peptides ou protéines résulte d’une citrullination qui est
une modification post-traductionnelle des protéines sur leur résidu ARG aboutissant a la
formation de CIT, réaction catalysée par la Peptidyl Arginine Déiminase (PAD) en présence
de calcium. Lors de cette réaction, le groupe terminal NH, chargé positivement est hydrolysé
en un groupement oxygéne, ce qui aboutit a une perte de charge positive. Cette perte
provoque alors des modifications de conformation des protéines citrullinées en favorisant de
nouveaux motifs de liaison ou au contraire de ruptures ayant des conséquences sur la

fonction et la demi-vie de la protéine (Baka et al., 2012).

Il existe 5 isoformes de 'enzyme PAD, PAD1 est retrouvée au niveau cutané, PAD2 dans le
muscle et le systéme nerveux central (SNC), PAD3 dans les follicules pileux et PAD4 est

principalement exprimée dans la lignée hématopoiétique (Baka et al., 2012).

La citrullination intervient dans des processus physiologiques comme la kératinisation de la

peau, la protection des neurones, la plasticité du SNC, la régulation des genes ou les
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fonctions immunitaires. Elle est également impliquée dans de nombreuses pathologies telles

que la polyarthrite rhumatoide et le cancer (Baka et al., 2012).

11.4.2.4.2 La citrulline et le cycle de l'urée

La CIT est un intermédiaire du cycle de l'urée. Le cycle de l'urée est un ensemble de
réactions biochimiques ayant lieu dans le foie et permettant a l'organisme d'épurer

ammoniaque qui est neurotoxique (Takiguchi and Mori, 1995; Hartman et al., 1997)

(Figure 11).
NH, + CO,
2 ATP
CPSI |/
Citrulline Aspartate + ATP
OoTC ATP
Carbamyl- ASS
phosphate Cycle
de AMP + PP
L-Ornithine I'urée Arginosuccinate
ASL
Urée
Fumarate
: Argini
Arginase A

ASS+ASL, argininosuccinate synthetase+lyase; CPSI : carbamylphosphate synthétase 1; OTC : omithine transcarbamylase

Figure 11 : Le cycle de I'urée.

La synthése de I'urée par ce cycle fait intervenir cinq enzymes. Les deux premiéres enzymes
la carbamoyl phosphate synthase 1 (CPS-I) et I'ornithinetranscarbamoylase (OTC) sont
situées dans la mitochondrie alors que les trois autres enzymes du cycle sont présentes
dans le compartiment cytosolique : argininosuccinate synthase (ASS), argininosuccinate
lyase (ASL) et arginase (ARG)
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1l1.4.2.4.3 Biochimie et physiologie de la citrulline

Depuis les années 70, il a été montré chez 'Homme que la CIT est a I'état post prandial le
seul acide aminé capable de contourner I'aire splanchnique, d’ou une biodisponibilité de
100%. A Tinverse, les deux acides aminés les plus consommés par cette aire sont la

glutamine et l'alanine.

Windermueller et Spaeth 1981 Urée

ARG >AR

Arginase
+ OCT

CIT,

GLN

GLNase + OAT

Intoct CIT
ntestin -
™~ {CIT )

) ' ASS

—p +
ASL

ARG Rein

ARG, arginine ; ARGase, arginase; ASS+ASL. argininosuccinate synthetase+lyase; GLNase, glutaminase; GLU, glutamate,
OAT, omithine aminotransferase; OCT, ormithine carbamyiltransferase | ORN, omithine.

Figure 12 : Métabolisme de la citrulline.

La citrulline est produite par I'intestin a partir d’arginine ou de glutamine. Elle est libérée dans
la circulation sanguine sans étre captée par le foie contrairement a I'arginine. La citrulline
(CIT) circulante est ensuite captée par le rein ou elle permet la resynthése d’arginine (ARG).
Comme elle n'est pas métabolisée par le foie, elle a une meilleure biodisponibilité que
I'arginine pour I'organisme.

La CIT est synthétisée au sein des mitochondries des entérocytes majoritairement dans la
partie proximale de lintestin gréle. La CIT est a 80% un produit de la glutamine (GLN)
d’origine luminale ou sanguine via 'action de la glutaminase transformant GLN en glutamate
(GLU) qui est ensuite pris en charge par l'ornithine aminotransférase (OAT) pour étre
converti en ornithine (ORN) qui via l'ornithine carbamoyl transferase (OCT) va étre modifié

en CIT. Cette derniére est ensuite exportée de la mitochondrie par le transporteur ORNT1,
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un antiport ornithine/CIT (Crenn et al., 2011). La CIT peut également étre synthétisée a

partir ARG dans les entérocytes grace a deux enzymes l'arginase Il et 'OCT.

La CIT n’est pas utilisée par l'intestin et son catabolisme, via les enzymes argininosuccinate
synthase (ASS) et argininosuccinate lyase (ASL), étant de faible activité dans cet organe,
elle est majoritairement libérée dans la circulation systémique (Figure12). La CIT produite
par lintestin est en grande partie (85%) transformée en ARG dans le rein et plus
précisément au sein du tube contourné proximal et contourne ainsi le foie contrairement a
son précurseur, ARG (Figure12). Le rein possédant les enzymes ASS et ASL, est le siege
de la conversion de la CIT en ARG, cette derniere est ensuite libérée dans la circulation
systémique car le rein ne posséde pas les enzymes du cycle de l'urée (Figure12). Ainsi le
taux de CIT synthétisé par lintestin est un point déterminant dans la régulation de la
synthese rénale d’ARG. Ce cycle inter-organe ARG-CIT-ARG entre l'intestin et le rein permet

de maintenir une concentration basale d’ARG dans la circulation (Figure12).

La CIT est convertie en ARG au niveau rénal, permettant une production de NO qui est un
gaz impliqué dans la vasodilatation, la neurotransmission et dans la stimulation du systéme
immunitaire (Figure 12). En outre, aprés administration de CIT lors d’'un exercice physique
en phase aérobie, il a été mis en évidence une diminution de la fatigue musculaire ainsi
gu'une augmentation des performances en lien avec un accroissement de la production

d’ATP.
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Argininosuccinate lyase (ASL)

Figure 13 : Le cycle arginine-citrulline-NO.

La citrulline peut étre convertie en arginine grace a deux enzymes l'argininosuccinate
synthase (ASS) et I'argininosuccinate lyase (ASL). L’arginine peut a son tour étre reconvertie
en citrulline via 'enzyme nitric oxide synthase (NOS) ce qui s’accompagne d’une production
de NO.

1ll.4.2.4.4 La citrulline en physiopathologie

Dans des cas de syndrome de gréle court ou de résection intestinale massive, le site de
synthese de la CIT est fortement réduit et il apparait une hypocitrullinémie proportionnelle a
la sévérité de I'atteinte intestinale (Jianfeng et al., 2005; Rhoads et al., 2005; Santarpia et
al., 2008; Crenn et al., 2008; Fitzgibbons et al., 2009; Crenn and Cynober, 2010). Cette
observation a ensuite été étendue aux patients souffrant de la maladie cceliaque ou de
dommages a lintestin gréle dus a des radiations (Crenn et al., 2003). Au niveau
plasmatique, la diminution de CIT engendre une diminution de ’'ARG, suggérant qu’a la suite
d’'une résection intestinale massive 'ARG devient un acide aminé indispensable. La
concentration plasmatique de CIT s’avere donc d’un intérét majeur en tant que marqueur
non invasif de la fonction intestinale et d’'un certain nombre de pathologies intestinales telles

que le syndrome du gréle court ou la maladie cceliaque.
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Des études démontrent 'importance du taux de synthése de CIT via I'intestin. Hoogenraad
et coll ont décidé d'évaluer les conséquences d’'une d’inhibition de l'activit¢ de I'OCT.
L’inhibiteur sélectif de 'OCT utilisé était la glycylglycine A-N-(phosphonacetyl)-L-ornithine
(PALO). Cet inhibiteur administré par voie orale a des rats agés de 6 semaines soumis a un
régime appauvri en ARG a provoqué une diminution des concentrations plasmatiques de CIT
et ARG corrélée a un retard de croissance de ces rats en association avec une
augmentation de la mortalite. Ces phénomenes étaient partiellement évités par
administration d’ARG a 1% et abolis par une complémentation a 1% de CIT (Hoogenraad et
al., 1985). Bien que l'enrichissement de I'alimentation en ARG apparaisse comme une
stratégie thérapeutique intéressante, elle présente un inconvénient majeur sachant que
ARG est métabolisé par le foie pour le cycle de l'urée dont elle est un activateur. En
conséquence, un enrichissement de I'alimentation en ARG pourrait avoir des effets négatifs
par une augmentation de l'uréogenése. Une supplémentation en CIT pourrait s’averer plus
intéressante. La CIT non métabolisée par le foie et précurseur de I'ARG, pourrait étre un bon

candidat pour compenser les conséquences de la résection intestinale.

Des recherches de Osowoska et coll., ont démontré que la supplémentation en CIT
augmente la concentration d’ARG et restaure 'homéostasie du NO chez des rats ayant subi
une résection intestinale a 80 %. La CIT a également un effet positif sur le poids de la
muqueuse intestinale et son contenu en protéines. Un régime enrichi en CIT a permis de
limiter la perte de poids chez les patients souffrant du syndrome du gréle court (Osowska et

al., 2004).

L’objectif des recherches décrites dans ce paragraphe était de trouver une nouvelle stratégie
thérapeutique nutritionnelle permettant de contourner la séquestration des acides aminés
dans l'aire splanchnique qui est un obstacle a la renutrition des personnes agées. Connue
pour étre augmentée chez les personnes agées dénutries, cette séquestration limite I'accés
des acides aminés a la circulation systémique lors de la période postprandiale. Ceci

provoque une diminution de la synthése protéique, entretenant la perte de masse musculaire
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observée au cours du vieillissement. Par ses propriétés déja décrites, la CIT est apparue
comme une bonne stratégie thérapeutique pour améliorer le statut nutritionnel des patients
agés en stimulant la synthése protéique au niveau du tissu musculaire. Chez des rats
comme chez les personnes agées dénutries, la fonction intestinale est intacte cependant il
existe une atrophie de lintestin. La CIT, capable de contourner l'aire splanchnique, serait
alors une bonne alternative thérapeutique pour restaurer 'homéostasie du NO au sein des
tissus et ainsi améliorer le statut nutritionnel de ces patients en stimulant la synthése
protéique au niveau du tissu musculaire. Des études préliminaires chez la personne agée
(88-91 ans) soumise a un régime standard ou enrichi en protéines avec ou sans
complémentation en CIT indiquent que l'enrichissement avec ou sans CIT permet de
diminuer significativement la masse adipeuse (-13%) mais seule la supplémentation en CIT

permet de maintenir la masse maigre (+0.58%) (Fréderic Behar DIU 2013)

Osowska et coll. ont réalisé une étude chez des rats 4gés dénutris pendant 12 semaines
puis re-nourris apres cette période, par un régime supplémenté en CIT (5g.kg-1.jour-1) ou
par un régime supplémenté en acides aminés non-essentiels AANE (alanine, glycine,
proline, histidine, aspartate et sérine en concentration équimolaire). Chez le rat 4gé dénutri,
en comparaison avec un apport contrélé isoazoté, la CIT module le métabolisme protéique
musculaire. Ainsi, on observe une augmentation de 20% du contenu protéique et de 90% du
débit de synthese protéique sans modification de la protéolyse (Osowska et al., 2006;
Moinard et al., 2009). Des recherches ont ensuite été entreprises pour déterminer le mode
d’action de la CIT et notamment préciser si elle agit de maniéres directes ou indirectes sur la
synthése protéique. Moinard et coll. ont démontré que la CIT a une action directe sur la
synthese protéique au niveau musculaire chez le rat 4gé dénutri sans faire intervenir de

métabolites ou d’autres acides aminés (Moinard et al., 2009).
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IV. Monoxyde d’azote (NO) et métabolisme

Le NO est un gaz aux multiples fonctions découvert comme messager au niveau du systeme
vasculaire par I'équipe de Furchgott et Zawadski en 1980 (Furchgott and Zawadzki, 1980).
Ce messager agit sur les cellules musculaires lisses au sein de I'endothélium vasculaire
favorisant sa relaxation (Palmer et al., 1987). Le NO peut diffuser librement d’'une cellule a
I'autre, son effet est donc trés rapide. La courte demi-vie du NO (quelques secondes) limite
son temps de réaction. Au niveau du vaisseau, le NO active la guanylate cyclase permettant
la formation de GMPc a partir du GMP favorisant la vasorelaxation (Furchgott and

Zawadzki, 1980; Palmer et al., 1987).

IV.1. La synthése du NO dans les cellules animales

La biosynthése du NO se fait a partir de 'ARG, réaction catalysée par une enzyme la NO
synthase (NOS), en présence d'oxygéne et de NADPH qui sont des co-substrats, et de

nombreux co-facteurs.

La NOS peut étre présente dans différentes structures cellulaires comme la membrane
plasmique, le cytoplasme, le noyau, le réticulum endoplasmique et la mitochondrie. Il existe
différentes isoformes de la NOS produites par différents génes et qui font partie de la famille

des hémoprotéines.

La NOS I et la NOS Il dites constitutives sont dépendantes du calcium et de la calmoduline.
En réponse a un stimulus physiologique, elles provoquent une libération rapide de NO
limitée dans le temps (quelques secondes a quelques minutes). A linverse la NOS Il dite
inductible est indépendante du calcium et de la calmoduline. En réponse a des stimuli
immunologiques, faisant intervenir les cytokines inflammatoires et les endotoxines
bactériennes, la NOS Il permet une libération tardive et importante de NO pendant de

longues périodes (heures voire jours). La NOS Il et la NOS Ill sont exprimées dans
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I'adipocyte (Ribiere et al., 1996). L’adipocyte brun exprime la NOS Il dans le cytoplasme, le
noyau et la membrane plasmique et la NOS Il dans le cytoplasme et le noyau (Giordano et
al., 2002). A l'inverse, I'adipocyte blanc exprime NOS Il et NOS Il au niveau du cytoplasme
et de la membrane plasmique (Elizalde et al., 2000; Ribiere et al., 1996). NOS | est

faiblement exprimée au sein de ces tissus (Elizalde et al., 2000; Giordano et al., 2002).

poids localisation

Isoformes | Nom descriptif | moléculaire | organef/tissu/cellules | cellulaire expression
n-NOS

NOS-I (neuronal) 160kDa Cerveau Cytosoligue | Constitutive
iNOS Macrophage

NOS-II (inductible) 130kDa Adipocytes Cytosoligue | Inductible
e-NOS Vaisseaux sanguins | Membrane

NOS-II (endothéliale) 135kDa Adipocytes Cytosoligue | Constitutive

Tableau 4 : Caractéristiques des différentes isoformes des NOS.

Bien que ces trois isoformes aient entre elles 51-57% de similarité chez ’'Homme, elles ont
des propriétés catalytiques, une régulation physiologique, et une inhibition pharmacologique

spécifiques a chacune (Alderton et al., 2001).

IV.2. La réactivité du NO

Dans l'organisme, selon les conditions physiologiques et physiopathologiques, le NO se
comporte comme oxydant ou antioxydant. Lorsque dans des conditions d’obésité,
d’'inflammation ou d’insulino-résistance, la concentration de nitrites plasmatiques augmente
(micromolaire), le NO a des effets oxydants et cytotoxiques (Stamler et al., 1992; Furukawa
et al., 2004). A ces concentrations élevées, le NO peut inactiver des protéines cellulaires
conduisant a leur dégradation puis a la mort cellulaire (Souza et al., 2000; Stamler et al.,
1992). La nitrosylation de cystéine et la nitration de tyrosine des protéines ont été observées
dans plusieurs études (Radi, 2004; White et al., 2010). Nous avons démontré dans notre
laboratoire qu’apres induction des NOS Il adipocytaires, NO induit la nitration des tyrosines
de la PEPCK-C (Jaubert et al., 2012; Joffin et al., 2012). A l'inverse, a faible concentration

(nanomolaire), le NO exerce des effets anti-oxydants en prévenant la formation des ERO a
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la suite d’'un stress oxydant (Kanner et al., 1991; Patel et al., 2000; Radi et al., 1991;

Stamler et al., 1992).

IV.3. NO et métabolisme

Le NO régule le métabolisme du glucose et des AG chez les mammiféres (Jobgen et al.,
2006). Cette molécule stimule, a I'état physiologique, I'absorption du glucose ainsi que
I'oxydation du glucose et des AG au niveau du muscle squelettique, du coeur, du foie et du
TAB par réduction de la disponibilité en malonyl-CoA via linhibition de l'acétyl CoA
carboxylase et I'activation de la malonyl-CoA décarboxylase (Jobgen et al., 2006). Le NO
inhibe la synthése des TG, du glucose, du glycogene et des AG dans les tissus cibles tels
que le foie ou le TAB et favorise a I'inverse la lipolyse au niveau adipocytaire (Gaudiot et al.,
2000; Frihbeck and Gomez-Ambrosi, 2001). Des études chez le rat montrent qu’un
régime supplémenté en ARG augmente la synthese de NO qui stimule la lipolyse et
'oxydation des AG dans le TAB. Il en résulte une diminution importante de la masse du TAB,
particulierement du TAB RET (-46%), alors que le TABr est augmenté chez ces animaux (Fu
et al., 2005; Tan et al., 2012; Wu et al., 2012b). Comme attendu, l'inhibition de la synthése
de NO cause une hyperlipidémie et une accumulation de TG (Wu et al.,, 2012b). Le
mécanisme sous-jacent pourrait impliquer la voix de signalisation dépendante du guanosine
monophosphate cyclique (GMPc). Au sein du laboratoire, il a clairement été démontré que
I'insuline, les cestrogenes et la leptine exercent des effets dépendants du NO sur le
métabolisme des adipocytes (Ribiére et al., 2002; Mehebik et al., 2005; Jaubert et al.,
2007; Niang et al., 2011; Joffin et al., 2012). En outre, le NO active I'expression de PGC-1a
qui est impliqué dans la biogenése mitochondriale et la phosphorylation oxydative (Karamitri
et al., 2009). Ainsi la modulation de la voix ARG-NO par supplémentation du régime
alimentaire en ARG ou en CIT permettrait une prévention et un traitement du syndrome

métabolique chez les personnes souffrant d’obésité.
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Figure 14 : Effets du NO a des concentrations physiologiques sur le
métabolisme énergétique.

L’augmentation du monoxyde d’azote (NO) augmente I'oxydation des acides gras (AG) en
réduisant la production de malonyl-CoA et en diminuant la synthése des triglycérides (TG).
Le NO augmente la lipolyse et stimule le transport du glucose dans le muscle et le tissu
adipeux blanc (TAB) et augmente I'oxydation du glucose tout en diminuant la synthése de ce
dernier dans le foie. NO augmente la biogenése mitochondriale via le peroxisome
proliferator-activated receptor-gamma coactivator-1a  (PGC-1a) et augmente la
phosphorylation oxydative. En vert, sont regroupées les voies métaboliques et les enzymes
liées a 'oxydation et la biogenése mitochondriale.
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IV.4. NO et métabolisme du TAB : exemple de la leptine: Article 1

Article de revue: Is there NO help for leptin?

Joffin N, Niang F, Forest C, Jaubert AM.

Publication dans le journal Biochimie, Volume 94, Issue 10, Octobre 2012, Pages 2104—
2110, DOI: 10.1016/j.biochi.2012.06.017

Depuis l'identification initiale de la leptine comme le produit du géne ob, en 1994, les voies
de signalisation par lesquelles cette hormone altére la physiologie cellulaire ont fait I'objet de
recherches approfondies. Le fait que la leptine puisse induire la production de NO a été
démontré dans des études sur la glande pituitaire et les ilots pancréatiques. Un grand
nombre d'études supplémentaires a également montré que cette adipokine stimule la
synthése de NO dans de nombreux tissus. Cet article de revue examine le role de la leptine
dans la production de NO et ses conséquences physiopathologiques. Le rble de ce
messager gazeux dans la physiologie dépend du type de cellules, de sa concentration et de
la durée de l'exposition. Il peut étre un oxydant puissant ou un protecteur de l'intégrité des
cellules contre la formation des ERO. La leptine joue deux réles opposés sur la pression
artérielle. Elle exerce un effet hypertenseur en raison de I'activation sympathique et un effet
vasorelaxant di a la production de NO. Cette adipokine agit via le NO pour produire des
facteurs pro-inflammatoires dans les pathologies du cartilage, contribuant potentiellement a
un risque accru de développer une arthrose. Un autre r6le bien documenté du NO, agissant
soit directement soit par l'intermédiaire de I'hypothalamus, concerne le métabolisme des
lipides dans le muscle et le TAB par induction de la leptine. Dans les adipocytes, I'action
directe et rapide de la leptine est d'activer la NOS lll, ce qui favorise la lipolyse. En revanche,
a long terme, la leptine réduit la lipolyse. Cependant, a la fois a court terme et a long terme,
la glycéronéogenése et son enzyme clé, PEPCK-C, sont diminuées par I'adipokine,
favorisant ainsi la libération d’AGNE. De ce fait, la leptine induit la production de NO et joue
un role essentiel dans le métabolisme des AG dans le TA. Les effets qui en résultent sont
d’éviter le stockage des lipides et d’'améliorer les dépenses d'énergie, avec un intérét dans la

prise en charge de I'obésité et ses maladies associées.
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Since the initial identification of leptin as the product of the ob gene in 1994, the signaling pathways by
which this hormone alters cell physiology have been the subject of extensive investigations. The fact that
leptin can induce nitric oxide (NO) production was first demonstrated in studies of the pituitary gland
and pancreatic islets. A large number of additional studies further showed that this adipokine stimulates
NO synthesis in multiple tissues. This review article discusses the role of leptin in NO production and its

Keywords: pathophysiological consequences. The role of this gaseous messenger in cell physiology depends on the
]I:leifrtilcnoxi de cell type, the concentration of NO and the duration of exposure. It can be either a potent oxidant or
Fatty acids a protector of cell integrity against the formation of reactive oxygen species. Leptin plays two opposing
Glyceroneogenesis roles on arterial pressure. It exerts a hypertensive effect due to sympathetic activation and a vasorelaxant
PEPCK-C effect due to NO production. This adipokine acts via NO to produce pro-inflammatory factors in cartilage

pathology, potentially contributing to an increased risk for osteoarthritis. Another well-documented role
of leptin-induced NO, acting either directly or via the hypothalamus, concerns lipid metabolism in
muscle and adipose tissue. In adipocytes, the direct and rapid action of leptin is to activate the nitric
oxide synthase IlI, which favors lipolysis. In contrast, in the long-term, leptin reduces lipolysis. However,
both in the short-term and in the long-term, glyceroneogenesis and its key enzyme, the cytosolic
phosphoenolpyruvatecarboxykinase (PEPCK-C), are down-regulated by the adipokine, thus favoring fatty
acid release. Hence, leptin-induced NO production plays a crucial role in fatty acid metabolism in adipose
tissue. The resulting effects are to prevent lipid storage and to improve energy expenditure, with possible
improvements of the obese state and its associated diseases.

© 2012 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

Leptin plays an important role in the central regulation of body
weight and its synthesis is positively correlated with the amount of
white adipose tissue (WAT) and body mass index (BMI) [1,2]. This
16 kDa adipokine is found in many tissues other than WAT such as
the stomach, placenta, bone, mammary gland, liver and muscle but
in much lower amount [3]. Leptin acts via the Ob-R receptors that
belong to the class I cytokine receptor superfamily [4]. There are six
different isoforms with identical extracellular binding domains but
with cytoplasmic domains of different lengths. These isoforms
include one soluble form (Ob-Re), four short forms (Ob-Ra, Ob-Rc,
Ob-Rd and Ob-Rf) and a long form (Ob-Rb). Ob-Rb is strongly
expressed in the hypothalamus, kidney, liver, lung, pancreas,

* Corresponding author. Tel.: +33(0)142863867; fax: +33(0)142863868.
E-mail address: claude.forest@parisdescartes.fr (C. Forest).
! Nolwenn Joffin and Fatoumata Niang contributed equally to this work.

0300-9084/$ — see front matter © 2012 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.biochi.2012.06.017

muscle and WAT and is the most important isoform for signal
transduction [3,5,6].

Leptin activates Ob-Rb phosphorylation, thereby inducing the
Janus kinase (JaK)/signal transducers and activators of transcription
(STAT) transduction pathway [5]. Through its action on the central
nervous system, leptin inhibits food intake and stimulates energy
expenditure [1,6,7]. Furthermore, it participates in reproductive
functions by increasing follicle stimulating hormone-releasing
factor (FSHRF), luteinizing hormone-releasing hormone (LHRH)
and gonadotropin-releasing hormone (GnRH) [6—9]. Additional
studies have revealed that leptin also is involved in the regulation
of a variety of several other biological functions [3,7,10—13]. The
activation of the mitogen activated protein kinase (MAPK) by leptin
results in an increase in the expression of cytokines and chem-
iokines in immune cells [3,5]. Hyperleptinemia, which is charac-
teristic of the obese state, is linked to the overexpression of
suppressor of cytokine signaling 3 (SOCS3) to limit Ob-Rb signaling
in WAT and induces leptin resistance [5,6]. This hormone also
activates both phosphatidyl-inositol-3 kinase (PI-3K) leading to
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osteoblast proliferation [14] and AMP kinase (AMPK) to prevent
fatty acid (FA) synthesis and to alter FA oxidation in the liver [15,16].
The first demonstration that leptin can induce nitric oxide (NO)
production arose from the pioneer work of Yu et al. in studies of the
pituitary gland, and from Wang et al. investigations of pancreatic
islets [17,18]. A large number of additional studies further showed
that this adipokine stimulates NO synthesis in various tissues.

2. Nitric oxide synthesis and action

NO was discovered to have a biological function as a gaseous
messenger acting on the relaxation of vascular endothelial cells.
Because of this effect it was named endothelium-derived relaxing
factor [19]. NO synthesis is the result of the expression of NO
synthases (NOS). NO synthesis from L-arginine is mediated by three
isoforms of NOS belonging to the hemoprotein family [20]. These
three isoforms were initially named in relation to their tissue
localization: neuronal NOS (n-NOS or NOS I), inducible NOS (iNOS
or NOS II) and endothelial NOS (eNOS or NOS III). NOS I and NOS III
are also found in skeletal and cardiac muscles. NOS II is mainly
located in macrophages [20]. NOS I and NOS III are constitutive,
calcium-calmodulin-dependent, regulated in a post-translational
manner by phosphorylation, palmitoylation and myristoylation
and produce a rapid and transient NO flux [21]. NOS II is inducible
by cytokines, is calcium-calmodulin-independent and produces
much higher amounts of NO as compared to NOS I or III [20].
However, the appearance of NO from the action of NOS II requires
several hours because it necessitates the induction of the gene [20].
NO is produced in vascular endothelial cells and acts in smooth
muscle cells where it activates the soluble guanylyl-cyclase and
forms cGMP leading to vasodilatation [22]. Its short half-life (3—5 s)
suggests a rapid and local role.

In cell models, NO effects can be mimicked by NO donors like S-
Nitroso-N-Acetyl-DL Penicillamine (SNAP) or Diethylenetriamine
NONOate. In contrast, Nw-nitro-r-arginine methyl ester (L-NAME)
or t-N®-monomethyl Arginine are commonly used to inhibit NOS,
whatever the isoform. Due to the quick lability of NO, its production
is difficult to evaluate. To alleviate these difficulties, the concen-
tration of nitrite in plasma and incubation media has been used as
a reflection of NO production.

The role of NO in cell physiology is complex and frequently
unclear because it depends on the cell type, the NO concentration
and the length of action [23]. In pathological conditions like obesity,
inflammation and insulin resistance, the concentrations of nitrites
in the plasma are in the micromolar range and oxidant and cyto-
toxic effects of NO are observed [24,25]. It is believed that, when
present in high amounts, NO reacts with 02 ~, a potent oxidant, to
form ONOO—, thus overriding natural antioxidants and scavengers
[25]. Large amounts of NO released in cells inactivate proteins,
leading to their degradation and to cell death [26,27]. High and
sustained levels of NO result from the induction of NOS II. Tyrosine
nitration has been suggested as the mechanism leading to the
altered protein stability and function which is associated with acute
and chronic disease pathologies [28—30]. In contrast, it seems that
at nanomolar concentrations, NO exerts anti-oxidant effects
[25,28,31,32]. For instance, in endothelial cells, activation of NOS III
rapidly provides low amounts of NO. Under these conditions, NO
protects cell integrity against the formation of reactive oxygen
species (ROS) following an oxidative stress and it inhibits peroxide-
mediated toxicity [33,34]. The action of NO depends also on the
length of exposure to the gas. A short-term exposure (<12 h) of
endothelial cells with NO donors down-regulates the expression of
the peroxisome proliferator activated receptor gamma co-activator
1 alpha (PGC-1a) [35]. In contrast, a long-term exposure (4 days)
induces PGC-1¢. in human thyroid cell line, or in cultured brown

adipocytes or L6 myotubes [36—38]. Under such conditions, NO
increases mitochondrial biogenesis and the oxidative phosphory-
lation status.

3. NO-mediated vascular effects of leptin and hypertension

NO production plays an important role in the regulation of
arterial pressure. Frithbeck originally showed that leptin exerts
a biphasic effect on blood pressure regulation [39]. The pressor
effect of sympathoexcitation induced by leptin was opposed by the
simultaneous leptin-mediated release of NO that contributed to
vasorelaxation and decrease of blood pressure. Other studies then
suggested that leptin-induced arterial relaxation was mediated by
NO released from the endothelium, and that Akt played an
important role in this process [11,40,41]. Therefore, leptin can
stimulate NO formation by directly activating NOS III, which may
account for its vasodilatation and hypotensive effects. More
recently, it was shown that leptin increases NOS II protein
expression in vascular smooth muscle cells and that the resulting
rise of NO prevents the vasoconstrictor effects of angiotensin II [42].

In contrast, NOS II is involved in insulin-resistance, but not in
hypertension and oxidative stress, in relation with obesity [43]. In
muscle, AMPK prevents NOS II induction and reduces NO produc-
tion leading to a reduced effect of insulin. AMPK activation also
suppresses the expression of the NOS II protein in cytokine-treated
adipocytes suggesting a counterbalancing role for the pathogenic
induction in atherosclerosis and obesity-linked diabetes for
example [44].

Other studies have reported the occurrence of both NO-
dependent and NO-independent mechanisms [45,46]. Obesity is
often associated with hypertension, and it has been shown that
leptin affects blood pressure by activating the sympathetic nervous
system [11,19,20,22]. When acting on the kidney, leptin exerts
opposite effects on blood pressure, either acute, due to NO
synthesis, or chronic, by affecting renal sympathetic activation
[11,45]. In the short-term, leptin increases NO production, which
inhibits renal sodium reabsorption leading to excretion of sodium
in urine. This effect is mediated, at least partially, by decreased Na+,
K+-ATPase activity in the renal medulla, and is impaired in obese
rats [47]. These effects are attenuated in spontaneously hyperten-
sive rats (SHR) and in Sprague Dawley rats fed with a cafeteria diet
[11,48]. Additionally, human leptin administered intraperitoneally
stimulates natriuresis and reduces renal medullary Na+, K+-
ATPase activity in the rat and is impaired in dietary-induced
obese rats [47]. Since obesity is associated with leptin-resistance,
the occurrence of such a resistant state in the kidney can be
postulated reasonably in the obese and, thus, could contribute at
least partly to the hypertension observed in this pathological state.
In contrast, in the long-term, leptin acts on the renal sympathetic
nervous system and increases blood pressure. It reduces natriuresis
favoring the retention of sodium which is associated with the
inhibition of NO synthesis [11]. This alteration in natriuresis could
partly explain the high blood pressure observed in the obese with
chronic hyperleptinemia [11,49]. Melanocortin of the central
nervous system (CNS), by which leptin chronically regulates blood
pressure may exert an important role. Acute studies indicate that
activation of CNS melanocortin receptors (MC3/4R), using phar-
macological agonists, raises blood pressure. Chronic blockade of
these receptors reduces blood pressure. Furthermore, studies also
suggest that in the obese, a reduced NO formation in the brain is
observed, a change that could amplify the chronic blood pressure
effects of melanocortin activation [50].

In addition, this adipokine causes the release of FA from WAT
[45,51]. This increase in FA could contribute to the development of
obesity-associated hypertension.
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Therefore, leptin plays two opposing compensatory roles on
arterial pressure with a hypertensive effect linked to sympathetic
activation and a vasorelaxant effect resulting from NO production.

4. Leptin, NO and inflammation

Leptin has a dual effect on the immune system. On the one hand,
this hormone has a protective role against infections because it
regulates T-cell proliferation and activation [52,53]. To our knowl-
edge there is still no evidence that leptin action on T-cells results in
intracellular NO production. On the other hand, this adipokine
functions as a pro-inflammatory cytokine [12,54]. There is
increasing evidence that leptin is involved in the pathogenesis of
inflammatory and autoimmune diseases like rheumatoid arthritis
[3]. NOS II is expressed in osteoarthritic cartilage and in macro-
phages in the course of obesity. Leptin alone or in combination with
other pro-inflammatory cytokines (interleukin-1 — IL-1, tumor
necrosis factor alpha — TNFa.) enhance NOS II expression in chon-
drocytes via NF-kb [55,56]. From a large standpoint, due to NOS II
expression in activated macrophages, the production of this protein
is increased in case of macrophage proliferation and infiltration in
WAT such as in obesity, diabetes and aging [12,49,53,54]. Further-
more, in chondrocytes, leptin has been shown to enhance the
inductive action of IL-1 and IL-8 on NOS II, and thus on NO
production, whereas estrogens inhibited IL-1 effects [12,53,56,57].
Therefore, leptin, acting via NO as an agent to produce pro-
inflammatory factors in cartilage pathology, could contribute to
an increased risk for osteoarthritis in obesity.

5. Leptin, NO and glucose metabolism

Leptin acts via the central nervous system to modulate glucose
metabolism in muscle and liver [58,59]. Intra-cerebro-ventricular
(ICV) or intra-venous (IV) injection of this hormone increases
glucose uptake and gluconeogenesis in the liver along with an
increase in glucose-6-phosphatase activity [60—62]. Both central
and direct effects of leptin on muscle glucose uptake have been
demonstrated [60,62]. However, conflicting results have been
observed for the action of leptin on glucose uptake and glycogen
synthesis depending upon the biological model and the presence or
not of insulin [63—66]. In the Caco2 intestinal model system leptin
rapidly inhibits glucose uptake and reduces the number of amino
acid transporters [13]. A recent report shows that leptin relieves
intestinal ischemia/reperfusion injury by promoting ERK1/2 phos-
phorylation and the NO signaling pathway [67]. It would be worth
investigating whether a similar signaling pathway is involved in
leptin action on intestinal glucose uptake and metabolism.

The potential dependence on NO for the action of leptin on
gluconeogenesis in the liver has not been evaluated yet. In contrast,
in skeletal muscle, it has been shown that following ICV injection of
leptin, L-NAME inhibits the hormone-induced glucose uptake and
synthesis of glycogen [68]. When applied directly to L6 myotubes in
culture, NO donors increase the expression of glucose transporter 4
(Glut4) via cGMP- and AMPK-dependent mechanisms [69]. Other
results have demonstrated that the genetic deletion of NOS II in
mice protects against high fat diet (HFD)-induced insulin resis-
tance, suggesting that NOS Il may cause insulin resistance through
NO-mediated tyrosine nitration of key proteins intervening in
insulin signaling such as insulin receptor beta (IRf), insulin
receptor substrate (IRS) and Akt in liver and skeletal muscle [43,70].
However, the link between leptin action, NO production and
glucose transport and oxidation remains unexplored.

Of utmost interest is the very recent discovery that a subset of
hypothalamic neurons specifically expressing both Ob-Rb and NOS
[ are key players in leptin action for the control of energy balance

and glucose homeostasis [71]. Selective genetic ablation of Ob-Rb in
this subset of neurons in mice produces hyperphagic obesity,
decreased energy expenditure and hyperglycemia. Therefore, leptin
acts through NOS-I-expressing neurons to control energy balance.
This discovery opens up a new avenue in obesity research.

6. Leptin, NO and fatty acid metabolism

A large number of studies point to leptin, acting either directly
or via the hypothalamus, as important regulator of lipid metabo-
lism. For instance in muscle, leptin stimulates FA oxidation by
activating AMPK [15]. In the liver, this adipokine decreases long
chain FA production and increases hepatic lipid export [72]. In
pancreatic beta cells, leptin blocks FA-induced apoptosis [73]. In
WAT it stimulates lipolysis and AMPK phosphorylation which leads
to a reduced expression of the acetyl-CoA carboxylase (ACC) and
fatty acid synthase (FAS) genes whereas carnitine palmitoyl trans-
ferase 1 (CPT1) gene expression is stimulated [15,51,74,75]. All
these studies suggest that leptin prevents lipid storage and
improves energy expenditure in WAT.

The evidence that NO and FA metabolism are tightly connected
originally came from the Unger group and from our group [76—78].
On the one hand, it was shown that NO is required for FA-induced
attenuation of insulin secretion in prediabetic rat islets, at least
in vitro [77]. On the other hand, Ribiére et al. demonstrated that rat
adipocytes express NOS II and NOS III and that NO donors induce
lipolysis [76,78]. Other studies highlighted the fact that NO could
also restrain lipolysis in cytokine/LPS-activated adipocytes, possibly
via oxidative modifications of key lipolytic proteins [79]. Further-
more, a diet supplemented with arginine decreases retroperitoneal
fat mass and enhances the expression of genes involved in FA
oxidation in adipocytes from obese diabetic Zucker rats [80,81].
Finally, NOS III knockout mice present increased abdominal fat
mass, dyslipidemia and are insulin-resistant [37].

The link between leptin action, NO and FA metabolism was
provided by the pioneering work of the Frithbeck group who showed
that both in vivo and in cultured adipocytes from rats, L-NAME
prevents the leptin-induced release of glycerol as a marker of
lipolysis [82]. During fasting, glycerol released from adipocytes is
taken up by the liver where it is the major substrate for gluconeo-
genesis. Aquaporin 7 is synthetized by fat cells and is reported to act
as a channel for the output of glycerol and water and to facilitate the
movement of small solutes across the adipocyte membrane [83].
While gaseous molecules have traditionally been thought to travel
from cell to cell by free diffusion through the bilayer portion of the
membrane, this does not explain their rapid physiological actions.
The recent observations that: (1) water channels can transport other
molecules besides water, and (2) aquaporins are often expressed in
tissues where gas (but not water) transport is essential suggest that
these channels conduct physiologically important gases in addition
to water. NO must traverse two lipid bilayers to exit the cells where it
is produced as well as when entering other cells. It has been shown
that aquaporins, which are integral membrane proteins that operate
as water channels, also transport NO [84]. Hence, NO could thus be
a paracrine messenger between cells. On a pathological viewpoint,
the deficiency of aquaporin 7 in adipocytes is associated with the
accumulation of glycerol-3P (G3P) in these cells, contributing to the
adult-onset obesity in mice [83].

Other studies have demonstrated that leptin enhances NO
production and lipid catabolism in the human placenta, which
provides supportive evidence for its role in placental functions [85].
In addition, leptin stimulates fatty acid oxidation in the intact heart
by a STAT-3—NO—p38 MAPK-dependent mechanism [86]. There is
now clear evidence that leptin acts via NO production in multiple
tissues.
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In 2005 Mehebik et al. partly deciphered the mechanism by
which leptin modulates NO production in adipocytes [87]. The
adipokine activates NOS III phosphorylation through MAP kinase
and PKA signal transduction which results in the production of NO.
This proposed mechanism could explain the positive correlation
between plasma nitrite levels and fat mass (see above). Insulin also
induces NOS III phosphorylation, although via a different pathway
(PI3K) [88]. These observations prompted us to analyze the
combined effects of leptin and insulin. We showed that there is
a mutual resistance following activation of NOS III [89]. Leptin
phosphorylates IRS-1, thereby inducing insulin resistance. Simul-
taneously, insulin dephosphorylates JaK-2, hence provoking leptin
resistance. The interference of signaling between these two
hormones could play a crucial role in insulin- and leptin-resistance
observed in obesity.

7. Leptin, NO and glyceroneogenesis

During fasting, circulating FAs arise from WAT as a consequence
of lipolysis of stored triglycerides. However, a significant portion of
these FAs (30—70%) is re-esterified within the adipocyte, so that
a recycling occurs and the net FA output of FA is much less than
would occur for a « true » lipolysis [90]. A balance between antag-
onistic processes, lipolysis, beta-oxidation and FA re-esterification,
control the rate of net FA release from WAT. The process of re-
esterification requires G3P, the synthesis of which involves glycer-
oneogenesis. The latter was defined 45 years ago by Hanson, Reshef
and colleagues as the de novo synthesis of G3P from pyruvate, lactate
or amino acids and its key enzyme was demonstrated to be the
cytosolic isoform of phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK-C)
[91]. Our results indicate that glyceroneogenesis is indeed important
for lipid homeostasis and that deregulation of this pathway has
profound pathophysiological effects [92]. Several nutrients,
hormones and pharmacological agents like thiazolidinediones
modulate glyceroneogenesis by altering PEPCK-C gene (Pck1) regu-
lation and PEPCK-C synthesis [93—96].

Our work shows that leptin at physiological concentrations
(10 ng/ml) and depending on the duration of treatment can cause
either an increase or a decrease in adipocyte lipolysis, and that NO
is likely involved [97]. When WAT explants were incubated with
leptin for 2 h, lipolysis was induced leading to the release of glyc-
erol and FA. However, incubation for 18 h resulted in the opposite
effect. With long-term treatment, glycerol release was indeed
reduced but FA output remained constant. This was because FA re-
esterification was also diminished as shown by a decrease in the
incorporation of radiolabeled [1-1%C]-pyruvate into neutral lipids
(glyceroneogenesis). This effect was due to a coordinated down-
regulation of the hormone sensitive lipase (HSL) and PEPCK-C
proteins. Leptin effects on lipid metabolism were mimicked by
SNAP and abolished by L-NAME, thus showing that they depend on
NO production. Hence, depending on the duration of treatment,
this adipokine can cause both an increase or a decrease in lipid
breakdown, and NO is involved in the process.

We then wondered whether PEPCK-C was an acute leptin target.
We exposed rat WAT explants to 10 ng/ml leptin for 2 h and showed
that glyceroneogenesis and PEPCK-C protein were down-regulated,
in the absence of any effect on Pck1 expression [98]. We also found
that NO was involved in this down-regulation. The rapid decrease
in the level of PEPCK-C is intriguing. Until recently, no allosteric
modifier of this enzyme was described and no factor that regulated
its rate of degradation was known. However, recent data has shown
that the acetylation of hepatic PEPCK-C results in a rapid decrease
in the level of the enzyme and supports the hypothesis that a post-
translational modification is an adequate mechanism for glucose to
rapidly repress gluconeogenesis [99,100]. Since NO exerts nitrative

and nitrosylative activities, we postulated that NO-mediated
modifications of PEPCK-C affect its stability, explaining the
reduced levels. We recently observed that the rapid leptin-induced
decrease in PEPCK-C level was correlated with an increase in
PEPCK-C nitration [98]. These observations shed important light on
the complexity of the physiological mechanisms by which body
weight is regulated in both the short- and long-term.

Previous data from our laboratory also have revealed that another
cytokine, interferon gamma (IFN-v), reduces glyceroneogenesis and
Pck1 expression [101]. IFN-y, like leptin, is able to induce NO
production [102]. We thus tested the hypothesis that IFN-y affects
PEPCK-C expression via NO and that leptin and IFN-g exert similar
mechanisms. To this end we treated WAT explants with leptin
(10 ng/ml) or/and IFN-y (50 ng/ml) for 6 h. As shown in Fig. 1A, INF-y
up-regulated NOS II mRNA whereas leptin had no effect. Both
cytokines significantly decreased PEPCK-C mRNA (Fig. 1B). Surpris-
ingly, treatment with IFN-y and leptin simultaneously, reduced IFN-
v accumulation of NOS Il mRNA and abolished the inhibitory effect of
each cytokine on PEPCK-C mRNA (Fig. 1A and B). There is no
explanation yet for this interference of action, which could arise,
however, from the difference in the origins of NO induced by these
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Fig. 1. Effects of leptin and INF-y on NOS II and PEPCK-C mRNA in rat WAT explants.
Explants were treated or not with leptin (10 pg/L) or IFN-y (50 pg/L) for 6 h in
Krebs—Ringer bicarbonate medium containing 2% bovine serum albumin. PEPCK-C and
NOS II mRNA levels were analyzed by real time RT-PCR as described [89]. Results are
normalized using 18S rRNA. The nonparametric Mann—Whitney U test for pairwise
comparisons was applied due to the small number of experiments. A value of P < 0.05
was considered statistically significant. Each value represents the mean =+ SEM, (n = 5).
**P < 0.01 vs. control; ***P < 0.001; P < 0.05 vs. IFN-y-treated explants; ““’P < 0.001
vs. IFN-y-treated explants; "°P < 0.01 vs. leptin-treated explants.
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Fig. 2. Schematic representation of the effects of leptin and INF-y on glyceroneogenesis and PEPCK-C in adipocytes. A 2 h treatment of adipocytes with leptin leads to NOS III
phosphorylation, activating it, and to NO production that reduces PEPCK-C levels probably via nitration of the protein. The resulting alteration of glyceroneogenesis induces
a decrease in fatty acid re-esterification. A 6 h treatment of adipocytes with leptin provokes a decrease in PEPCK-C gene expression without affecting the NOS II gene, whereas INF-y
reduces PEPCK-C gene expression but stimulates the expression of the NOS II gene. Leptin attenuates the effect of IFN-y on the expression of PEPCK-C and NOS II genes.

cytokines. Leptin phosphorylates NOS III, activating it which results
in a very rapid rise in NO [87]. IFN-y induces NOS II, which thus leads
to the delayed release of a large amount of NO [ 102,103]. Leptin could
nitrosylate or nitrate transcription factors that counteract the action
of IFN-y on the NOS II gene. A similar explanation could be advanced
in the case of Pck1. A summary of the effects of leptin and INF-y on
glyceroneogenesis and PEPCK-C in adipocytes is illustrated in Fig. 2.

The negative crosstalk between leptin and IFN-y described
above resemble that observed previously between insulin and
leptin signaling [89]. In any case, the treatment of WAT with
leptin, whether on a long-term or short-term basis, negatively
affects glyceroneogenesis and PEPCK-C levels, thereby limiting FA
storage.
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Fig. 3. Schematic representation of the short-term and long-term effects of leptin: role
of NO. Short-term effects are represented in green arrows and long-term effects are in
red arrows. NOS isoforms that have been clearly shown as those involved in the effects
are indicated on the corresponding arrow. The numbers in parentheses report the
references of the manuscripts that describe the corresponding mechanisms.

8. Conclusion

NO is an essential signal for the action of leptin on various
tissues, including the pituitary, beta-cells of the pancreas, immune
cells, cartilage, muscle and WAT. The NO-mediated role of leptin in
cell physiology is complex. First, this adipokine has either a central
action or a direct effect on responsive cells of the periphery. For
instance, leptin plays two opposing compensatory roles on arterial
pressure with a hypertensive effect linked to sympathetic activa-
tion and a vasorelaxant effect associated with NO production.
Second, the NO-mediated leptin effect depends on the cell type,
NOS isoforms, NO concentration and the length of leptin action
(Fig. 3). Furthermore, leptin via NO could counteract the effect of
other hormones and cytokines, such as insulin or IFN-vy, in relation
with pathophysiological conditions. For instance, a NO-mediated
decrease in fatty acid re-esterification is a pertinent mechanism
by which leptin could reduce energy storage in the obese.
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OBJECTIFS DU TRAVAIL

Effet direct de la CIT sur le métabolisme du tissu adipeux de rats agés ?

Dans une société ou I'espérance de vie s’allonge de plus en plus, il est important d’améliorer
la qualité de vie liée a la santé des personnes agées. Le vieillissement s’accompagne le plus
souvent d’une perte de masse musculaire et d'un exces de masse adipeuse associés au
développement de nombreuses pathologies chroniques et notamment le DT2. La CIT, par
son action sur les métabolismes protéique et énergétique apparait comme un candidat
intéressant dans la prise en charge des personnes agées.

En plus de son action sur le métabolisme protéique, la CIT agit sur le métabolisme
énergétique. Une analyse protéomique dans un muscle a prédominance glycolytique a
montré que la CIT modifie de maniére significative I'expression de différentes enzymes du
métabolisme du glucose (Faure et al., 2013). Au cours de travaux chez des rats agés, il a
été observé qu’un apport de CIT pendant 3 mois induit significativement une augmentation
de la masse maigre (+8 %) et une réduction significative de la masse adipeuse sous-cutanée
(-14 %) mais aussi viscérale (- 42 %) (Moinard et al., 2009). Ce résultat présente un grand
intérét compte tenu du réle délétére de la masse adipeuse viscérale dans la pathogénie du
syndrome métabolique.

Les mécanismes d’action de cet acide aminé demandent a étre précisés.

Dans l'article 1, nous avons étudié I'action de la CIT sur le métabolisme du TAB afin de
confirmer son intérét dans la prévention nutritionnelle des maladies liées a I'age. Cette étude
a eu pour objectif d’évaluer si la CIT affecte directement ou non le métabolisme du TAB dans
des explants de rats jeunes ou agés. Nous avons concentré nos études sur 3 voies
métaboliques, lipolyse, glycéronéogenése, et B-oxydation ainsi que sur les principaux géenes

impliqués dans ces différentes voies métaboliques.
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Effet direct de la CIT lié a I’dge ou la masse du TAB ?

En 2012, Wu observe dans un modele de rats diabétiques obéses ZDF alimentés par un
régime supplémenté avec du jus de pastéque qui est naturellement riche en CIT, des
modifications de la composition corporelle similaires a celles observées chez le rat agé en

2009 par Moinard et coll.

Dans l'article 2, nous nous sommes donc demandé quels étaient les réles respectifs de
I'exces de masse adipeuse et du vieillissement dans les effets directs de la CIT sur le TA. Le
but de cette étude a été d'évaluer si la CIT exerce également un effet lipolytique dans des
explants de jeunes rats sous régime riche en lipides (High-fat-diet, HFD) qui développent un
exces de masse adipeuse. En tenant compte de I'évolution parallele des processus
inflammatoires dans le TA des rats en surpoids, nous avons étudié l'implication du NO dans

les effets de la CIT sur le métabolisme des AG.

Effet de la CIT sur la protéine découplante UCP1 ?

Les articles 1 et 2 ont permis de démontrer que la CIT stimule la B-oxydation dans des
explants TA de rats jeunes mais non dans ceux de rats &gés. Dans l'article 3, nous avons
cherché a savoir si la CIT exergait un effet de brunissement du TAB de rats agés sous
régime contrdle ou de rats jeunes sous régime contréle ou sous HFD. Dans ce but, nous
avons analysé les variations de I'expression de la protéine découplante UCP 1 et de ses

principaux régulateurs transcriptionnels.
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RESULTATS

|l. Résultats complémentaires in vivo

Effet in vivo de la citrulline sur la masse des tissus adipeux épididymaire et
rétropéritonéal de rats agés sous régime enrichi en CIT pendant 3 mois.

Des rats agés de 22 mois sont nourris pendant 12 semaines soit avec un régime contenant
de la CIT a 1g.kg-1.jour-1, soit avec un régime contrdle supplémenté en acides aminés non-
essentiels (AANE). Nous montrons que le régime CIT entraine une diminution de la masse
du TA rétropéritonéal (RET) de 45% mais ne modifie pas la masse du TA épididymaire (EPI)

(Figure15). Ces résultats nous ont conduits a focaliser nos études sur le TA RET.
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Figure 15 : Effet in vivo de la CIT sur le poids corporel et la masse des tissu
adipeux épididymaire et rétropéritonéal de rats agés sous régime enrichi en
CIT pendant 3 mois.

Les rats agés de 22 mois sont nourris pendant 12 semaines soit avec un régime complété

par de la CIT a 1g.kg-1.jour-1, soit avec un régime controle supplémenté en acides aminés
non-essentiels (AANE.)
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Effet in vivo de la citrulline sur la lipolyse du tissu adipeux rétropéritonéal de
rats agés sous régime enrichi en CIT pendant 3 mois.

Aucune modification n’est observée dans la libération du glycérol et des AGNE du TA RET.

In vivo, la CIT n’a pas d’effet sur I'expression des génes codant ATGL, HSL et GyK (Figure

16).
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Figure 16 : Effet in vivo de la CIT sur la libération de glycérol et de NEFA ainsi
que sur I’expression des génes codant ATGL, HSL et GyK du TA EPI et du TA
RET de rats agés.

Les explants de TA EPI et RET des rats agés de 22 mois nourris pendant 12 semaines soit
avec un régime contenant de la CIT a 1g.kg-1.jour-1, soit avec un régime contrble ont été
incubés pendant 2h dans un milieu KREBS sans glucose avant analyse A) Effets in vivo de
la CIT sur la libération de glycérol et de NEFA dans le milieu d’incubation. Les résultats sont
exprimés en nmol.mg 'tissue.2h™ B) Effet in vivo de la CIT sur 'expression des génes codant
les enzymes clés de la lipolyse. Les niveaux d’ARNm d’ATGL, HSL et GyK ont été évalués
par RT-gPCR. Les résultats ont été normalisés en utilisant TARNm RPL13. Les résultats sont
exprimés en pourcentage du contréle et représentent le rapport entre les valeurs obtenues
chez les rats agés sous régime CIT et les valeurs obtenues chez les rats sous régime AANE,
prises comme contréle. Chaque valeur représente la moyenne + SEM de 8 expériences
indépendantes, chacune réalisée en triple.
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Effet in vivo de la citrulline sur la glycéronéogenése et sur I’expression des
genes codants PEPCK-C et PPARy2 du tissu adipeux rétropéritonéal de rats
ageés sous régime enrichi en CIT pendant 3 mois.

Nous avons étudié les effets chez le rat 4gé du régime contenant de la CIT pendant 3 mois
sur la glycéronéogenése et sur I'expression des génes codant PEPCK-C et PPARy2.
Aucune modification de lincorporation du pyruvate radiomarqué dans les lipides ni de

I'expression des génes PEPCK-C et PPARy2 du TA RET n’est observée (Figure 17).
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Figure 17 : Effet in vivo de la CIT sur la glycéronéogenése et sur I’expression
des genes codant PEPCK-C et PPARy2 du TA RET de rats agés.

Les explants de TA RET de rats agés ont été incubés pendant 2h dans du milieu KREBS
sans glucose avant analyse. A) Effet in vivo de la CIT sur la glycéronéogenése mesurée par
l'incorporation du [1-'*C]-pyruvate dans les lipides. Les résultats sont exprimés en mmol.h’
'.g'tissue (B): Effet in vivo de la CIT sur I'expression des génes codant PEPCK-C et
PPARy2 du TA RET de rats agés. Les niveaux dARNm de PEPCK-C et PPARy2 ont été
évalués par RT-qPCR. Les résultats sont exprimés en pourcentage du contrOle et
représentent le rapport entre les valeurs obtenues chez les rats agés dont le régime a été
supplémenté en CIT et les valeurs obtenues chez les rats 4gés sous régime AANE prises
comme contr6le. Chaque valeur représente la moyenne + SEM de 8 expériences
indépendantes, chacune réalisée en triple.
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Effet in vivo de la citrulline sur I'expression des génes codant des protéines
impliquées dans I'inflammation et des marqueurs de macrophages sur le tissu
adipeux rétropéritonéal de rats agés sous régime enrichi en citrulline pendant

3 mois.

La CIT diminue I'expression des ARNm des marqueurs de macrophages F4/80 (64%) et
CD68 (66%) au sein du TA RET. De plus, le régime permet de diminuer I'expression des
marqueurs de l'inflammation IL-6 (33%) et TNF-a (97%). Bien qu'’in vivo la CIT n’affecte pas
'expression des génes codant ASS et ASL, elle permet de diminuer I'expression de TARNm

NOS Il (78%) dans le TA RET (Figure 18).

[MRNA]
Percent of control

Figure 18 : Effet in vivo d’un régime enrichi en CIT sur I'expression des genes
codant des protéines impliquées dans l'inflammation et des marqueurs de
macrophages sur le TA RET.

Les explants de TA RET de rats agés sous régime enrichi en CIT pendant 3 mois ont été
incubés pendant 24 heures dans un milieu KREBS contenant 5mmol/L glucose avant
analyse. Les niveaux d’ARNm de F4/80, CD68, IL-6, TNF-a, de NOS Il ont été évalués par
RT-gPCR. Les résultats ont été normalisés en utilisant TARNm RPL13. Les résultats sont
exprimés en pourcentage du contréle et représentent le rapport entre les valeurs obtenues
chez les rats agés dont le régime a été supplémenté en CIT et les valeurs obtenues chez les
rats &gés sous régime AANE prises comme contréle. Chaque valeur représente la moyenne
+ SEM de 8 expériences indépendantes réalisées en triple.* P <0,05 vs Ctrl, ** P <0,01 vs
Ctrl
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Figure 19 : Effets in vivo de la citrulline sur le tissu adipeux rétropéritonéal de
rats agés de 22 mois alimentés pendant 3 mois avec un régime supplémenté en
citrulline.

In vivo, la CIT n'a pas d’effet sur le métabolisme mais nous observons cependant une
diminution de la masse adipeuse (Figure 19). L’enrichissement en CIT du régime alimentaire
de ces rats se fait sur un temps long et peut engendrer un état stationnaire. Nous nous
sommes donc demandé si cet acide aminé pouvait avoir des effets directs sur le TA RET a

plus court terme.
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Il. ARTICLE 2

La citrulline induit la libération des acides gras sélectivement dans le tissu

adipeux viscéral de rats agés.

Joffin N, Jaubert AM, Durant S, Bastin J, De Bandt JP, Cynober L, Moinard C, Forest C,

Noirez P.

Publication dans le journal Molecular Nutrition and Food Research Nolume 58, Issue 9,

pages 1765-1775, September 2014 DOI: 10.1002/mnfr.201400053

Contexte : Au cours du vieillissement, 'augmentation de la masse du TAV peut entrainer
des altérations métaboliques. Une alimentation enrichie en CIT réduit la masse du TA chez
les rats agés. Nous avons émis I'hypothése que la CIT pourrait agir directement sur le
métabolisme des AG dans le TA RET.

Méthodes et résultats : Un traitement avec 2,5mM CIT pendant 24 h d’explants de TA RET

de rats jeunes (2 mois) ou agés (25 mois) induit une augmentation de 50% de la libération
du glycérol et des AGNE chez les rats agés, non observée dans des explants de jeunes rats.
La forme phosphorylée de la lipase sensible aux hormones, une enzyme lipolytique clé, est
induite 1,5 fois dans les explants des rats jeunes et vieux traités a la CIT, alors que la
glycéronéogenese, qui fournit du G3P nécessaire pour la re-estérification des AG, et son
enzyme clé, PEPCK-C ont été diminués de 40-70%. En particulier chez le jeune rat, la
capacité de [B-oxydation et I'expression des génes CPT-1b et VLCAD ont été fortement
induites par la CIT. En revanche, chez les rats agés, tandis que la glycéronéogenése est
diminuée, la béta-oxydation n’est pas affectée, ce qui permet une libération accrue d’AGNE.

Conclusion : Ainsi, dans le TA RET, la CIT exerce une induction spécifique de la capacité
B-oxydative chez les jeunes rats et une stimulation sélective de libération d’AG chez les rats

agés, offrant ainsi un mécanisme d'action directe de CIT pour réduire la masse du TA.
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Scope: During aging, increased visceral adipose tissue (AT) mass may result in impaired
metabolic status. A citrulline (CIT)-supplemented diet reduces AT mass in old rats. We hypoth-
esized that CIT could directly affect fatty acid (FA) metabolism in retroperitoneal AT.
Methods and results: A 24-h exposure of AT explants from old (25 months) rats to 2.5 mM
CIT induced a 50% rise in glycerol and FA release, which was not observed in explants from
young (2 months) animals. The phosphorylated form of hormone-sensitive lipase, a key lipolytic
enzyme, was 1.5-fold higher in CIT-treated explants from old and young rats, whereas glyc-
eroneogenesis, that provides glycerol-3P requested for FA re-esterification, and its key enzyme
phosphoenolpyruvate carboxykinase, were down-regulated 40-70%. Specifically in young rats,
beta-oxidation capacity and gene expressions of carnitine palmitoyl transferase 1-b and very
long chain acyl-CoA dehydrogenase were strongly up-regulated by CIT. In contrast, in old rats,
while glyceroneogenesis was lower, beta-oxidation was not affected, enabling increased FA
release.

Conclusion: Hence, in visceral AT, CIT exerts a specific induction of the beta-oxidation capacity
in young rats and a selective stimulation of FA release in old rats, therefore providing a direct
mechanism of CIT action to reduce AT mass.
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It is of common knowledge that the distribution of adi-
pose tissue (AT) mass is altered during aging. After middle
age, subcutaneous fat mass declines whereas intraabdomi-
nal fat tends to be either preserved or enlarged [1-4]. This
situation leads to an augmented ratio of visceral to subcu-
taneous AT which is associated with an increased risk of

thases; PEPCK-C, cytosolic phosphoenolpyruvate carboxykinase;
P-HSL, phosphorylated-HSL; PPAR«, peroxisome proliferator-
activated receptor-alpha; PPARy,, peroxisome proliferator-
activated receptor-gamma 2; RET AT, retroperitoneal AT; VLCAD,
very long chain acyl dehydrogenase
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atherosclerosis and diabetes [5, 6]. Among the intraabdomi-
nal depots, epididymal and retroperitoneal AT (RET AT) are
considered as visceral depots and have been largely used for
metabolic regulation studies [3,7-10].

The AT is heterogeneous, encompassing several cell types
in addition to adipocytes [11]. Specifically, the amount of
resident macrophages increases with AT mass, causing a
chronic low-grade inflammatory state [12]. The expansion
of AT mass can be the result of either cell proliferation
followed by differentiation into adipocytes or size enlarge-
ment of preexisting adipocytes because of an increased cell
capacity to store triglycerides. The latter situation is re-
versed when lipolysis, i.e. triglyceride hydrolysis, is stim-
ulated. Adipocyte triglyceride lipase (ATGL) and hormone-
sensitive lipase (HSL) are the two main lipolytic enzymes
[13, 14]. ATGL has no known posttranslational modifica-
tion affecting its activity whereas, following phosphorylation,
phosphorylated-HSL (P-HSL) is translocated at the surface
of lipid droplets to hydrolyze triglycerides and diglycerides.
Upon lipolysis induction, nonesterified fatty acids (NEFA)
and glycerol can be released in the blood. However, un-
der such a situation, plasma NEFA concentration depends
also on other metabolic processes in addition to lipolysis.
NEFA disposal is finely regulated by re-esterification, a path-
way linked to glyceroneogenesis, for which the cytosolic iso-
form of phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK-C) is
the key enzyme, and by mitochondrial beta-oxidation [15-17].
Glycerol output is also balanced by its direct phosphoryla-
tion when glycerol kinase (Gyk) is induced. Any treatment
to fight visceral obesity would be efficient if it reduces re-
esterification and increases beta-oxidation, in addition to
stimulating lipolysis. Such a treatment would favor adipocyte
emptying.

Citrulline (CIT) is an amino acid that plays important roles
although it is not incorporated in proteins. CIT is involved in
urea production in the liver and is coupled to nitric oxide (NO)
production [18]. CIT recycling into arginine (ARG) is well de-
scribed in macrophages that express argininosuccinate syn-
thase (ASS), argininosuccinate lyase (ASL), and NO synthases
(NOS) [19]. This CIT-derived process could participate in the
cellular response to inflammation [20]. CIT is poorly present
in natural foods, except watermelon, hence dietary supple-
mentation with ARG or CIT was used to treat and prevent
human metabolic disorders [21]. However, when adminis-
tered to humans, ARG is metabolized in the liver whereas
CIT is not and therefore becomes all available [20]. CIT was
also shown to modulate protein metabolism in muscles of
malnourished aged rats [22]. Some of us recently described
thata 3-month treatment of old rats with a CIT-supplemented
diet resulted in an increased lean mass and a decreased AT
mass, particularly the visceral depot and was able to mod-
ify lipid raft structure in the brain [23, 24]. Furthermore, a
similar effect on body composition was observed by Wu and
colleagues in a model of obese ZDF diabetic rats fed with a
diet supplemented with watermelon juice which is naturally
enriched in CIT [25].
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The purpose of the present study was to evaluate whether
CIT could directly affect adipocyte metabolism in AT explants
from young and old rats. We focused our studies on lipolysis,
glyceroneogenesis, and beta-oxidation.

2 Materials and methods
2.1 Materials

Dulbecco’s PBS, DMEM, penicillin, streptomycin,
SuperScript® I First-Strand SynthesisSuperMix kit
were from Invitrogen Life Technologies (Saint Aubin,
France). RNeasy lipid tissue mini kit, Qiazol Reagent, and
DNAse set were purchased from Qiagen (Courtaboeuf,
France). [1-1*C]-Pyruvate acid, sodium salt (9.5 mCi/mmol),
and (9,10-°H) palmitic acid (60 Ci/mmol) were from
PerkinElmer (Waltham, MA, USA). Rat insulin enzyme
immunoassay kit was from Bertinpharma (SPI-BIO) (Mon-
tigny le Bretonneux, France). Glucose Assay Kit was from
Abcam (Cambridge, UK). Triacylglycerol assay kit was from
Biomérieux (Craponne, France). Hybond-N* membranes
and Amersham Hyperfilm enhanced chemiluminescent
(ECL) were from GE Healthcare Life Sciences (Velizy-
Villacoublay, France). Free Fatty Acids Half Micro test and
SYBR Green were from Roche (Meylan, France). Glycerol test
(glycerol UV-method) was from R-Biopharm (Saint Didier au
Mont d’Or, France). For Western blot analyses, SDS-PAGE
was carried out using an SDS-MOPS running buffer and
a Novex 4-12% Bis-Tris gel from Invitrogen (Villebon sur
Yvette, France). Rabbit antiHSL and anti-P-HSL antisera
were purchased from Ozyme (Saint Quentin en Yvelines,
France). Sheep anti-PEPCK-C antibody was a gift from
Professor E. Beale (Lubbock, TX, USA). Goat anti-B-actin
antibody was from Santa-Cruz Biotechnology (Heidelberg,
Germany). Nylon mesh was from Sefar (Switzerland). Fatty
acid (FA)-free albumin, sodium pyruvate and Tween 20 and
all other products were purchased from Sigma Aldrich (Saint
Quentin Fallavier, France). CIT was a gift from Citrage
company (http://www.citrage.com).

2.2 Animals

For in vivo experiments, 22-month-old male Sprague—Dawley
rats from Charles River (L’Arbresle, France) were randomized
into two groups after 2 weeks of acclimatization. In the CIT
group (n = 5) rats were fed ad libitum with standard diet
supplemented with CIT at 1 g-kg~'-d~! during 12 weeks [24].
Rats of the control group (n = 5) were fed ad libitum with
standard diet.

For in vitro experiments, 25-month-old male Sprague—
Dawley rats were a gift from Sainte Anne Hospital (Paris,
France). Two-month-old male Sprague-Dawley rats were ob-
tained from Centre d’Elevage de Rats Janvier (Berthevin,
France).
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All rats were maintained at constant room temperature
(24°C) on a 12-h-light/-dark cycle. Rats were fed a standard
balanced diet (60% carbohydrates, 16% proteins, 3% lipids,
5% vitamins and minerals, including retinol (1.98 mg/kg),
cholecalciferol (506 pg/kg), d-a-tocopherol (20 mg/kg), and
micronutrients such as calcium pantothenate, nicotinic acid,
calcium iodate, ferrous carbonate, and copper sulfate) from
Safe (Augy, France) and tap water ad libitum. Rats were anaes-
thetized and killed by decapitation.

Blood was taken from the jugular vein. Aliquots were cen-
trifuged and the supernatants were stored at —20°C for fur-
ther glucose, insulin, and triacylglycerol determination. Sam-
ples of epididymal and RET AT were removed and weighted.

The protocol for the animal studies was conducted ac-
cording to the French Guidelines for the care and use of
experimental animals.

2.3 Histology

For in vivo experiments, 5-8 g of RET AT was analyzed to mea-
sure adipocyte sizes. RET AT was removed and immediately
fixed in 4% paraformaldehyde in PBS, pH 7.4, for 48 h at 4°C.
After fixation, tissues were dehydrated in ethanol, cleared,
and finally embedded in paraffin blocks. Paraffin sections
(5-pm thick) were stained by hematoxylin and eosin and ob-
served under a microscope (Zeiss, Germany). Adipocyte size
was analyzed by using an image processing software (Image],
http://rsbweb.nih.gov/ij/index.html) with the determination
for all adipocytes on a tissue section of minimal Feret diam-
eter (corresponding to the lowest length of two parallel lines
that just touch each side of the cell).

2.4 Rat AT explants

For in vitro experiments, RET AT from rats was removed for
analyses. About 200 mg of tissue were cutin about 20 mg frag-
ments and cultured in Krebs Ringer buffer saline (KREBS)
medium (0.63% NaCl, 0.32% KCl, 0.014% CacCl2, 0.015%
KH2PO4, 0.025% MgS04, 0.2% NaHCO3) containing 5 mM
glucose at 37°C in 10% CO,. At 6 h, KREBS medium was
renewed with 5 mM glucose. At 24 h of incubation, KREBS
medium was renewed with 5 mM glucose with or without
2.5 mM CIT (this dose was chosen because it corresponds
to the plasma CIT concentration observed after CIT supple-
mentation [22]). Explants were treated by CIT for 8or 24 h
then frozen before further studies [26].

2.5 Isolation of adipocytes from AT

Isolated RET adipocytes were prepared as previously de-
scribed [27]. Once digestion was complete, samples were
passed through a sterile 250 wm nylon mesh. Then the
floating adipocytes-enriched fraction was washed three times
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with KREBS medium containing 3% bovine serum albumin
(BSA). The supernatant (adipocytes) was placed in Qiazol ly-
sis reagent and kept at —80°C for later RNA extraction.

2.6 Culture and differentiation of 3T3-F442A
adipocytes

3T3-F442A preadipocytes were grown to confluence in
DMEM containing 25 mM glucose, 200 IU/mL penicillin,
50 mg/L streptomycin, 2 mg/mL biotin, and 4 mg/L pan-
tothenate supplemented with 10% newborn calf serum. Cells
were cultured at 37°C in a 10% CO, incubator. At confluence,
newborn calf serum was changed to fetal bovine serum and
20 mM insulin was added to the medium named differenti-
ation medium as described previously [28]. Culture medium
was changed every 2-3 days. For experiments, medium was
replaced by insulin-deprived regular medium 24 h ahead of
the treatment with CIT. After 8 or 24 h of treatment with CIT,
RNA and protein were frozen for further analyses.

2.7 Glycerol and FA release

2.7.1 Culture of explants from in vivo
CIT-supplemented rats

Two hundred milligrams of tissues from CIT-supplemented
or control rats were cut into fragments of about 20 mg and
cultured in KREBS medium, glucose 5 mM, as described pre-
viously[9]. The medium was changed at 6 h. To study lipolysis,
medium was changed with KREBS glucose-free medium con-
taining 2% FA-free BSA and 5 mM pyruvate. Two hours later,
the incubation medium was recovered for the estimation of
lipolytic NEFA and glycerol.

2.7.2 Culture of explants from nonsupplemented
rats

Two hundred milligrams of tissue were cut into fragments
of about 20 mg and cultured in KREBS medium glucose
5 mM. The medium was changed at 6 h. Two hours later, the
medium was replaced with KREBS medium, 5 mM glucose,
containing or not 2.5 mM CIT. At 24 h of incubation, the
medium was replaced with KREBS, glucose-free medium,
containing 2% FA-free BSA and 5 mM pyruvate. Two hours
later, the incubation medium was recovered for the estima-
tion of lipolytic NEFA and glycerol.

2.7.3 3T3 F442A adipocytes
One million 3T3 F442A adipocytes was treated or not with
2.5 mM CIT for 24 h. Then, the medium was replaced with

KREBS glucose-free medium containing 2% FA-free BSA and
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5 mM pyruvate. Two hours later, the incubation medium was
recovered for the estimation of lipolytic NEFA and glycerol.

2.8 Glyceroneogenic flux

To investigate the proportion of re-esterification of NEFA,
glyceroneogenic flux was followed by the incorporation of
“C from [1-!*C]-pyruvate into neutral lipids, followed by
lipid extraction as described previously [9, 26]. AT explants
(200 mg) were incubated in KREBS medium 5 mM glu-
cose with or without 2.5 mM CIT for 24 h, then media
were changed and explants were incubated at 37°C under
10% CO, for 2 h with KREBS glucose-free medium contain-
ing 2% FA-free BSA and 5 mM pyruvate. [1-“C]-Pyruvate
(9.5 mCi/mmol) was used at an isotopic dilution of 1/250.
At 2 h of incubation, each sample was rinsed and frozen
in liquid nitrogen before lipid extraction, according to the
simplified method of Bligh and Dyer [29]. The subsequent
[1-1*C]-pyruvate incorporation was estimated by counting the
radioactivity associated with the fragments [9, 26].

2.9 Beta-oxidation

Palmitate oxidation rates from RET AT (100 mg) were as-
sessed after 24-h incubation in the presence or absence of
CIT. Tritiated water release experiments were carried out in
triplicate as previously described [30]. Cultured explants layers
were washed three times with PBS and 200 pL of (9,10->H)
palmitic acid (60 Ci/mmol) bound to FA-free albumin (final
concentration: 125 wM, palmitate:albumin 2:1) were added
per well. Incubation was carried out for 2 h at 37°C. After
incubation, the mixture was removed and added to a tube
containing 200 w.L of cold 10% trichloroacetic acid. The tubes
were centrifuged 10 min at 3300 x g at 4°C and aliquots of
supernatants (350 w.L) were removed, mixed with 55 pLof 6 N
NaOH, and applied to ion-exchange resin. The columns were
washed with 1.7 mL of water and the eluates were counted.

2.10 RNA extraction, cDNA synthesis, and real-time
RT-gPCR

Total RNA was extracted from RET AT and isolated
adipocytes. RNA was quantified by spectrophotometric Nan-
odrop (ND-1000; Nyxor Biotech). Total RNA (500 ng) was
reverse transcribed using SuperScript® I11 First-Strand Syn-
thesisSuperMix kit. Samples of cDNA were diluted 1:40, am-
plified, and used for RT-qPCR measurements using SYBR
Green. RT-qPCR was performed in the LightCycler1536
instrument (Roche) as follows: 75°C for 2 min, 95°C for
10 min, 40 cycles of denaturation (95°C for 15 s to the de-
naturation, 60°C for 30 s to the annealing, 72°C for 30 s
to the extension). Results were analyzed with the LightCy-
cler1536 software from Roche. Ribosomal RPL13 RNA was
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Table 1. Primer sequences of RNA

RNA Forward (5’ 3') Reverse (5’ 3')

(A) Rat primer sequences of RNA tested in RT-qPCR.

Cd68 Agagcaggtcaaggtgaacag Agggtggaagaaaggtaagc
Cptlb  Acaatgggacattccaggag Aaagactggcgctgctca
Emr1 Gtggaggatggggatggac Acaacaggaaggtggctatgg
IL6 Ttggatggtcttggtccttagecc  Tcctaccccaacttccaatgcete

Nos2 Cccagagcctctagacctcaa Catggtgaacacgttcttgg
Ppara  Aagccatcttcacgatgctg Tcagaggtccctgaacagtg
Pparg  Ttatgctgttatgggtgaaa Caaaggaatgggagtgtc
Rpl13  Tggcaggggcttcag Tgggcatcacaggtcc
Tnf Gcettggtggtttgctacgac Actgaacttcggggtgattg
Acadvl Tgaatgaccctgccaag Ccacaatctctgccaagce

(B) Murin primer sequences of RNA tested in RT-qPCR.
Cpt1b  Ttccgacaaaccctgaagct Taagatctgggctatctgtgtce

Ppara  Aagccatcttcacgatgctg Tcagaggtccctgaacagtg
Pparg  Ttatgctgttatgggtgaaa Caaaggaatgcgagtggtc
Rpl13  Ggatccctccaccctatgaca Ctggtacttccacccgacctc
Acadvl Tgaatgaccctgccaag Ccacaatctctgccaagce

The abbreviations of the genes, their 53" nucleotide sequences
of the forward and reverse primers are presented.

used to normalize cDNA. Quantification of mRNA was car-
ried out by comparing the number of cycles required to reach
reference and target threshold values (27® =) method) as
described previously [31]. Sequences of the rat sense and anti-
sense nucleotides corresponding to the different tested genes
are presented in Table 1.

2.11 Western blot

Protein fractions were prepared from AT explants in a buffer
containing 10 mM HEPES pH 7.9, then separated by SDS-
PAGE, transferred to nitrocellulose filters, and blocked with
3% BSA in PBS containing 0.05% Tween 20. Blots were incu-
bated with 1:1000, 1:1000, 1:2500, and 1:500 dilutions for the
HSL, P-HSL, PEPCK-C, and B-actin antisera, respectively.
For PEPCK-C detection, bound antibodies were visualized
using ECL according to the manufacture’s instruction. Blots
were exposed to Hyperfilm and signals were quantified by
scanning densitometry. For B-actin, HSL, and P-HSL, the
Odyssey method was used for detection, following the proce-
dure described by the manufacturer (Li-COR). Quantitative
results of Western blotting were obtained by densitometry
using Image]J software.

2.12 Statistical analysis

Data are presented as means + SEM. Each independent ex-
periment was carried out in triplicate. Statistical analyses
were carried out using the nonparametric Mann-Whitney U-
test for pairwise comparisons which was applied due to the
small number of experiments (n < 10). *p < 0.05 versus Ctrl;
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Table 2. Anthropometric and biological parameters of young and

old rats
Young Old
N=5 N=5
Body weight (g) 256 + 5 651 &+ 157"

Epididymal AT weight (g) 4.40 + 045 9.00 + 0.43""
Retroperitoneal AT weight (g) 4.5 4+ 0.80 19.08 + 2.70""
Glycemia (mM) 5.42 + 0.10 5.73 £+ 0.28
Insulinemia (ng/mL) 0.249 + 0.022 0.286 + 0.023
Triacylglycerol (g/L) 1.52 £ 0.09 1.55 + 0.21

Two-month-old male young rats (n = 5) and 25-month-old male
rats (n = 7) were under a standard balanced diet. Blood samples
and adipose tissue were collected for analyses. Data are means
+ SEM.

**p < 0.01 versus young.

ek

*p < 0.01 versus Ctrl; ***p < 0.001 versus Ctrl. A value of
p < 0.05 was considered as significant.

3 Results
3.1 Body and metabolic parameters

Old rats presented a significant higher body weight than
young animals (Table 2). The weight of both epididymal and
RET AT increased in old rats in comparison with young an-
imals. Furthermore, the ratio of RET AT to body weight in-
creased with age from 1.8 to 2.9% whereas that of epididymal
AT remained similar (1.7 versus 1.4%). Thus, we decided to
focus our studies on RET AT. Interestingly, young and old
rats used in this study had similar blood glucose, insulin, and
triglyceride levels (Table 2).

3.2 In vivo effect of CIT in AT from old rats

We studied the lipolytic effects of CIT in RET AT explants
from old rats maintained for a long-term (3 months) under
the CIT-supplemented diet or the control diet.

As described in Fig. 1, the release in the incubation
medium of glycerol and NEFA from explants of CIT-treated
rats remained unchanged. However, adipocyte size was sig-
nificantly lower in CIT-supplemented rats than in controls.

3.3 Invitro effect of CIT in AT from young and old
rats

We investigated the effect of CIT on RET AT explants from
young (2 months) and old rats (25 months). A concentration
of 2.5 mM CIT was chosen to mimic the plasma concentration
of this amino acid in rats supplemented with CIT [22]. We
determined the glycerol and NEFA concentrations in the cul-
ture medium of explants maintained for 24 h in the presence
of CIT. As shown in Fig. 2A, a significant increase in glycerol
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Figure 1. Effect of CIT in RET AT explants from old rats main-
tained for 3 months under the CIT-supplemented diet. (A) Glycerol
and NEFA release from RET AT explants of old rats. Twenty-two-
month-old rats were fed either a chow supplemented with CIT,
1 g-kg~'-day~', or a control diet for 12 weeks. Explants of RET
AT were prepared and incubated for 24 h as described in Ma-
terials and Methods for the determination of glycerol and NEFA
concentrations. Results are expressed in percent of control and
each value represents the mean + SEM from five independent
experiments, each carried out in triplicate. In control rats, abso-
lute values were 4.51 & 1.35 nmol-2 h~"-mg~" tissue for glycerol,
and 2.94 + 0.38 nmol-2 h~"-mg~" tissue for NEFA. (B) Histological
hematoxylin staining of RET AT from 25-month-old rats fed either
a chow supplemented with CIT, 1 g-kg~'-day~" or a control diet
for 12 weeks. (C) Frequency distribution of adipocyte size (mini-
mal Feret’s diameter) from RET AT of the same rats as in B. CIT
treatmentinduced a significant (***p=2.2 x 10~'%, Kolmogorov—
Smirnov test) shift toward smaller size in adipocyte distribution.

(48%) and NEFA (45%) release in the incubation medium oc-
curred selectively in old rats. The protein concentrations per
gram of tissue were identical whether explants were treated
or not with CIT (data not shown).

In addition to the total ATGL and HSL amounts, we de-
termined the proportion of P-HSL. We observed that a 24-h
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Figure 2. Effect of CIT on glycerol and NEFA release and on
phosphorylated-HSL (P-HSL) of RET AT explants from young and
old rats. (A) Glycerol and NEFA concentrations in culture medium
of RET AT explants, from young (2-month-old) and old (25-month-
old) rats, treated or not for 24 h with CIT 2.5 mM. In young rats,
absolute values were 4.54 + 0.60 nmol-2 h—'-mg~" tissue for glyc-
erol and 3.13 4+ 0.48 nmol-2 h~".mg~" tissue for NEFA. In old
rats, absolute values were 4.61 = 0.44 nmol-2 h-".mg~" tissue for
glycerol and 2.90 + 0.89 nmol-2 h~"-mg~" tissue for NEFA. Re-
sults were expressed in percent of control (Ctrl) and each value
represents the mean + SEM from five to seven independent ex-
periments, each carried out in triplicate. Histograms of P-HSL
represent the mean + SEM of the quantification of four West-
ern blots carried out from different explants. (B) Representative
autoradiogram of four Western blots of total HSL and P-HSL in
explants from young and old rats, at 24 h of exposure or not (Ctrl)
to CIT. *p < 0.05 versus Ctrl; ***p < 0.001 versus Ctrl.

exposure to CIT did not modify ATGL (data not shown), while
this treatment induced P-HSL in explants from both young
(58%) and old (50%) rats (Fig. 2B).

The fact that neither glycerol nor NEFA output was mod-
ified by CIT in AT from young rats, while P-HSL was in-
creased, suggesting that lipolysis occurred, was puzzling.
Glycerol could be reused if Gyk was induced. Using RT-qPCR,
we monitored Gyk mRNA in CIT-treated explants versus con-
trols. GK gene expression presented a twofold induction in
ClIT-treated explants from young rats whereas it remained
unchanged when old rats were used (data not shown).

The release of NEFA from AT strongly depends on their in-
tracellular utilization which is modulated by re-esterification
and beta-oxidation. Accordingly, we first monitored glycero-
neogenesis as the first step in FA re-esterification, evaluated
by the incorporation of [1-'*C]-pyruvate into neutral lipids.
In the presence of CIT, glyceroneogenesis was found sig-
nificantly attenuated (46 and 34%) in AT from young and
old animals, respectively, when compared with untreated ex-
plants (Fig. 3A). Since PEPCK-C is the key enzyme of glyc-
eroneogenesis, the amount of this protein was determined
by Western blot analysis. As expected, a 24-h exposure to
CIT reduced PEPCK-C amount in explants from both young
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Figure 3. Effect of CIT on glyceroneogenesis and on PEPCK-C
amount in RET AT explants from young and old rats. (A) Explants
from young (2-month-old) and old (25-month-old) rats were incu-
bated or not (Ctrl) with CIT 2.5 mM for 24 h before measuring the
incorporation of [1-'*C]-pyruvate into neutral lipids, as described
in Materials and Methods. Control (Ctrl) values were 14.47 + 1.53
nmol-h~'.g~" for young rats and 17.05 + 1.4 nmol-h~'.g~" for old
rats. Results were expressed in percent of control (Ctrl), and each
value represents the mean + SEM from five to seven independent
experiments, each carried out in triplicate. Histograms of cytoso-
lic phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK-C) represent the
mean + SEM of the quantification of four Western blots carried
out from different explants. (B) Representative autoradiogram of
four Western blots of PEPCK-C in explants from young and old
rats, at 24 h of exposure or not (Ctrl) to CIT. *p < 0.05 versus Ctrl;
**p < 0.01 versus Ctrl.

(68%) and old (74%) rats (Fig. 3B). Thus, CIT reduced NEFA
re-esterification in RET AT from both ages.

The above results can explain the increased NEFA release
in the medium of explants from old rats but cannot account
for the absence of NEFA output in young rats. Thus, we
investigated the beta-oxidation capacity of the explants under
the same conditions of exposure to CIT. Results show that
CIT induced palmitate oxidation rates about threefold in AT
from young rats (Fig. 4, insert). In contrast, beta-oxidation
did not change in response to CIT in AT from old rats.

Therefore, in young rats, the glyceroneogenic flux is re-
duced and the beta-oxidation capacity is augmented, opening
an explanation for the apparent absence of CIT effect on net
NEFA output. In contrast, in old rats, while glyceroneogen-
esis is reduced, beta-oxidation is not affected, thus resulting
in an increased NEFA release in the medium (Fig. 2A).

3.4 Effects of CIT on metabolic protein-encoded
genes

We first evaluated the stability of the expression of the series
of genes involved in the metabolic processes under study.

Although large variations occurred in some of these genes
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Figure 4. Effect of CIT on beta-oxidation and on the expression
of genes coding for proteins involved in beta-oxidation and in mi-
tochondrial biogenesis. Explants from young (2-month-old) and
old (25-month-old) rats were incubated or not (Ctrl) with CIT
2.5 mM for 8 or 24 h. Carnitine palmitoyl transferase 1-b (CPT1-
b), very long chain acyl-CoA dehydrogenase (VLCAD), peroxi-
some proliferator-activated receptor-alpha (PPARa), peroxisome
proliferator-activated receptor-gamma 2 (PPARYy,) transcript lev-
els were evaluated by RT-qPCR. Results were normalized using
RPL13 mRNA. Results are expressed in percent of control (Ctrl)
and each value represents the mean + SEM of five to seven in-
dependent experiments carried out in triplicate. Insert: Explants
were incubated or not (Ctrl) with CIT for 24 h before following
the incorporation of 3H,0 from (9,10-3H)-palmitate as described
in Materials and Methods. Each value represents the mean +
SEM of four independent experiments carried out in triplicate.
*p < 0.05 versus Ctrl; **p < 0.01 versus Ctrl; ***p < 0.001 versus
Ctrl.

between their expression in freshly isolated tissues and at
24 h of incubation, no significant modifications were de-
tected later on (data not shown). Hence, the expression of
these genes remains satisfactorily stable in control explants
whether obtained from young or old rats.

Then, we monitored the expression levels of genes cod-
ing for proteins involved in beta-oxidation in AT explants
from young and old rats treated for 8or 24 h with 2.5 mM
CIT. Selectively in young rats, CIT induced the expression of
carnitine palmitoyl transferase 1-b and very long chain acyl
dehydrogenase mRNA to reach, respectively, 177 and 251%
at 8 h and 208 and 719% at 24 h (Fig. 4).

We then wondered whether the expression of peroxi-
some proliferator-activated receptor-alpha (PPAR«) and per-
oxisome proliferator-activated receptor-gamma 2 (PPARvys;)
were affected by CIT. These two transcription factors play im-
portant roles on metabolic and oxidative genes in adipocytes.
We observed a large CIT-induced increase in PPARa mRNA
selectively in explants from young rats (Fig. 4). In contrast,
the Pparg gene was down-regulated by CIT whatever the age
of the animals and the time of treatment, with a stronger
effect in old rats (Fig. 4).
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3.5 Effects of aging and CIT on inflammatory
protein-encoded genes

The impact of aging and of CIT on the expression of genes
involved in inflammation was analyzed in RET AT explants
from young and old rats. The expression of the genes coding
for two macrophage markers—F4/80 and CD68—was both
raised about eightfold (Fig. 5A) in explants from old rats com-
pared to young rats. The mRNAs encoding the inflammatory
markers—interleukin-6 and tumor necrosis factor alpha—
were also increased, respectively, about fourfold and threefold
with aging. In addition, Nos2 gene expression was stimulated
about twofold in old versus young rats (Fig. SA). A 24-h treat-
ment of explants with CIT affected neither the expression
of macrophage markers nor that of inflammatory markers
whatever the age of the rats (Fig. 5B). In contrast, CIT up-
regulated NOS II mRNA (270%) selectively in AT explants
from old rats (Fig. 5B).

3.6 Effects of CIT in cultured adipocytes

AT is heterogeneous, comprising fibroblasts, endothelial cells
of capillaries, resident macrophages, and lymphocytes, in
addition to adipocytes. To evaluate the effect of CIT on
adipocytes, we used the adipocyte cell line 3T3-F442A. Twelve
days after confluence, cells were differentiated into adipose-
like cells. When treated with 2.5 mM CIT for 8 and 24 h, these
cells did not release additional glycerol and NEFA in the cul-
ture medium, when compared to controls (Fig. 6A). In con-
trast, 8-(4-chlorophenylthio)adenosine 3’,5'-cyclic monophos-
phate sodium salt, a well-known lipolytic agent, induced
glycerol and NEFA output about twofold, as expected [32].
However, as in RET AT (Fig. 2), CIT increased HSL phos-
phorylation and down-regulated PEPCK-C amount (Fig. 6A).
3T3-F442A adipocytes, such as RET AT from young rats,
responded to CIT by a large induction of CPT-1b mRNA
both at 8 and 24 h (Fig. 6B). Acadvl, gene expression was
up-regulated about twofold only at 24 h whereas PPAR« in-
creased already at 8 h. In contrast, PPARYy, transcript was
strongly down-regulated both at 8 and 24 h (Fig. 6B).

4 Discussion

Our data show that a CIT-enriched diet administered to old
rats for 3 months induces a decrease in adipocyte diameter
of RET AT, in line with the original demonstration that the
CIT-rich watermelon juice reduces RET AT mass in ZDF
rat [25]. However, watermelon juice contains other nutrients
(e.g. lycopene) with pharmacological properties. Thus, our
study clearly shows the specific effect of CIT. The action of
CIT in old (25-month-old) and young (2-month-old) rats is
somewhat different. Selectively in AT explants from old rats,
CIT induces FA and glycerol release in the culture medium.
FA and glycerol output are considered as the hallmarks of

www.mnf-journal.com



1772 N. Joffin et al. Mol. Nutr. Food Res. 2014, 58, 1765-1775

A B 400. YOUNG oLD
S £ 300-
5 5
e e
€2 & S 200/
ET £t
- o - o
S S
a & 100;
0.
R RY S» 9,8 0
S &8 & S
&P \"«w\“‘\o & \\’«e“éo%

Figure 5. Effect of aging and of CIT on the expression of genes coding for proteins involved in macrophage markers and in inflammation
F4/80, CD68, interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor alpha (TNF-a), nitric oxide synthase 2 (NOS Il) mRNA levels were evaluated by
RT-qPCR. Results were normalized using RPL13 mRNA. (A) Effect of aging. Explants from young (2-month-old) and old (25-month-old) rats
were incubated in the absence of CIT for 24 h. Results represent the ratio of the values obtained in old rats versus the values obtained
in young rats, taken as controls. (B) Explants from young (2-month-old, n = 5) and old (25-month-old, n = 7) rats were incubated or not
(Ctrl) with CIT 2.5 mM for 24 h. Results are expressed as percent of control and represent the mean + SEM of five to seven independent
experiments carried out in triplicate. *p < 0.05 versus Ctrl; **p < 0.01 versus Ctrl; ***p < 0.001 versus Ctrl.

lipolysis. However, FA and glycerol that originate from triglyc-
eride breakdown can be immediately metabolized in intra-

proportion of lipid droplet-linked ATGL could be increased,
although such a hypothesis requires further work. In addi-

cellular pathways, therefore preventing their release. Such a
situation appears to occur here. Whatever the age of the rat,
CIT is lipolytic since it significantly increases the amount

tion, Gyk mRNA is also up-regulated by CIT specifically in
explants from young rats (unpublished results), thus giving a
clue for the lack of increase in glycerol output in CIT-treated

of P-HSL, the active form of this key lipolytic enzyme. The

explants. The demonstration that glyceroneogenesis is de-
total ATGL amount did not vary in response to CIT but the

creased together with the CIT-induced down-regulation of
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Figure 6. Effect of CIT on differentiated 3T3-F442A adipocytes. (A) Glycerol and NEFA concentrations in the culture medium of 3T3-F442A
cells, incubated or not (Ctrl) with CIT 2.5 mM for 24 h. Values are expressed in percent of control (Ctrl). In Ctrl, absolute values were 4.42 +
0.19 nmol/2 h/u.g protein for glycerol, and 3.02 + 0.12 nmol/2 h/pg protein for NEFA. (B) Representative autoradiogram of four Western blots
of total hormone-sensitive lipase (HSL) and phosphorylated-HSL (P-HSL) expression and of cytosolic phosphoenolpyruvate carboxykinase
(PEPCK-C) protein levels in 3T3-F442A adipocytes, at 24 h of exposure or not (Ctrl) to CIT. (C) Effects of CIT on the expression of metabolic
genes coding for proteins involved in beta-oxidation and mitochondrial biogenesis in 3T3-F442A adipocytes, treated or not (Ctrl) for
8or 24 h with 2.5 mM CIT. Carnitine palmitoyl transferase 1-b (CPT1-b), very long chain acyl-CoA dehydrogenase (VLCAD), peroxisome
proliferator-activated receptor-alpha (PPARa), peroxisome proliferator-activated receptor-gamma 2 (PPARy,) mRNA levels were evaluated
by RT-qPCR. Results were normalized using RPL13 mRNA. Results are expressed as percent of control (Ctrl) and represent the mean +
SEM of four independent experiments carried out in triplicate. *p < 0.05 versus Ctrl.
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its key enzyme, PEPCK-C, strongly suggests that this amino
acid reduces re-esterification of lipolytic FA into triglycerides
[26]. CIT-induced reduction of PEPCK-C level is concomi-
tant with a decrease in the expression of its mRNA (data not
shown). This is consistent with the fact that the expression of
PPARYj,, a key transcription factor controlling Pck1 expres-
sion, was found to be strongly down-regulated in response to
CIT in both young and old rats.

While an increased FA output occurs in AT from old rats,
this effect was not observed in young animals. Although the
basal beta-oxidation capacity in RET AT is not statistically
different between young and old rats, its induction by CIT oc-
curs selectively in AT from young rats. This process probably
compensates the observed reduction in FA re-esterification,
thus potentially explaining the absence of induction of FA re-
lease in young rats. Altogether, these results suggest that CIT
augments FA beta-oxidation, in line with the up-regulation
of Cptlb, Acadvl, and Ppara expressions in AT from young
rats. Increased levels of acylcarnitine and carnitine were re-
ported to follow elevations in CIT in neonates with intra-
hepatic cholestasis caused by citrin deficiency [33]. Since a
carnitine-supplemented diet increases beta-oxidation in mus-
cle, due to acetylcarnitine efflux from mitochondria to cytosol,
such a mechanism could be one of the causes of CIT effect in
AT [34]. If it were so, the combined supplementation with CIT
and carnitine could be an original approach to treat metabolic
disorders. Further works are required to clarify this point.

We made the hypothesis that the age-dependent CIT ef-
fect on beta-oxidation could be the result of a differential
CIT-induced NO production. For NO production with CIT
as a substrate, ASS and ASL are required [19]. Although
Ass and Asl are expressed in RET AT, these mRNAs are be-
low the level of detection by RT-qPCR in isolated adipocytes
from this AT (unpublished results from our group). Hence,
adipocytes are not NO producers from CIT as a substrate.
However, AT is made of several cell types in addition to
adipocytes, including endothelial cells of vessels and resi-
dent macrophages in which ASS and ASL are present in large
amount[19,20]. Therefore, both cell types can synthetize ARG
from CIT, which in turn can produce NO from NOS III and
NOS II, respectively [27]. It is well known that the number
of macrophages increases in AT with aging and gain of fat
mass [12, 35]. We show here that macrophage markers are
strongly up-regulated with age in RET AT. Therefore, NO
production from AT-resident macrophages could indeed be
increased with aging. Another observation is that CIT induces
Nos2 expression selectively in AT from old rats. This effect is
in line with studies pointing out the ability of CIT to favor NO
production. Hence, in vitro, CIT enhanced NOS III expres-
sion in endothelial cells [36]. Furthermore, in endotoxemic
rats, CIT administration increased phosphorylation of NOS
I1I in enterocytes [37]. Such a synergy could favor a large in-
crease in NO production in this AT, compared with a weaker
NO synthesis from NOS III in explants from young animals.
NO could then easily diffuse toward adipocytes and affect FA
metabolism, with a noteworthy effect on beta-oxidation. Such
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a hypothesis would mean that high NO production would be
deleterious for beta-oxidation whereas low amounts of NO
favor beta-oxidation in agreement with previously published
observations [38,39]. A similar opposite effect of low and high
productions of NO on leptin action was also demonstrated
(9,40, 41].

Altogether our results provide a metabolic explanation for
the reduction in adipocyte size observed in RET AT from
in vivo CIT-supplemented old rats for 3 months. Previously
published observations demonstrated that dietary L-ARG sup-
plementation reduced AT mass by down-regulating the ex-
pression of genes that encode lipogenic enzymes [25,42]. This
down-regulation is concomitant with an increase in skeletal
muscle and brown fat mass in obese rats [42,43]. Other data
showed that, in old malnourished rats, a CIT-supplemented
dietinduced a rise in protein content in muscle [22]. Although
ARG and CIT were shown to significantly affect AT mass in
vivo, no data of a direct CIT effect on AT was available. Our
results demonstrate that CIT is able to act directly on adipose
cells.

The increase in NEFA output triggered by CIT appears in
line with the study of Faure et al. that demonstrated that CIT
supplementation to malnourished old rats stimulated muscle
energy metabolism [44]. Accordingly, it can be thought that
potential deleterious effects of the rise in circulating glycerol
and NEFA could be counteracted by the lipo-oxidative action
of CIT in nonadipose cells, particularly in muscle cells. Of par-
ticular interest is the observation that in AT from young rats
and in 3T3-F442A cells, CIT directly induces the mitochon-
drial beta-oxidation, and therefore exerts a direct protector
role. Altogether, this metabolic action of CIT in the young
rat sounds as a favorable mechanism to limit lipid storage
and to facilitate fat burning. In advanced age, fat depots are
redistributed, leading to an increased ratio of visceral to sub-
cutaneous fat mass [1, 2, 6]. The CIT-induced reduction of
fat deposit in RET AT could prevent this increase in ratio of
visceral to subcutaneous fat, and hence could limit the associ-
ated pathological risks (e.g. diabetes, cardiovascular diseases)
related to aging. In obesity, the rise in AT mass also affects
predominantly visceral fat, and CIT effects in this pathophys-
iological situation remain an opened question.
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lll.Résultats complémentaire in vitro chez le rat 4gé

Effet in vitro de la CIT sur I’expression des genes du métabolisme par le tissu
adipeux rétropéritonéal de rats jeunes et de rats ageés.

La figure 20 montre les effets de la CIT a 8h et 24h de traitement. Alors que la CIT diminue
I'expression de 'ARNm de la leptine chez le rat agé dés 8h (71%), elle augmente en
parallele I'expression du gene codant I'adiponectine (274%). Aucun effet n’est observé sur

I'expression des autres génes par le traitement CIT (Figure 20).
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Figure 20 : Effet de la CIT sur I'expression des génes du métabolisme du tissu
adipeux rétropéritonéal de rats jeunes et de rats agés.
Les explants de TA RET de rats jeunes et agés sont traités ou non avec la CIT a 2,5mM
pendant 8h ou 24h. Etude des effets de la CIT sur les génes codant pour I'aquaporine 7
(AQY7), la nitric oxide synthase 3 (NOS lll), la leptine, I'adiponectine du TA RET de rats
jeunes et agés. Les ARNm ont été évalués par RT-qPCR. Les résultats ont été normalisés
en utilisant ’TARNm RPL13. Les résultats représentent le rapport entre les valeurs obtenues
pour les explants de TA RET de rats jeunes ou agés traités par la CIT et les valeurs
obtenues pour les explants de TA RET de rats jeunes ou agés non traités prises comme
contrble. Les résultats sont exprimés en pourcentage du contrdle et représentent la
moyenne + SEM de 7 expériences indépendantes réalisées en triple. ** P < 0,01 vs Ctrl.
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Effets in vitro de la CIT sur les explants de tissu adipeux rétropéritonéal de rats
ageés dans des conditions de culture riche en acides aminés.

Nous avons voulu savoir si dans des conditions de culture en DMEM, un milieu contenant
d’autres acides aminés, la CIT pouvait agir de la méme maniére sur le métabolisme du TAB.
Nous avons utilisé soit un milieu DMEM 10 % CO, soit un milieu KREBS 5% de CO, Nous
montrons que la CIT augmente la concentration de glycérol et de NEFA dans les deux
conditions d’incubation. La CIT diminue la glycéronéogenése quel que soit le milieu

d’incubation des explants de TA RET (Figure 21).
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Figure 21 : Effets in vitro de la CIT sur le métabolisme des explants de TA RET
de rats agés dans d’autres conditions de cultures.

Les explants de TA RET de rats agés sont incubés pendant 24h dans un milieu DMEM 10%
de CO; ou dans un milieu KREBS 5% CO,, Puis les explants sont traités avec ou sans CIT a
2,5mM pendant 24h. A) Effets de la CIT sur la libération de glycérol et de NEFA. Les
résultats sont exprimés en nmol.mg'tissue.2h™ B) Effets de la CIT sur la glycéronéogenése.
Les résultats sont exprimés en nmol.h™.g'tissue. Chaque résultat représente la moyenne +
SEM de 5 expériences indépendantes réalisées en triple. ** P < 0.01 vs CIT
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IV. ARTICLE 3

La citrulline réduit la glycéronéogenése et induit la libération des acides gras
dans le tissu adipeux viscéral chez des rats en surpoids.

Joffin N, Jaubert AM, Durant S, Bastin J, De Bandt JP, Cynober L, Moinard C, Coumoul X,

Forest C, Noirez P

Publication dans le journal = Molecular  Nutrition and  Food  Research

DOI: 10.1002/mnfr.201400507

Contexte : Une alimentation riche en lipides (HFD) augmente le TAV. Notre objectif était
d'évaluer si la CIT affectait le métabolisme des AG du TA RET de rats sous régime riche en
lipide (HFD).

Méthodes et résultats : Les rats ont été nourris pendant 8 semaines soit avec un régime

contréle (CD) ou HFD. Les explants de TA RET ont été exposés pendant 24h a 2,5 mM CIT.
La CIT double la libération des AGNE sélectivement dans le TA RET des rats HFD. La
phosphorylation de la lipase sensible aux hormones a été augmentée de 50 et 100% par la
CIT respectivement dans les explants de TA RET de rats CD et HFD. Sous CIT, la 8-
oxydation est augmentée de facon similaire quel que soit le régime alimentaire, tandis que la
glycéronéogenese, qui permet la ré-estérification des AGNE, a été diminuée de 50 a 80%
respectivement chez les rats CD et HFD. Chez ces derniers, la diminution importante de la
ré-estérification explique probablement l'augmentation de la libération des AGNE. Un
prétraitement avec le L-NAME abolit les effets de la CIT.
Conclusion: Ces résultats démontrent I'effet direct lipolytique et anti-glycéronéogénique de
la CIT sur les explants de TA RET de rats CD et HFD. La CIT stimule la libération ’AGNE
sélectivement chez les rats HFD, probablement en conséquence de la diminution drastique
de la glycéronéogenése. Le NO est un médiateur des effets de la CIT. Ces résultats
fournissent la preuve d'une action directe de la CIT sur le TA RET permettant potentiellement

de réduire le surpoids lié un régime riche en lipides.
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RESEARCH ARTICLE

Citrulline reduces glyceroneogenesis and induces fatty
acid release in visceral adipose tissue from overweight
rats

Nolwenn Joffin"?, Anne-Marie Jaubert?3, Sylvie Durant’-?, Jean Bastin'?, Jean-Pascal De
Bandt"#%, Luc Cynober’ %%, Christophe Moinard"*, Xavier Coumoul’?, Claude Forest’?
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Scope: High-fat diet (HFD) increases visceral adipose tissue (AT). Our aim was to evaluate
whether citrulline (CIT) affected nonesterified fatty acid (NEFA) metabolism in AT from HFD-
fed rats.

Methods and results: Rats were fed for 8 weeks with either a control diet (CD) or HFD.
Retroperitoneal AT explants were exposed to 2.5 mmol/L CIT for 24 h. We analyzed lipolysis,
beta-oxidation, glyceroneogenesis, and the expression of the key associated enzymes. CIT
doubled NEFA release selectively in HFD AT. Phosphorylation of hormone-sensitive lipase
was upregulated 50 and 100% by CIT in CD and HFD AT, respectively. Under CIT, beta-
oxidation increased similarly whatever the diet, whereas glyceroneogenesis, which permits
NEFA re-esterification, was downregulated 50 and 80% in CD and HFD AT, respectively.
In the latter, the important decrease in re-esterification probably explains the rise of NEFA
release. A pretreatment with the nitric oxide synthase inhibitor N w-nitro-L-arginine methyl
ester abolished CIT effects.

Conclusion: These results demonstrate direct lipolytic and antiglyceroneogenic effects of CIT
on CD and HFD AT. The selective CIT-mediated NEFA release from HFD AT was probably the
consequence of the drastic decrease in glyceroneogenesis and nitric oxide was a mediator of CIT
effects. These results provide evidence for a direct action of CIT on AT to reduce overweight.
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1 Introduction

Excess fat mass and insulin resistance are largely the conse-
quence of a disequilibrium between food consumption and

lipase; P-HSL, phosphorylated HSL; KREBS, Krebs Ringer buffer
saline; L-NAME, No-nitro-L-arginine methyl ester; NEFA, nones-
terified fatty acid; NO, nitric oxide; NOS, NO synthase; PEPCK-C,
cytosolic phosphoenolpyruvate carboxykinase; PPARy;, peroxi-
some proliferator-activated receptor-gamma 2; RET, retroperi-
toneal; TNF-o, tumor necrosis factor alpha; VLCAD, very long
chain acyl CoA dehydrogenase; ZDF, Zucker Diabetic Fatty
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energy needs, particularly under high-fat diet (HFD) [1, 2].
Altered glucose tolerance is one of the severe outcomes of
excess fat mass [3-5]. The excessive development of visceral
white adipose tissue (AT) is an important determinant of
metabolic syndrome, a complication that frequently occurs
in obese subjects [6]. Among the intra-abdominal depots, epi-
didymal (EPI) and retroperitoneal (RET) AT are considered
as visceral depots and have been largely used for metabolic
regulation studies [7-11].

AT is heterogeneous, containing several cell types other
than adipocytes [12]. Specifically, a rise in chronic low-grade
inflammation develops when AT mass expands, because of
the increase in the amount of resident macrophages and lym-
phocytes in AT [1, 13-15]. The dynamic of AT mass is the
result of either hyperplasia or hypertrophia. The latter is due
to an increased storage of triglycerides in adipocytes. Lipoly-
sis, i.e., triglyceride hydrolysis, reverses this situation during
fasting. Upon lipolysis induction, nonesterified fatty acids
(NEFAs) and glycerol can be released to the blood. Adi-
pose triglyceride lipase (ATGL) and hormone-sensitive lipase
(HSL) are involved in the first and second step of triglyceride
breakdown [16,17]. Whereas HSL activity can be induced via
phosphorylation, no posttranslational modification of ATGL
is known. Both enzymes are translocated at the surface of lipid
droplets upon activation [16,17]. NEFA stemming from lipol-
ysis can be released into the blood or undergo re-esterification
and mitochondrial beta-oxidation [18, 19]. During lipoly-
tic situations, NEFA re-esterification is the consequence
of glyceroneogenesis, for which the cytosolic isoform of phos-
phoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK-C) is the key enzyme
[20, 21]. Glycerol output is also hampered by its phosphory-
lation mediated by glycerol kinase (GyK) [22]. Hence, any
treatment favoring adipocyte emptying would be efficient to
fight overweight and/or obesity.

Citrulline (CIT) is an amino acid that is not used for pro-
tein synthesis. Like arginine (ARG), it is proposed as a food
supplement in aging and sports to improve muscle mass and
function [23, 24]. CIT is an intermediate of the urea cycle
in the liver and is also released from ARG during nitric ox-
ide (NO) production [25, 26]. CIT can be recycled into ARG
in macrophages because of the expression of argininosucci-
nate synthase (ASS), argininosuccinate lyase (ASL), and NO
synthases (NOSs) in these cells [27]. Therefore, CIT can be
used by specific cell populations for NO production [25, 26].
In isolated adipocytes both NOS II and NOS III proteins are
expressed but neither ASS nor ASL are detected [19, 28]. Di-
etary supplementation with ARG or CIT was used to treat and
prevent inherited human metabolic disorders [29]. However,
when administered to humans, ARG is largely metabolized
in the liver, in contrast to CIT. Therefore ARG bioavailability
is much weaker than that of CIT [30]. Furthermore, Wu et al.
observed that a diet supplemented with watermelon juice, the
most important natural source of CIT, in a model of obese
Zucker Diabetic Fatty (ZDF) diabetic rats decreased plasma
glucose and NEFA concentrations [31]. Recently, we demon-
strated that CIT exerted a direct lipolytic action in RET AT

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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explants from rats, although NEFA release occurred selec-
tively in explants from aged rats that can be considered as
overweight [19]. We thus wondered what were the respective
roles of excess fat mass and of aging in these observations.
Since old rats are overweight, the aim of the present study was
to evaluate whether CIT exerted also a lipolytic effect in AT
explants from HFD-fed young rats, which develop excess fat
mass. Taking into account the parallel development of inflam-
matory processes in the expanding AT, we also investigated
the implication of NO in CIT effects on NEFA metabolism
[13,32].

2 Materials and methods
2.1 Materials

SuperScript® III First-Strand SynthesisSuperMix kit was
from Invitrogen Life Technologies (Saint Aubin, France).
Rneasy lipid tissue mini kit, Qiazol Reagent and DNAse
set were purchased from Qiagen (Courtaboeuf, France). [1-
*C]-Pyruvic acid, sodium salt (9.5 mCi/mmol) and (9,10—
’H) palmitic acid (60 Ci/mmol) were from PerkinElmer
(Waltham, Massachusetts, USA). Rat insulin enzyme im-
munoassay kit was from Bertinpharma (SPI-BIO) (Mon-
tigny le Bretonneux, France). Glucose Assay Kit and mouse
very long chain acyl dehydrogenase (VLCAD) antibody were
from Abcam (Cambridge, UK). Triacylglycerol assay kit was
from Biomérieux (Craponne, France). Hybond-N* mem-
branes and Amersham Hyperfilm ECL were from GE Health-
care Life Sciences (Velizy-Villacoublay, France). Free Fatty
Acids Half Micro test and SYBR Green were from Roche
(Meylan, France). Glycerol test (glycerol UV-method)
was from R-Biopharm (Saint Didier au Mont d’Or,
France). For Western-blot analyses, SDS-PAGE was car-
ried out using a SDS-MOPS running buffer and
a Novex 4-12% Bis-Tris gel from Invitrogen (Ville-
bon sur Yvette, France). Rabbit anti-HSL and anti-
phosphorylated HSL (P-HSL) antisera were purchased from
Ozyme (Saint Quentin en Yvelines, France). Sheep anti-
PEPCK-C antibody was a gift from Professor E. Beale
(Lubbock, TX, USA). Goat anti-B-actin antibody was from
Santa-Cruz Biotechnology (Heidelberg, Germany). Nylon
mesh was from Sefar (Switzerland). Fatty acid free al-
bumin, sodium pyruvate, Tween 20, and all other prod-
ucts were purchased from Sigma Aldrich (Saint Quentin
Fallavier, France). CIT was a gift from Citrage company
(http://www.citrage.com).

2.2 Animals: Housing and feeding

Two-month-old male Sprague-Dawley rats from Centre
d’Elevage de Rats Janvier (Berthevin, France) were random-
ized into two groups. After two weeks of acclimatization, rats
were fed ad libitum during 8 weeks as follow: the control diet
(CD) group rats (n = 7) were fed with standard diet and the
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HFD group rats (n = 7) were fed with HFD. All rats had free
access to water and food ad libitum.

All rats were maintained at constant room temperature
(24°C) on a 12-h light/dark cycle. CD rats were fed with
a standard balanced diet (11.7 MJ/kg) (64% carbohydrates,
20% proteins, 3% lipids, 5% vitamins and minerals) from
Safe (Augy, France). HFD rats were fed with a HFD (19.5
M]J/kg) (44.5% carbohydrates, 20% proteins, 27.5% lipids,
5% vitamins and minerals) from Safe.

Rats were anaesthetized and after blood sampling from the
jugular vein, killed by decapitation. Blood aliquots were cen-
trifuged and supernatants were stored at —20°C for further
glucose (Glucose Assay Kit was from Abcam), insulin (Rat
insulin enzyme immunoassay kit was from Bertinpharma
(SPI-BIO)) and triacylglycerol (Triacylglycerol assay kit was
from Biomérieux) determinations. Samples of AT were re-
moved and weighted.

The protocol for the animal studies was conducted ac-
cording to the French Guidelines for the care and use of
experimental animals.

2.3 Rat adipose tissue explants

RET AT from rats was sampled for analyses. About 200 mg
of tissue were cut in about 20 mg fragments and cultured in
Krebs Ringer buffer saline (KREBS) medium (0.63% NacCl,
0.032% KCl, 0.014% CacCl,, 0.015% KH, POy, 0.025% MgSO,,
0.2% NaHCOs) containing 5 mmol/L glucose at 37°C under
10% CO,. At 6 h, KREBS medium was renewed with 5 mM
glucose. At 24 h of incubation, KREBS medium was renewed
with 5 mM glucose with or without 2.5 mmol/L CIT (this con-
centration was chosen because it corresponds to the plasma
CIT concentration observed after CIT supplementation) [23].
Explants were treated by CIT for 24 h, then frozen before
further studies [33].

2.4 Glycerol and NEFA release

Two hundred milligrams of tissue were cut into fragments
of about 20 mg and cultured in KREBS medium glucose
5 mmol/L. The medium was changed at 6 h. Two hours
later the medium was replaced with KREBS 5 mM glucose
medium in presence or in absence of 2.5 mmol/L CIT. After
24 h incubation, the medium was replaced with KREBS
glucose-free medium containing 2% of fatty acid free BSA
and 5 mmol/L pyruvate. Two hours later, the incubation
medium was recovered for the estimation of lipolytic NEFA
with Free Fatty Acids Half Micro test from Roche and glycerol
with glycerol test (glycerol UV-method) from R-Biopharm.

2.5 Beta-oxidation

Palmitate oxidation was evaluated on 100 mg RET AT at
24 h of incubation with or without 2.5 mmol/L CIT. The

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

release of tritiated water was assessed in triplicate as previ-
ously described [34]. Layers of explants were washed three
times with PBS before the addition of 200 pl (9,10-H)
palmitic acid (60 Ci/mmol) bound to fatty acid free albu-
min (final concentration:125 wM, palmitate:albumin 2:1) per
well. After 2 h at 37°C, the mixture was removed and added
to a tube containing 200 p.L of cold 10% trichloroacetic acid.
After centrifugation for 10 min at 3300 x g at 4°C, aliquots
of supernatants (350 L) were taken, mixed with 55 L of 6N
NaOH, and applied to the ion-exchange resin. Columns were
washed with 1.7 mL of water and eluates were counted.

2.6 Glyceroneogenic flux

Glyceroneogenic flux was followed by the incorporation of
4C from [1-'*C]-pyruvic acid, sodium salt (9.5 mCi/mmol),
into lipids, followed by lipid extraction as described previously
to investigate the proportion of NEFA re-esterification [9, 33].
AT explants (200 mg) were incubated in KREBS medium
containing 5 mmol/L glucose in the presence or absence of
2.5 mmol/L CIT. At 24 h, media were changed and explants
were incubated at 37°C under 10% CO, for 2 h with KREBS
glucose free medium containing 2% fatty acid free BSA and
5 mmol/L pyruvic acid. [1-'*C]-Pyruvic acid was used at an
isotopic dilution of 1/250. At 2 h of incubation, each sample
was rinsed and frozen in liquid nitrogen before lipid extrac-
tion, according to the simplified method of Bligh and Dyer
[35]. The subsequent [1-'*C] pyruvic acid incorporation was
estimated by counting the radioactivity associated with the
fragments [9, 33].

2.7 RNA extraction, cDNA synthesis, and real-time
RT-qPCR

Total RNA was extracted from RET AT with Rneasy lipid
tissue mini kit from Qiagen. RNA was quantified by spec-
trophotometric Nanodrop. Total RNA (500 ng) was reverse
transcribed using SuperScript® II1 First-Strand SynthesisSu-
perMix kit from Life Technologies. Samples of cDNA were
diluted 1:40, amplified, and used for RT-qPCR measurements
using SYBR Green from Roche as previously described [19].
RT-qPCR was performed in the LightCycler1536 instrument
from Roche as follows: 75°C for 2 min, 95°C for 10 min,
40 cycles of denaturation (95°C for 15 s to the denaturation,
60°C for 30 s to the annealing, 72°C for 30 s to the exten-
sion). Results were analyzed with the LightCycler1536 soft-
ware from Roche. Ribosomal RPL13 RNA was used to nor-
malize cDNA. Quantification of mRNA was carried out by
comparing the number of cycles required to reach reference
and target threshold values (2"-(3—8 Ct) method) as described
previously [36]. Sequences of the rat sense and antisense nu-
cleotides corresponding to the different genes assayed are
presented in Table 1.
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Table 1. Rat primer sequences of RNA tested by RT-qPCR

RNA Forward primer (5" to 3')  Reverse primer (5 to 3')

Asl gctccecgactgctgagat tttttctggtccggatgg
Ass ccaccggcttcatcaatatc tgctctgaaggcgatggta
Acadvl tgaatgaccctgccaag ccacaatctctgccaage
Cpt 1-b acaatgggacattccaggag aaagactggcgctgctca
Pnpla2 gtgtccttcaccatcegttt tggccctcatcaccagatac

Cd68  agagcaggtcaaggtgaacag agggtggaagaaaggtaagc
Emr1  gtggaggatggggatggac acaacaggaaggtggctatgg
Lipe agccacaacctagcagaact ctgggcgtagtaggctagag

IL6 ttggatggtcttggtccttagee tcctaccccaacttccaatgcte
Gk cgggaaataataattttgtcaagtc ccaacgaagtttcactgcac
Nos2  cccagagcctctagacctcaa catggtgaacacgttcttgg
Rpl13  tggcaggggcttcag tgggcatcacaggtcc
TNF-a  gcttggtggtttgctacgac actgaacttcggggtgattg

The abbreviations of the genes, their 5’ to 3’ nucleotide sequences
of the forward and reverse primers are presented.

2.8 Western blot

Protein fractions were prepared from AT explants in a buffer
containing 10 mmol/L HEPES pH 7.9, then separated by
SDS-PAGE, and transferred to nitrocellulose filters. Blots
were blocked with 3% BSA in PBS containing 0.05% Tween
20 and incubated with 1:500, 1:1000, 1:1000, 1:2500, 1:1000,
and 1:500 dilutions for the ATGL, HSL, P-HSL, PEPCK-C,
VLCAD, and B-actin antisera, respectively. Rabbit anti-
ATGL, anti-HSL, and anti-P-HSL antibodies were purchased
from Ozyme. Rabbit VLCAD antibody was from Abcam.
Sheep anti-PEPCK-C antibody was a gift from Professor
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E. Beale. Goat anti-B-actin antibody was from Santa-Cruz
Biotechnology.

For PEPCK-C detection, bound antibodies were visualized
using enhanced chemiluminescent according to the manu-
facturer’s instructions. Blots were exposed to hyperfilm and
signals were quantified by scanning densitometry. For ATGL,
B-actin, HSL, P-HSL, and VLCAD, the Odyssey method was
used for detection, following the procedure described by the
manufacturer (Li-COR). Quantitative results of Western blot-
ting were obtained by densitometry in Image] software.

2.9 Statistical analysis

Data are presented as mean + SEM. Each independent ex-
periment was carried out in triplicate. Statistical analysis was
carried out using the nonparametric Mann—-Whitney U test
for pairwise comparisons, which was applied due to the small
number of experiments (n < 10). A value of p < 0.05 was
considered as significant—*p < 0.05 versus CD;**p < 0.01
versus CD; ***p < 0.001 versus CD; *p < 0.05 versus CIT; **p
< 0.01 versus CIT.

3 Results
3.1 Body and metabolic parameters

HFD rats (n = 7) presented a significant higher body weight
than animals fed a CD (n = 7) (Table 2). The weights of RET

HFD

A 1500, B
*% CD
T 500
° °
€ 1000; ‘g 400
<9 "<zf' o
£%5 Z 6 300
£ € £ E
5 500; S 200
o o
1004
1004
0 s 0
, N
Qb\ \\/\§< P 106 ((&00 &

o S ooy
P ¥ 2\09 SO

DR B Sy
¥v0

Figure 1. Effects of HFD and CIT on the expression of inflammatory protein-encoded genes. F4/80, CD68, IL-6, tumor necrosis factor alpha
(TNF-a), argininosuccinate synthase (ASS), argininosuccinate lyase (ASL), and nitric oxide synthase 2 (NOS Il) mRNA levels were evaluated
by RT-qPCR. Results were normalized using RPL13 mRNA. (A) Effect of HFD. Explants from CD and HFD rats were incubated in the absence
of CIT for 24 h. Results represent the ratio of the values obtained in HFD rats versus the values obtained in CD rats—taken as controls. (B)
Effect of CIT. Explants from CD and HFD rats were incubated or not incubated (control) with CIT 2.5 mM for 24 h. Results represent the ratio
of the values obtained in CIT-treated AT explants from CD and HFD rats versus the values obtained in control AT explants from CD and HFD
rats—taken as controls. Results are expressed as percent of control and represent the mean + SEM of seven independent experiments,
each carried out in triplicate. *p < 0.05 versus control; **p < 0.01 versus control.
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Figure 2. Effect of CIT on lipolysis and the expression of ATGL,
HSL, and GyK. Explants were treated or not treated by CIT and/or
L-NAME as described in Section 2. (A) Glycerol and NEFA con-
centrations in culture medium of RET AT explants from CD
and HFD rats. For CD rats, absolute values were 1.96 + 0.37
nmol-2 h~'-tissue-mg~" for glycerol and 2.74 + 0.26 nmol-2
h~"-tissue-mg~" for NEFA. For HFD rats, absolute values were
1.68 + 0.65 nmol-2 h~'-tissue-mg~" for glycerol and 1.85 + 0.43
nmol-2 h~'-tissue-mg~" for NEFA. Results are expressed in per-
cent of control and each value represents the mean + SEM from
seven independent experiments, each carried out in triplicate. (B)
Histograms of adipose triglyceride lipase (ATGL) and phospho-
rylated hormone-sensitive lipase (P-HSL) represent the mean +
SEM of the quantification of seven Western blots carried out from
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AT and EPI AT were augmented, respectively, by 108 and
62% in HFD rats compared with CD animals. Furthermore,
the ratio of RET AT weight to body weight presented a larger
increase with HFD (3.8 vs. 2.0%) than that of EPI AT (2.8
vs. 1.9%). Thus, we decided to focus our studies on RET
AT, because in addition this tissue plays a crucial role in
the occurrence of metabolic syndrome. HFD and CD rats
had similar blood levels of glucose, insulin, and triglycerides
(Table 2).

3.2 Effects of HFD and CIT on the expression of
inflammatory protein-encoded genes

It is well known that overweight and obesity induce a low-
grade inflammation status. We first analyzed the effect of
HFD on inflammation compared to CD under our experi-
mental conditions.

HFD had no effect on the expression of ASL and ASS
genes (Fig. 1A). However, this diet dramatically increased the
expression of the genes coding for F4/80 (1219%) and CD68
(442%), two macrophage markers, and for three inflamma-
tory proteins, IL-6, tumor necrosis factor alpha (TNF-a), and
NOS II (Fig. 1A).

We then investigated the impact of a 24 h treatment with
CIT on the expression of the above-mentioned genes in RET
AT explants from CD and HFD rats. None of these mRNAs
was affected by the 24 h treatment with 2.5 mmol/L CIT in ex-
plants from CD rats (Fig. 1B). In explants from HFD rats, CIT
did not change F4/80 and CD68 expressions but decreased
by 60% that of IL-6 and TNF-ao mRNA levels and increased

Table 2. Anthropometric and biological parameters of young CD
and HFD rats

CcD HFD

N=7 N=7
Body weight (g) 598 + 22 649 + 13"
Epididymal AT weight (g) 11.5 £ 0.6 186+ 1.1

XX

Retroperitoneal AT weight (g) 12 +1.1 25+1.6
Glycemia (mmol/L) 5.60 £0.03 6.21+0.36
Insulinemia (ng/mL) 0.254+0.02 0.29 £+ 0.03
Triacylglycerol (g/L) 1.6 + 0.06 2.22 +£0.21

Young CD (n = 7) and HFD rats (n = 7) were under a standard
balanced diet. Blood samples and adipose tissue were collected
for analyses. Data are means + SEM.

*p < 0.05 versus CD; ***p < 0.001 versus CD.

« different explants. Results are expressed as percent of control, rel-

ative to R-actin or HSL and represent the mean + SEM of seven
independent experiments carried out in triplicate. A represen-
tative autoradiogram of Western blots of ATGL, HSL, P-HSL, and
B-actin is shown. (C) ATGL, HSL, and glycerol kinase (GyK) mRNA
levels were evaluated by RT-gPCR. Results were normalized us-
ing RPL13 mRNA. Results are expressed as percent of control and
represent the mean = SEM of seven independent experiments,
each carried out in triplicate. *p < 0.05 versus control; **p < 0.01
versus control; 2p < 0.05 versus CIT; ?p < 0.01 versus CIT.
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Figure 3. Effect of CIT on beta-oxidation and very long chain acyl dehydrogenase (VLCAD) expression. Explants were incubated or not
incubated with CIT for 24 h before analysis. (A) Incorporation of 3H,0 from (9,10-2H)-palmitate is described in Section 2. Each value
represents the mean + SEM of four independent experiments, each carried out in triplicate. In CD rats, absolute values were 1.4 4+ 0.14
nmol 3H NEFA-2 h~"-tissue-mg~". In HFD rats, absolute values were 1.9 & 0.14 nmol 3H NEFA-2 h~'-tissue-mg~". Results are expressed
in percentage of control and each value represents the mean + SEM from four independent experiments, each carried out in triplicate. (B)
Histograms of VLCAD represent the mean + SEM of the quantification of five Western blots carried out from different explants. Results are
expressed as percent of control and represent the mean + SEM of five independent experiments carried out in triplicate. A representative
autoradiogram of Western blots of VLCAD and B-actin is shown. (C) VLCAD and carnitine palmitoyl transferase 1-b (CPT 1-b) mRNA levels
were evaluated by RT-gPCR. Results were normalized using RPL13 mRNA. Results are expressed as percent of control and represent the

mean + SEM of five independent experiments carried out in triplicate. *p < 0.05 versus control; **p < 0.01 versus control.

significantly that of Ass, Asl and Nos2 in explants from HFD
rats (Fig. 1B). Furthermore, NOS II mRNA expression was
increased by HFD and CIT treatment.

3.3 Effect of CIT on lipolysis and beta-oxidation

We studied the effect of a 24 h CIT treatment on glycerol
and NEFA release in the culture medium of AT explants. As
shown in Fig. 2A, CIT did not affect glycerol release in AT
explants from CD and HFD rats, whereas NEFA output was
significantly and selectively increased about twofold in the
culture medium of explants from HFD rats.

Since HFD and CIT are able to stimulate Nos2 gene ex-
pression (Fig. 1), we postulated that NO might be implicated
in CIT effect on NEFA output. When explants were pretreated
for 30 min with 1 mmol/L N w-nitro-L-arginine methyl ester
(L-NAME), a nonselective NOS inhibitor, CIT-induced NEFA
release in explants from HFD rats was abolished (Fig. 2A).

We then assessed ATGL and HSL mRNA and protein
expressions. Protein concentrations were similar whether ex-
plants were treated or not with CIT (data not shown). CIT did
not affect ATGL protein level in explants from CD and HFD
rats (Fig. 2B), although it slightly increased ATGL mRNA
about twofold selectively in HFD explants (Fig. 2C). CIT up-

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

regulated the amount of the phosphorylated fraction of HSL
(P-HSL) in explants from CD (60%) and HFD (133%) rats
(Fig. 2B) in line with the induction of HSL mRNA (370 and
400%) in both CD and HFD (Fig. 2C).

When explants were pretreated with L-NAME, then with
CIT for 24 h, the increase in HSL phosphorylation was abol-
ished whatever their origin (Fig. 2B). This result suggests that
NO is involved in CIT effect.

Using RT-qPCR, we monitored GyK mRNA expression
in CIT-treated versus controls explants. GyK expression
presented a threefold induction in CIT-treated explants from
both CD and HFD rats (Fig. 2C). Such a result could reflect
the absence of CIT effect on glycerol release in the culture
medium of AT explants from both CD and HFD rats.

We then investigated the oxidative capacity of the explants
in response to CIT. Results showed that palmitate oxidation
was similar in AT explants from CD and HFD rats and was
similarly increased about threefold by CIT in explants from
both groups (Fig. 3A). CIT upregulated the amount of VL-
CAD, an enzyme involved in beta-oxidation of palmitate, in
explants from CD (168%) and HFD (142%) rats (Fig. 3B)
in line with the induction of its mRNA (Fig. 3C). Carnitine
palmitoyl transferase 1-b (CPT 1-b) gene expression was also
significantly increased by CIT in explants from both groups
(Fig. 3C).
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Figure 4. Effect of CIT on glyceroneogenesis and cytosolic phos-
phoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK-C) expression. Explants
were treated or not treated by CIT and/or L-NAME as described
in Section 2. (A) Glyceroneogenic flux in AT explants from CD
and HFD rats. Each value represents the mean + SEM from
seven independent experiments, each carried out in triplicate.
(B) Histograms of PEPCK-C represent the mean + SEM of the
quantification of seven Western blots, each carried out from differ-
ent explants. A representative autoradiogram of Western blots of
PEPCK-C and B-actin in explants from CD and HFD rats is shown.
*p < 0.05 versus control; **p < 0.01 versus control; ***p < 0.001
versus control; ?p < 0.05 versus CIT; #p < 0.01 versus CIT.

3.4 Effect of CIT on glyceroneogenesis

CIT stimulates NEFA output in AT explants from HFD
rats. This release largely depends on their intracellular re-
esterification. We then monitored glyceroneogenesis, as the
first step of NEFA re-esterification, by the incorporation of
[1-*C]-pyruvate into lipids. HFD slightly augmented glyc-
eroneogenesis in basal conditions (Fig. 4A). CIT attenuated
glyceroneogenesis in AT explants from CD rats (50%), but
drastically decreased (80%) this pathway in AT explants from
HFD animals (Fig. 4A). When explants were pretreated with
L-NAME, then with CIT for 24 h, CIT effect on glyceroneoge-

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

nesis was completely abolished in both AT explants (Fig. 4A).
As a consequence, as seen for lipolysis and NEFA output (Fig.
2A and B), NO is involved in CIT effect on glyceroneogenesis.
This suggested that CIT stimulates NEFA release (Fig. 2A)
through an NO-dependent inhibition of glyceroneogenesis
(Fig. 4A).

Then, we estimated by Western blot the amount of
PEPCK-C protein, the key enzyme for glyceroneogenesis. A
24 h exposure to CIT reduced PEPCK-C amount in explants
from both CD (40%) and HFD (48%) rats (Fig. 4B). As seen
for the glyceroneogenesis flux, L-NAME abolished this CIT
effect, suggesting that CIT stimulated NEFA release through
an NO-dependent inhibition of PEPCK-C.

4 Discussion

CIT has been shown to reduce fat mass and augment lean
mass in various pathophysiological conditions [37]. The un-
derlying mechanism was unknown until we recently demon-
strated that CIT induced NEFA output in RET AT explants
from old rats [19]. Excess fat mass, like in aging, is accompa-
nied by an increase in inflammation markers [19, 38,39]. This
led us to propose that similar processes might occur in AT
from both aging and overweight status. We evaluated whether
CIT exerted an effect on NEFA output in AT explants from
HFD-fed rats that, like aged rats, present excess fat mass.
Our data show that CIT acts directly on RET AT explants
from HFD and CD rats (Fig. 5). However, depending on
the type of diet, this amino acid exerts different effects. In
overweight, CIT stimulates NEFA output from AT in a man-
ner similar to that observed in old rats, although the mecha-
nism appears to be different. NEFA and glycerol release are
considered as the hallmarks of lipolysis. Selectively in AT
explants from HFD rats, CIT induced NEFA release in the
incubation medium, while glycerol output was not affected
whatever the diet. Under CIT action, HSL phosphorylation
was augmented, suggesting that lipolysis increased. The fact
that glycerol output was not modified by CIT in AT from
CD and HFD rats, while P-HSL was increased, is related to
the CIT-induced upregulation of GyK expression, an effect
that suggests that glycerol phosphorylation was augmented.
The magnitude of NEFA release can also be modulated by
other processes, such as beta-oxidation or re-esterification.
Therefore, the simultaneous occurrence of triglyceride hy-
drolysis and of these processes can limit the release of these
lipolysis-derived products [18,20]. The differential CIT effect
on NEFA outputin HFD and CD explants cannot be explained
by beta-oxidation since this process is similarly activated by
CIT in explants from both diets. This situation is different
from that occurring in old rats, in which the beta-oxidation
capacity is CIT-resistant [19]. An important observation is
the difference in the robustness of CIT effect on glycero-
neogenesis between CD and HFD. The observed augmenta-
tion of NEFA output in the medium of AT from HFD rats
is most likely related to the massive CIT-induced drop in
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Figure 5. Schematic representation of CIT effects on FA metabolism in AT from CD and HFD rats. CIT effects are represented by arrows.
The width of arrows is proportional to the intensity of CIT effects on the selected metabolic pathways, illustrated in different colors.
In both CD and HFD, CIT stimulates lipolysis estimated by the amount of phosphorylated hormone-sensitive lipase (P-HSL). Glycerol
output remains stable because of the increase in glycerol kinase (GyK) expression. CIT induces oxidative capacity (B-oxidation). In line
with this, carnitine palmitoyl-transferase 1-b (CPT 1-b) and very long chain acyl dehydrogenase (VLCAD) expressions are increased. CIT
reduces glyceroneogenesis, marker of FA re-esterification, and alters the expression of its key enzyme, cytosolic phosphoenolpyruvate
carboxykinase (PEPCK-C). In CD rats, re-esterification is balanced by the induction of beta-oxidation, explaining that FA release is unaffected.
In HFD rats, the drastic decrease in FA re-esterification is not fully compensated by the induction of beta-oxidation and, as a consequence,

FA release augments.

glyceroneogenesis, as in NEFA re-esterification (Fig. 5).
Hence, under CIT treatment, NEFA and glycerol that origi-
nate from triglyceride breakdown are metabolized in intracel-
lular pathways, therefore preventing their release in explants
from CD rats. In contrast, in HFD rats, the CIT-induced
massive drop in NEFA re-esterification reflects their higher
release. This situation is at variance from that occurring in old
rats in which the beta-oxidation capacity is not modified by
CIT, while this amino acid downregulates glyceroneogenesis
with a magnitude similar to that in AT from young animals
[19]. Thus, although CIT stimulates NEFA release in both
HFD and old rats, the underlying mechanisms appear to be
quite different.

We showed that CIT increased Ass and Asl expression in
RET AT explants from HFD rats. CIT can thus be converted
to ARG and participate in the ARG-CIT cycle that produces
NO [27]. However, we could not detect ASS and ASL mRNAs
in isolated adipocytes from AT (unpublished results from our
group). Thus, adipocytes are unable to produce NO from CIT
as a substrate. In addition to adipocytes, AT includes endothe-
lial cells of vessels and resident macrophages in which ASS
and ASL are abundant [12,27]. Such cell types can synthetize
ARG from CIT, which in turn can produce NO from NOS
I11, then NOS II later on [28]. In overweight or aging rodents,
macrophage infiltration rises in AT [14, 40]. We previously
demonstrated that macrophage markers are strongly upreg-
ulated with age in RET AT [19]. The same situation occurs in
HFD rats as shown by the increased expression of F4/80 and
CD68 mRNA levels of inflammatory cytokines (IL-6, TNF-a)
and NOS II.

Of interest is the observation that CIT reduced IL-6 and
TNF-a mRNA expressions in explants from HFD rats, a sit-
uation at variance with that in old rats. This observation is

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

in accordance with several studies previously demonstrat-
ing that amino acids and derivatives decrease proinflamma-
tory markers in mouse or human adipocytes or monocytes
[1,41,42]. As expected from previous work, HFD induces
Nos2 expression [43]. An original observation here is that CIT
upregulates Nos2 expression selectively in AT from HFD rats,
pointing out the ability of CIT to favor NO production. This
study could be related to previous results showing the NO
implication in the effects of ARG on inflammatory status in
macrophages [44].

We show here that the NOS inhibitor .-NAME prevents
CIT effects, thus assessing the implication of NO as the me-
diator of CIT action. In fact, using .-NAME and the NO
donor S-nitroso-N-acetyl-DL-penicillamine, we demonstrated
previously that NO induced lipolysis and reduced glycero-
neogenesis [9, 45, 46]. Such results are in agreement with
other studies carried out on 3T3-L1 adipocytes or with Nos2
KO mice that concluded that NO drastically reduced per-
oxisome proliferator-activated receptor-gamma 2 (PPARys,)
expression in adipocytes [47,48]. PPARYy; is the main char-
acterized transcriptional regulator of Pck1 in adipocytes [49].
The decrease in PPARy, alters PEPCK-C expression and,
consequently, glyceroneogenesis. Another hypothesis is that
the CIT-directed NO production directly nitrates PEPCK-C,
resulting in a rapid drop in the enzyme expression and glyc-
eroneogenesis. A similar mechanism was previously demon-
strated in our group for leptin action in AT [50]. Other stud-
ies showed that the effect of ARG on AT could be medi-
ated by NO production or an inflammatory process in peri-
toneal macrophages [26,44]. Interestingly, more recent stud-
ies established that ARG-supplemented diet activated the
mTOR pathway and NO production via NOS II leading to
improved uterin implantation in rats [51]. Furthermore, the
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signaling pathway mTOR/NOS II/NO was clearly demon-
strated to stimulate NO production in different human and
rodent cell models [52].

The lipolytic effect of CIT associated with the drop in
glyceroneogenic flux and NEFA re-esterification in RET AT
explants from HFD rats results in NEFA output. This effect
is probably beneficial because it favors adipocyte emptying.
Alternatively, the CIT-induced elevation of plasma NEFA in
HFD rats might be detrimental because of the known poten-
tial action of NEFA on the occurrence of an insulin-resistant
state. In line with this hypothesis, Sailer et al. described a posi-
tive correlation between plasma CIT and obesity development
[53]. However, such a detrimental action of NEFA would not
occur if they are used as energy substrates for other tissues.
Some of us established that a long-term CIT-supplemented
diet increased muscle mass and decreased AT mass in aging
rats [37]. We show here that the oxidative capacity of mito-
chondria was increased by CIT in CD and HFD AT. As basal
metabolism is linked to body weight [54], HFD rats could
have higher energy expenditure than CD rats. Therefore, for
a similar level of physical activity, a more important energy
consumption is expected in HFD rats compared with CD,
thus leading to a lowering of AT mass in overweight animals.
Indeed, physical activity in addition to CIT-supplemented diet
could be more effective to favor a significant decrease in vis-
ceral AT. The amplified NEFA release induced by CIT in AT
explants from overweight rats could act as an energy source in
physical activity or for the resulting increase in skeletal mus-
cle mass. Such a process would favor muscle metabolism in
these HFD animals. Our observations suggest that CIT ad-
ministration to overweight or obese subjects could be benefi-
cial. As demonstrated in the present study, CIT decreased the
production of proinflammatory cytokines (ITNF-a and IL-6)
in AT explants from HFD rats. Besides, the absence of glyc-
erol release counteracts its potential use by the liver for the
synthesis of VLDLs and such a mechanism limits the usual
hypertriglyceridemia that can be observed after AT lipolysis.
Altogether, our data point to CIT as a natural food supple-
ment with the potency to decrease AT mass in overweight
subjects.
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V. Résultats complémentaires in vitro chez le rat jeune HFD

Effet in vitro de la CIT sur I'expression des genes codant les protéines du
métabolisme du tissu adipeux rétropéritonéal de rats CD ou HFD a 8h et 24h.

Nous avons étudié les effets de la CIT sur I'expression des génes impliqués dans le
métabolisme du TA RET de rats CD ou HFD. La CIT augmente I'expression des ARNm de
I'adiponectine (251%) a 24h de traitement chez le rat CD. Chez le rat HFD, I'expression du
géne codant NOS Il est augmentée a 8h (389%) et 24h (419%). A 24h de traitement, la CIT
augmente aussi I'expression de 'ARNm de 'AQ7 (167%), et de I'adiponectine (462%) dans

les explants de TA RET de rats HFD (Figure 22).
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Figure 22 : Effet in vitro de la CIT sur I'expression des génes du métabolisme
du tissu adipeux rétropéritonéal de rats CD ou de rats HFD.

Les explants de TA RET de rats CD et HFD traités ou non pendant 8h ou 24h avec 2,5
mmol/L de CIT. Etude des effets de la CIT sur les génes codant I'aquaporine 7 (AQ7), la
NOS Ill, la leptine, I'adiponectine de TA RET de rats CD et HFD. Les quantités relatives
d’ARNm ont été évaluées par RT-qPCR. Les résultats ont été normalisés en utilisant TARNm
RPL13. Les résultats représentent le rapport entre les valeurs obtenues pour les explants de
TA RET de rats CD ou HFD traités par la CIT et les valeurs obtenues pour les explants de
TA RET de rats CD ou HFD non traités prises comme contrdle. Les résultats sont exprimés
en pourcentage du contrble et représentent la moyenne + SEM de 7 expériences
indépendantes réalisées en triple. ** P < 0,01 vs Ctrl ; *** P < 0.001 vs CIT
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Effet du HFD et de la CIT sur I'expression des génes codant pour les protéines
impliquées dans l'inflammation et des marqueurs de macrophages du tissu
adipeux épididymaire de rats CD ou HFD.

Les effets du HFD sur I'expression des génes codant les protéines de l'inflammation et des

marqueurs de macrophages ont montré que ce régime exerce un effet inflammatoire
chronique sur le TA RET. Nous avons voulu faire les mémes études sur une autre
localisation profonde du TA : le TA EPI. L'effet du HFD sur les marqueurs de l'inflammation
apres 8h ou 24h de culture a été analysé chez des rats agés de 4 mois en comparaison avec
des rats sous régime contréle (CD) agés de 2 mois et de 4 mois. Dans nos conditions
expérimentales, le HFD n'a eu aucun effet sur I'expression des génes codant ASL et ASS
(Figure 23). Cependant, ce régime a considérablement augmenté l'expression des genes
codant deux marqueurs de macrophages F4/80 (687%, 683%) et CD68 (473%, 566%) et
des genes codant les protéines de l'inflammation, IL-6 (324%, 337%), TNF-a (416%, 507%)
et NOS Il (298%, 656%) (Figure 23).

Nous avons ensuite étudié I'impact sur I'expression des génes mentionnés ci-dessus, d'un
traitement de 8h avec de la CIT des explants de TA EPI de rats CD agés de 2 mois et de 4
mois et de rats HFD agés de 4 mois. Chez le rat CD agé de 2 mois, la CIT n’influence pas
l'expression des génes de linflammation et des marqueurs de macrophages. Nous
constatons une diminution de I'expression de ’TARNm de IL-6 (33%) a 8h de traitement et de
TNF-a (30%) a 24h dans les explants de TA EPI de rats CD 4 mois. Chez le rat HFD, la CIT
augmente l'expression de 'TARNm de NOS Il a 8h (431%) et a 24h (396%) et diminue
I'expression du gene codant pour TNF-a (76%-87%) et IL-6 (71-78%) a 8h et 24h

(Figure 23).
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Figure 23 : Effets du HFD et de CIT sur I'expression des genes codant des
protéines impliquées dans l'inflammation et des marqueurs de macrophages
du tissu adipeux épididymaire de rats CD ou HFD.

Les niveaux d’ARNm de F4/80, CD68, IL-6, TNF-a, NOS Il ont été évalués par RT-qPCR.
Les résultats ont été normalisés en utilisant RPL13. Les explants de TA EPI de rats CD 2
mois et 4 mois et de rats HFD 4 mois ont été incubés sans CIT pendant 8h ou 24h. A) Effet
du HFD. Les résultats représentent le rapport entre les valeurs obtenues chez les rats HFD
4 mois vs les valeurs obtenues chez les rats CD 2 mois et 4 mois, prises comme contrdle.
B) Les explants de TA EPI de rats 2 mois et 4 mois CD et HFD 4 mois ont été incubés ou
non avec CIT 2,5 mM pendant 8h ou 24h. Les résultats sont exprimés en pourcentage du
contrble et représentent la moyenne + SEM de 5 expériences indépendantes réalisées en
triple. * P<0,05 vs Ctrl** P <0,01 vs Cirl
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Effet de la CIT et implication du NO sur le tissu adipeux épididymaire de rats
ageés de 2 mois ou 4 mois CD ou 4 mois HFD.

Comme le montre la figure 24, la CIT n’a pas d’effet sur la libération du glycérol et de NEFA
chez les rats CD de 2 mois ou de 4 mois alors que celle-ci est augmentée significativement
d’environ 56% dans le milieu d’incubation des explants de rats HFD. Comme nous avons vu
précédemment que d’'une part le surpoids et d’autre part la CIT sont capables de stimuler
I'expression du géne codant pour la NOS Il (Figure 24), nous avons postulé que le NO
pourrait étre impliqué dans I'effet de la CIT sur la lipolyse. Lorsque des explants de TA EPI
de rats CD et de rats HFD ont été pré-traités pendant 30 minutes avec 1 mmol / L-N w-nitro-
L-arginine méthyl ester (L-NAME), un inhibiteur de NOS non-sélectif, les effets lipolytiques
de la CIT chez les rats HFD sont abolis (Figure 24).Nous avons ensuite évalué par RT-
gPCR les niveaux d’expression des ARNm des enzymes ATGL et HSL ainsi que leur
expression protéique. La CIT n'a pas d'incidence sur le niveau d’expression de TARNm et de
la protéine ATGL dans des explants de rats CD 2 mois et 4 mois et de rats HFD (Figure 24).
La CIT stimule la forme phosphorylée de HSL (P-HSL) dans les explants de TA EPI de rats 2
mois CD (360%) (Figure 24) en lien avec l'induction de 'ARNm HSL a 24h (647%) (Figure
24). La CIT stimule la forme phosphorylée de HSL (P-HSL) dans des explants de TA EPI de
rats CD 4 mois (146%) et de rats HFD (130%) (Figure 24) en lien avec l'induction de 'ARNm
HSL dés 8h (332% et 456%) chez le rat HFD (Figure 24). Lorsque les explants ont été pré-
traités avec L-NAME, puis avec la CIT pendant 24h, 'augmentation de la phosphorylation de
HSL a été abolie quels que soient les rats (Figure 24). Ce résultat suggére que le NO est
impliqué dans l'effet de la CIT. Par RT-qPCR, nous avons suivi I'expression de I'ARNm GyK.
Son expression est augmentée dans les explants de TA EPI de rats CD 2 mois (396%) et
HFD (335%) a 24h et dés 8 h chez les rats CD 4 mois (363%) (Figure 24). L’augmentation
de la GyK pourrait permettre une augmentation de la phosphorylation du glycérol et

expliquerait I'absence de libération de glycérol.
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Figure 24 : Effet de la CIT et implication du NO dans la libération de glycérol et
des NEFA du tissu adipeux épididymaire de rats CD et HFD

Les explants de TA EPI de rats CD ou HFD sont pré-traités ou non avec du L-NAME et
traités ou non pendant 24h avec 2,5 mM de CIT avant analyse. A) Effet in vitro de la CIT sur
la libération de glycérol et de NEFA. Les résultats sont exprimés en nmol.mg tissue ' 2h™ B)
Effet de la CIT sur I'expression des protéines ATGL et HSL sur les explants de TA RET de
rats CD et HFD a 24h. Autoradiogramme représentatif de 5 Western blot d’ATGL, HSL, P-
HSL et de la B-actine dans des explants de TA EPI de rats CD et de rats HFD, a 24h de
traitement ou non avec de la CIT. C) Effet de la CIT sur I'expression des ARNm d’ATGL,
HSL et GyK. Les niveaux dARNm ont été évalués par RT-gPCR. Les résultats ont été
normalisés en utilisant TARNm RPL13. Les résultats sont exprimés en pourcentage du
contrdle et représentent la moyenne + SEM de 5 expériences indépendantes réalisées en
triple. * P< 0,05 vs Ctrl; ** P <0,01 vs Ctrl. a P< 0,05 vs CIT ; aa P< 0,01 vs CIT.
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Effet de la CIT et implication du NO sur la glycéronéogenése et PEPCK-C
d’explants de tissu adipeux épididymaire de rats CD et de rats HFD.

La CIT stimule la libération des NEFA dans les explants de TA EPI de rats HFD. La quantité
de NEFA libérée dépend largement de leur niveau de ré-estérification intracellulaire. Nous
avons donc étudié la glycéronéogenése par l'incorporation de [1-'*C] -pyruvate dans les
lipides. Le niveau basal de glycéronéogenése est semblable entre CD 2 mois, 4 mois et HFD
(Figure 25 A). A 24h de traitement, la CIT diminue la glycéronéogenese dans les explants
de TA EPI de rats 2 mois CD (67%), 4 mois CD (52%) et de rats HFD (41%) (Figure 25 A).
Lorsque les explants ont été pré-traités par le L-NAME, puis par la CIT pendant 24h, I'effet
de CIT sur la glycéronéogenése a été complétement aboli dans les explants de TA EPI de
rats 2 ou 4 mois CD et HFD (Figure 25 A). En conséquence, comme décrit pour la lipolyse
et la sortie des NEFA (Figure 24 A et 24 B), le NO est impliqué dans l'effet de la CIT sur la
glycéronéogenése. Cela suggére que la CIT stimule la libération des NEFA (Figure 24) par
une inhibition de la glycéronéogenése dépendante du NO (Figure 25).

Ensuite, nous avons estimé par western blot la quantité de protéines PEPCK-C, I'enzyme clé
de la glycéronéogenése. Une exposition de 24h a la CIT réduit I'expression de la protéine
PEPCK-C dans des explants de rats 2 mois CD (40%), de rats 4 mois CD (60%) et de rats
HFD (46%) (Figure 25). Comme pour la glycéronéogenése, le pré-traitement avec le L-
NAME a aboli cet effet de la CIT chez le rat CD comme chez le rat HFD, ce qui suggere que

la CIT stimule la libération des NEFA par une inhibition NO-dépendante de la PEPCK-C.
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Figure 25 : Effet de la CIT et implication du NO sur la glycéronéogenése et
PEPCK-C d’explants de tissu adipeux épididymaire de rats CD et de rats HFD.
Les explants de TA EPI de rats sont pré-traités ou non avec du L-NAME et traités ou non
pendant 24h avec 2,5 mM de CIT avant analyse. A) Effet de la CIT sur la glycéronéogenése.
Les résultats sont exprimés en nmol.h-1.g -1 tissu, B) Effet de la CIT sur I'expression de la
protéine PEPCK-C. Les histogrammes de la PEPCK-C représentent la moyenne + SEM de
la quantification de 5 western blots réalisés a partir de différents explants.

Un autoradiogramme représentatif de 5 Western blot de PEPCK-C est illustré. Les résultats
représentent la moyenne + SEM de 5 expériences indépendantes, chacune effectuée en
triple. * P< 0,05 vs Citrl; ** P <0,01 vs Ctrla P< 0,05 vs CIT ; aa P < 0,01 vs CIT.
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Effet in vitro de la CIT sur I'expression des génes codant les protéines du
meétabolisme du tissu adipeux épididymaire de rats CD ou HFD a 8h et 24h.

Nous avons étudié les effets de la CIT sur I'expression des génes impliqués dans le
métabolisme du TA EPI de rats CD ou HFD. La CIT augmente I'expression des ARNm de
I'adiponectine a 24h de traitement chez le rat CD 2 mois (239%), 4 mois (435%) et 4 mois
HFD (2365%). Chez le rat HFD, I'expression de 'ARNm de la leptine est diminuée (58%) a

24h par la CIT (Figure 26).
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Figure 26 : Effet in vitro de la CIT sur I'expression des génes du métabolisme
du tissu adipeux épididymaire de rats CD ou de rats HFD.

Les explants de TA EPI de rats CD et HFD traités ou non avec 2,5 mmol/L de CIT ont été
incubés pendant 8h ou 24h. Etude des effets de la CIT sur les genes codant 'aquaporine 7
(AQY7), la NOS llI, la leptine, I'adiponectine de TA EPI de rats CD et HFD. Les ARNm ont été
évalués par RT-gPCR. Les résultats ont été normalisés en utilisant TARNm RPL13. Les
résultats représentent le rapport entre les valeurs obtenues pour les explants de TA EPI de
rats CD ou HFD traités par la CIT et les valeurs obtenues pour les explants de TA EPI de
rats CD ou HFD non traités prises comme contréle. Les résultats sont exprimés en
pourcentage du contrble et représentent la moyenne * SEM de 5 expériences
indépendantes réalisées en triple. ** P < 0,01 vs Ctrl ; *** P < 0.001 vs CIT

133



Nolwenn JOFFIN - Thése de doctorat - 2015

VI. Article 4

Induction de la protéine découplante 1 par la citrulline dans des explants de
tissu adipeux blanc de rats minces ou en surpoids.

Nolwenn Joffin, Anne-Marie Jaubert, Jessica Bamba, Robert Barouki, Philippe Noirez,

Claude Forest.

Publication (sous presse) dans le journal Adipocyte, Novembre 2014

Contexte : Un régime enrichi en citrulline (CIT) réduit la masse du tissu adipeux (TA). Nous
avons récemment montré que la CIT stimule la B-oxydation dans des explants de TA
rétropéritonéal (RET) chez les rats jeunes sous régime contr6le (CD) ou sous régime enrichi
en lipide (HFD) (2-4 mois). Celle-ci n'est pas affectée dans les explants de TA RET de rats
agés sous régime CD (25 mois).

Méthodes et résultats : Les explants de TA RET et de TA épididymaire (EPI) des rats

jeunes (2-4 mois) sous régime CD ou HFD et de rats agés (25 mois) ont été exposés
pendant 24h a 2,5 mmol/L de CIT. Nous avons ensuite procédé a une analyse des génes
par RT-gPCR, et des protéines par western blot. Ici, nous montrons que le TA des rats
jeunes HFD ou des rats agés CD présente une diminution de I'expression basale (ARNm et
protéine) de la protéine découplante (UCP1) par rapport au TA RET de rats jeunes CD.
Sélectivement dans le TA RET ou EPI de rats jeunes, la CIT augmente I'expression d’'UCP1
ainsi que celle de ses principaux régulateurs, peroxisome proliferator-activated receptor-
(PPAR) a ou y2, PPARy-coactivator-1-a (PGC-1a) et mitochondrial-transcription-factor-A
(TFAM). Cependant I'expression du géne d’un autre régulateur, PPARy2, est diminuée quel
que soit I'age et le régime.

Conclusions : Ces résultats suggérent que la CIT induit un nouveau statut métabolique
dans le TA, avec une augmentation de la B-oxydation et du découplage de la chaine
respiratoire, entrainant ainsi une dépense énergétique qui favorise la réduction de la masse

adipeuse.
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Abbreviations:

ARG arginine

ASL argininosuccinate lyase

ASS argininosuccinate synthase

BSA bovine serum albumin

CD control diet

CIT citrulline

CPT1-b carnitine palmitoyl transferase 1-b

EPI epididymal

HFD high-fat-diet
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Abstract

A diet enriched with citrulline (CIT) reduces white adipose tissue (WAT) mass. We
recently showed that CIT stimulated beta-oxidation in rat WAT explants from young
(2-4 months) but not old (25 months) rats. Here we show that both in old rats and
high-fat-diet-fed young rats, uncoupling protein one (UCP1) mRNA and protein
expressions were weaker than those in young control rats. Selectively in WAT from
young rats, a 24h CIT treatment up-regulated expressions of UCP1, peroxisome
proliferator-activated receptor-a. (PPARa), PPARy-coactivator-1-a. and mitochondrial-
transcription-factor-A whereas it down-regulated PPARy2 gene expression, whatever
the diet. These results suggest that CIT induces a new metabolic status in WAT, with
increased beta-oxidation and uncoupling of respiratory chain, resulting in energy

expenditure that favors fat mass reduction.



Introduction

Excess energy storage in white adipose tissue (WAT) favors an increase in fat mass
with pathophysiological consequences like insulin resistance and altered glucose
tolerance leading to type-2 diabetes (T2DM). Aging and high-fat diet (HFD) often
result in enlarged WAT mass, particularly intra-abdominal depots like the
retroperitoneal (RET). One of the strategies to oppose fat mass gain would be to
activate energy dissipation in brown adipose tissue (BAT). Brown adipocytes have
the unique feature to express the uncoupling protein 1 (UCP1), responsible for the
uncoupling between oxidative phosphorylation and ATP production, therefore
dissipating energy as heat 2. In 1992, Cousin et al. demonstrated the presence of
UCP1-expressing adipocytes in well-defined WAT depots ° . Such cells, resembling
brown adipocytes in WAT, were further described and named BRITE for "brown-in-
white " or beige adipocytes, then shown as having an intermediate signature between
brown and white adipocytes *°. Although the distinct origins of these cells remain a
matter of debate, they both express UCP1 ®’. Activators of UCP1 in BAT and
inducers of WAT browning, i.e. the acquisition of a brown phenotype, have been
determined. Among these agents, cold exposure, beta-adrenergic agonists, retinoids,
triiodothyronine, irisin, atrial natriuretic factor, prostaglandins, adenosine or lipolytic
NEFA themselves have been shown to up-regulate UCP1 &',

An interesting observation of decreased WAT mass together with increased BAT
mass and UCP1 arose from high-fat-diet-induced (HFD) overweight rats to which L-
arginine (L-ARG) was given in drinking water '%. L-ARG induced lipolysis and beta-
oxidation in WAT ™. These studies were carried out either in vivo or in cultured cells.
Studies on cultured explants from WAT are scarce. Using RET explants, we showed
recently that citrulline (CIT) induced lipolysis and beta-oxidation while it reduced

glyceroneogenesis and NEFA re-esterification in control and HFD-fed young rats '*'°.



Similar data were obtained on RET explants from old rats, except that beta-oxidation
remained unaffected by CIT ™'°. CIT is an amino acid that is not used for protein
synthesis. Like L-ARG, CIT is an intermediary product in nitric oxide (NO) synthesis,
provided that argininosuccinate synthase (ASS) and argininosuccinate lyase (ASL)
are present, which is the case in macrophages but not in isolated adipocytes '*°.
Unlike what occurs with L-ARG, CIT, administered as a food supplement, is not
metabolized in the liver, therefore its biodisponibility is higher than that of L-ARG. CIT
is thus proposed as a food supplement during aging and in sports to improve muscle
mass and function '8,

In the present study we investigated whether CIT exerted a browning effect on
epididymal (EPI) and RET WAT explants from control and HFD-fed young rats

together with old rats. To this aim we analyzed variations in UCP1 expression and in

its main transcriptional regulators.



Results

Effect of age, diet and CIT on the expression of UCP1 gene and protein. We first
evaluated the effect of age or HFD on the relative UCP1 gene and protein
expressions in RET and EPI WAT explants maintained in culture for either 8h or 24h.
For CD in both depots, UCP1 mRNA level was similar in explants from two-month-old
and four-month-old rats while for HFD, it presented a 45-55% decrease (Figure 1A).
In both depots from twenty-five-month-old rats, UCP1 mRNA was reduced to 50-60 %
when compared to two-month-old rats (Figure 1A). A similar pattern of reduction of
UCP1 protein occurred with 40-50 % decrease at 24h of treatment (Figure 1B). We
then assessed the effect of CIT treatment for 8h and 24h on UCP1 expression in
RET and EPI WAT explants. At 24h CIT treatment, UCP1 mRNA was increased 3.5
to 6-fold, for both depots, in two-month-old and four-month-old rats, whether the latter
were maintained or not on a HFD diet for eight weeks, while it remained unaffected
by CIT in twenty-five-month-old rats (Figure 1C). A weaker (2.3-fold) increase in
UCP1 mRNA was observed at 8h CIT treatment in EPI WAT from two month-old rats,
although no other change occurred at this time (Figure 1C). At 24h CIT exposure,
UCP1 protein was up-regulated 1.5 to 2-fold in WAT from young rats for both depots,
whatever the diet, while it remained unaffected in WAT from twenty-five-month-old

rats (Figure 1D).

Effect of CIT on the expression of genes encoding transcription factors and
regulators involved in mitochondria metabolism. In agreement with our
previously published results, peroxisome proliferator-activated receptor alpha
(PPAR«) gene expression was stimulated by CIT in RET explants from 2-month-old

young rats whereas it remained unaffected in RET explants from 25-month-old rats



(Figure 2A-B) . In contrast, PPARy2 gene expression was down-regulated (58-86%)
by CIT in RET explants whatever the age of the animals (Figure 2A-B) ™. This
reduced level was observed at 8h of exposure to CIT and remained stable at 24h.
These previously described observations were extended to RET explants from CD-
fed and HFD-fed 4-month-old rats that responded in a manner similar to those from
2-month-old rats (Figure 2A-B). In addition, the response of EPI explants to either 8h
or 24h of CIT exposure was similar to that of RET, except for 25-month-old rats in
which the PPARy2 gene remained unaffected (Figure 2C-D). CIT treatment
augmented PPARYy co-activator 1a. (PGC-1a) and mitochondrial transcription factor A
(TFAM) mRNA in both depots from young rats whatever the diet (Figure 2A-D).
These increases were more pronounced at 24h than at 8h of treatment. In explants
from 25-month-old rats, PGC-1a and TFAM genes remained unresponsive to CIT

whatever the WAT depot and the time of treatment (Figure 2A-D).



Discussion

We show that UCP1 mRNA and protein are expressed in RET and EPI WAT from
rats, in accordance with previously published studies 3. This expression is reduced
with either aging or HFD. Our previous results established that CIT induced direct,
rapid and deep modifications of NEFA metabolism in WAT explants from rats *'°.
Notably, CIT increased beta-oxidation capacity, together with the expression of the
PPARa gene, in RET explants from young rats whether they were fed a CD or a HFD.
Here, we observe that CIT was also able to induce UCP1 in WAT from young

1415 UCP1 expression and its

animals. However, no change in beta-oxidation
transcriptional regulators (the present study) occurred in explants from old animals in
response to this amino acid. The mechanism that underlines this young versus old
difference in beta-oxidation and UCP1 expression remains an open issue.

Therefore, in old animals, part of lipolytic NEFA are released from WAT and can be
used as energetic substrates for demanding tissues like muscle ™. Such
observations are in line with the increase in muscle mass from old rats fed with either
a L-ARG- or a CIT-supplemented diet '®?°. We observed previously that in young
animals, whether HFD-fed or not, NEFA output remained unaffected by CIT but
NEFA oxidation was stimulated . In the present study, we show that CIT up-
regulates UCP1 expression in WAT explant from young rats. This effect is rapid since
a 3-fold to 6-fold increase in UCP1 mRNA occurred at 24h of treatment, together with
a 1.5- to 2-fold rise in the protein. Such a new metabolic feature is the sign of a
situation of energetic expenditure in WAT.

What could be the mechanism of CIT action? Since cAMP, through protein kinase A
(PKA) activation, is one of the major inducers of UCP1 gene expression in brown

adipocytes, it could be the mediator of CIT action, although there is no report of the

effect of this amino acid on PKA ?'. Such a mechanism is likely not occurring here.



One of the best-known cAMP-responsive gene in adipocytes is pck1 (the cytosolic
phosphoenolpyruvate carboxykinase gene) ?*?%. Therefore, any stimulation by CIT of
cAMP production should induce pck?1 and the inverse occurs here. However, CIT
stimulates HSL phosphorylation in RET WAT and induces NEFA release when
explants are isolated from HFD-fed young rats or from old rats '*'°. Among the other
agents that were demonstrated as capable of inducing HSL phosphorylation and
lipolysis, the mitogen-activated protein kinase pathway and extracellular signal-
regulated kinase (ERK) could play a role . Alternatively, lipolysis could be activated
because of the reduction of an inhibitory pathway, like those mediated by the AMP-
activated protein kinase (AMPK), calcium/calmodulin-dependent protein kinase Il or
glycogen synthase kinase IV ?°. Interestingly, L-ARG was reported as being both
lipolytic and capable of inducing AMPK, two potentially opposite phenomena in
adipocytes, without clear explanations for this apparent contradiction 13,

One of the best candidate for mediating CIT action could be NO. As mentioned
above, ASS and ASL are not expressed in WAT adipocytes. Hence, any NO
production from CIT would primarily occur in macrophages present in WAT and
would diffuse from macrophages to adipocytes where it would act on UCP1
expression. Previous reports showed the lipolytic and anti-glyceroneogenic nature of
NO in WAT °2628 Besides, NO induces mitochondrial biogenesis via guanosine 3,5’
-monophosphate (cGMP) and PGC-1a, the central transcriptional activator in
thermogenic adipocytes 2**°. Both PPARc. and PPARYy are transcription factors that
interact with PGC-10.*". CIT strongly induced PGC1a and PPARa gene expressions
in both RET and EPI WAT from young rats, whereas PPARy2 mRNA was down-

regulated in the same animals, in agreement with our previous results ™. The

reduction in PPARy2 reflects the previously observed strong decrease in PEPCK-C



expression and in glyceroneogenesis '*'°. Pck1 is indeed the major PPARy2 target
gene in adipocytes 7.

The simultaneous induction by CIT of PGC1a and PPARGa. is in line with the observed
concomitant up-regulation of UCP1 in WAT, probably leading to a rise in the
thermogenic status of the cells. CIT effect on UCP1 gene expression is supposedly
transcriptional through a PPARa/PGC1a-process, since this couple was clearly
demonstrated as acting as an inducer of the UCP1 gene in rodents and in humans
%3¢ PPARa and PGC1a were also shown to stimulate FA oxidation, notably in
brown adipocytes, via the induction of expression of CPT 1b and VLCAD *~°. These
observations are in agreement with our previous results showing that selectively in
WAT explants from young rats, CIT induced an increase in beta-oxidation capacity,
together with an up-regulation of CPT 1b and VLCAD '*"°.

Another interesting observation of the present study is the CIT effect on TFAM
expression because TFAM is a PGC1-a target and a major transcription factor for
mitochondrial DNA replication *'*%4'. The possible CIT action as a factor favoring
mitochondriogenesis during WAT browning remains an open issue with potential
physiological consequences. Such a question also occurs with L-ARG-fed rats for
which PGC 1a and mitochondrial biogenesis are enhanced, together with BAT and
whole-body energy metabolism "*42 .

Altogether, our data identify a novel mechanism of CIT health effects and highlight
the induction of UCP1 as a mediator of decreased WAT mass, browning of WAT and

increased energy expenditure. The data open new and simple avenues of

therapeutic intervention in overweight and obesity.



Materials and Methods

Animals: housing and feeding. Two-month-old male Sprague Dawley rats were
from Centre d’Elevage de Rats Janvier (Berthevin, France), fed ad libitum with a
standard (control) diet (CD) (n=21). They were acclimatized for 2 weeks then
randomized into 3 groups. The two-month-old CD rats (n=7) were immediately used
for the culture of AT explants. The two other groups were maintained for an
additional 8 weeks under either a CD (four-month-old CD; n=7) or a high-fat diet
(four-month-old HFD; n=7). Twenty-five-month-old male Sprague Dawley rats, fed
ad libitum with CD, were a gift from Sainte Anne Hospital (Paris, France) (n=7). All
rats have free access to water and food ad libitum and were housed at constant
room temperature (24°C) on a 12-h-light/dark cycle. CD rats were fed with a
standard balanced diet (11.7 MJ/kg) (64% carbohydrates, 20% proteins, 3% lipids, 8%
vitamins and minerals) from Safe (Augy, France). HFD rats were fed with a HFD
(19.5 MJ/kg) (44.5% carbohydrates, 20% proteins, 27.5% lipids, 8% vitamins and
minerals) from Safe (Augy, France). Rats were anaesthetized and after blood
sampling from the jugular vein, they were killed by decapitation. Samples of WAT
were removed and weighted. The protocol for the animal studies was conducted

according to the French Guidelines for the care and use of experimental animals.

Rat adipose tissue explants. EPI and RET WAT from rats were sampled for
analyses. About 200mg of tissue were cut in about 20mg fragments and cultured in
Krebs Ringer buffer saline (KREBS) medium as previously described '*'°. Explants

were exposed to 2.5 mmol/L CIT for 8h or 24h then frozen before further studies.



RNA Extraction, cDNA Synthesis and Real-time RT-PCR. Total RNA was
extracted from RET WAT with Rneasy lipid tissue mini kit from Qiagen. RNA was
quantified by spectrophotometric Nanodrop. Total RNA (500ng) was reverse
transcribed using SuperScript® Ill First-Strand Synthesis SuperMix kit from Life
Technologies. Samples of cDNA were diluted 1:40, amplified and used for RT-gPCR
measurements using SYBR Green from Roche as previously described '*. RT-qPCR
was performed in the LightCycler1536 instrument from Roche as follows: 75°C for
2min, 95°C for 10min, 40 cycles of denaturation (95°C for 15s to the denaturation,
60°C for 30s to the annealing, 72°C for 30s to the extension). Results were analyzed
with the LightCycler1536 software from Roche. Ribosomal RPL13 RNA was used to
normalize cDNA. Quantification of mMRNA was carried out by comparing the number
of cycles required to reach reference and target threshold values (2*-(6-0 Ct)
method) as described previously *®. Sequences of the rat sense and antisense
nucleotides were: PGC1-a : 5'-tgcccctgccagtcacagga-3’ 5’-gctcagccgaggacacgagg-3’;
PPARa : 5’-aagccatcttcacgatgctg-3° 5’-tcagaggtccctgaacagtg-3'; PPARy2: 5'-
ttatgctgttatgggtgaaa-3’ 5’- caaaggaatgggagtgtc-3’ ; TFAM : 5’-gttccggggaatgtggggceg-
3’  5-gacaggcgagggtatgcgge-3’; UCP1: 5’-tacagagttatagccaccaca-3’ 5'-

tggaacgtcatcatgtttgtg-3’ ; RPL13 : 5’-tggcaggggcttcag-3’ 5’-tgggcatcacaggtcc-3’

Western blot. Protein fractions were prepared from WAT explants in a buffer
containing 10mmol/L HEPES pH 7.9, then separated by SDS-PAGE and transferred
to nitrocellulose filters. Blots were blocked with 3% BSA in PBS containing 0.05%
Tween 20 and incubated with 1:1000 and 1:500 dilutions for the UCP1 and B-actin
antisera, respectively. Rabbit UCP1 and mouse B-actin antisera were purchased

from thermofisher and Abcam respectively.



The Odyssey method was used for detection, following the procedure described by
the manufacturer (Li-COR). Quantitative results of Western blotting were obtained by

densitometry in Imaged software.

Statistical analysis. Data are presented as means + SEM. Each independent
experiment was carried out in triplicate. Statistical analysis was carried out using the
nonparametric Mann & Whitney U test for pairwise comparisons, which was applied
due to the small number of experiments (n< 10). A value of P< 0.05 was
considered as significant.

*P < 0.05 vs. control; ** P < 0.01 vs. control
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Figure legends

Figure 1: Effect of age, diet and CIT on the expression of UCP1 gene and
protein

RET or EPI WAT explants from 2 months old CD (white histogram), 4 months old CD
(light grey histogram), 4 months old HFD (dark grey histogram) and 25 months old
CD (black histogram) rats were incubated either in the absence of CIT (panel A, B) or
with or without CIT (panels C, D) for 8h or 24h as described in materials and
methods. Uncoupling protein 1 (UCP1) mRNA levels were evaluated by RT-qPCR.
Results were normalized to RPL13 mRNA and expressed in % of control (panels A,
C). UCP1 protein levels were estimated by western blots and results were
normalized to B-actin (panels B, D). Results represent the mean + SEM of
independent experiments (n=7) carried out in triplicate from different explants.

*P < 0.05 vs. Control; ** P < 0.01 vs. Control

(A) Effects of diet or age on UCP1 gene expression. Histograms represent the
ratio of the values obtained from 4 months old CD rats, 4 months old HFD rats
or 25 months old rats to the values obtained from 2 months old CD rats, taken
as controls.

(B) Effects of diet or age on the expression of UCP1 protein. Histograms
represent the relative UCP1 levels to [3-actin. A representative autoradiogram
of western blots of UCP1 and B-actin, is shown.

(C)Effects of CIT on UCP1 mRNA levels. Histograms represent the ratio of the
values obtained from CIT-treated explants from 2 months old CD rats, 4
months old CD rats, 4 months old HFD rats or 25 months old rats to the
values obtained in untreated explants from rats of the corresponding age,

taken as controls.



(D) Effects of CIT on the expression of UCP1 protein. Histograms represent the
relative UCP1 levels to R-actin. A representative autoradiogram of western

blots of UCP1 and B-actin, is shown.

Figure 2: Effect of CIT on the expression of genes coding for transcription
factors and regulators involved in mitochondria metabolism

RET (panel A, B) or EPI (panel C, D) WAT explants from 2 months old CD (white
histogram), 4 months old CD (light grey histogram), 4 months old HFD (dark grey
histogram) and 25 months old CD (black histogram) rats were incubated with or
without CIT for 8h (panels A, C) or 24h (panels B, D), as described in materials and
methods. Peroxisome proliferator-activated receptor gamma2 (PPARYy2), peroxisome
proliferator-activated receptor alpha (PPARa), peroxisome proliferator-activated
receptor gamma coativator 1a (PGC-1 a) and mitochondrial transcription factor A
(TFAM) mRNA levels were evaluated by RT-qPCR. Histograms represent the ratio of
the values obtained from CIT-treated explants from 2 months old CD rats, 4 months
old CD rats, 4 months old HFD rats or 25 months old rats to the values obtained in
untreated explants from rats of the corresponding age, taken as controls. Results
were normalized to RPL13 mRNA and expressed in % of control.

*P < 0.05 vs. Control; ** P < 0.01 vs. Control



eanw[——] =] [—— BEH

E= — - =] [==uwey

- - eI [ — —— — [— — —— — Junoey
el == ) (=- [EJE=T===]wn | — o
0 o+ k- + - % - + - + -1 o] = . , |
e . 00 0
S0
(= G'0'C
(2] (2]
] b ]
= ¥ =
0b = =
2 Pio Stpuow 5z I T aopesuouszm T
Q4H PIo syjuow v [l Q  QdHPplosyuowy m I_I . . Q
9 Plo Syow b g |._.| 5 aoposyuouy @ 1 ol E
Qo piosyuow z [ |._.| ry Sl Qo plosyuow g [
* * I
Pyl Id3 139
Id3 13y 0z g LA < |
uye usg uye usg uye us uye us
0
............ QQF
o
002 w
=1
s 3 o C
00€ m.m frd mv..o
¥ ¥ o O H
00V S o *¥ m 3
*% 3 W W
s o2 A U ) I WU - B o >
** 2> =
@o pio syuow sz I 009 W.l W
Q4H pio Ssyjuow ¢ [l ¥ =%
@9 pIo syow ¢ [ 00L «
@D Plostoulz [] ** aopospuougzm  1d3 13y
008 Q4H plo syjuow ¢ [ 061
Id3 139

@ pio syjuow ¢

006 U Qo plo syuow Z [

<



|0J3u09 JO Juadiad

[vNyw] (1]

|043u09 JO JuddIdd
[vNyw]

o n Qn
88 EQ 88 EQ
3 3 3 3 Z 3 38 35
c° %, o2 al
£££¢ £££¢
E55¢ £55¢
E E E
Sssg -
O EnN el N |
c <
-] <
_ N
n_ —
w o
IT]
x
-k|_|
r T T T T T T T &A_ v (%
[=] o [=] o [=] (=1 [=] [=} (=] o > [=] o [=] [=] o [=] o [=] [=} o .
(=3 [=] o o (=] =] (=] [=] o ('3 [=3 =3 o [=] (=] (=) (=3 [=] =] (4
o (-] ~ ©o n < (2] N - o (-] ~ © n < (2] N -
0JJU09 JO JUIDID
(&) ! ¥ d (] 1043U09 JO Juddiad
[vNyw]
. [vNyw]
(== Qo n
88 kS8 88 k8 K3
T Z 3 35 T 3 35 2. <
G 6 G © o o , O,
H 2228 NS
£ EES £ E %5 b
g g EE g g gE W
ooEnm OEEnN (4
K3
. A
X
X * 06'000'
< < &2,
] < %4
- N %
>
o i
*
(14 n:,<|—| 4,
X (A
—
*
*
& © © © © o o S © © © © o o o o o &
1= 1= [<] 1= 1= =] o %
8 8 R 8 8 8 8 &8 8 R 8 8 8 8 |8 2 (4



Nolwenn JOFFIN - Thése de doctorat - 2015

CONCLUSION-DISCUSSION

|l. Rappel des résultats

La complémentation en CIT pendant 3 mois chez le rat &gé réduit significativement la masse
du TAV. Nos données montrent que cette complémentation en CIT induit une diminution du
diametre des adipocytes du TA RET. Ces résultats sont a mettre en lien avec la premiére
démonstration des travaux de Moinard et coll. en 2009 montrant une diminution drastique de
la masse du TA intra-abdominale et des études de Wu en 2012 montrant que le jus de
pasteque riche en CIT réduit la masse adipeuse RET de rat ZDF. Aucune modification du
métabolisme des AG dans le TA des rats agés n’est observée lorsque ceux-ci ont été sous
régime enrichi en CIT pendant 3 mois. Cependant, les facteurs de l'inflammation tels qu’IL-6
et TNF-q, ainsi que les marqueurs de macrophages, F4/80 et CD68, sont fortement réduits
chez ces rats, suggérant une activité anti-inflammatoire de la CIT a long terme chez les rats
ageés.

Notre hypothése de travail était que la CIT pourrait augmenter la lipolyse et affecter le
métabolisme des AG du TA. Nous démontrons in vitro de maniére originale un effet direct de
la CIT sur le métabolisme du TA chez le rat.

Dans [article intitulé « Citrulline induces fatty acid release selectively in visceral
adipose tissue from old rats » publié dans le journal Molecular Nutrition and Food
Research, nous démontrons que la CIT agit de maniere différentielle sur le métabolisme du
TA RET des rats jeunes ou agés. La concentration des AG libérés est augmentée
sélectivement dans le TA RET de rats agés. Le traitement par la CIT induit une
augmentation de la phosphorylation de la HSL, une des enzymes clés de la lipolyse, chez
les rats jeunes (58%) ou agés (50%). En revanche, le flux glycéronéogénique, marqueur de
la ré-estérification des AG, est diminué environ de moitié en présence de CIT quel que soit

I'age. Uniquement chez le rat jeune, 'augmentation de la capacité oxydative (200%) du TA
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RET permet de compenser la moindre prise en charge des AGNE consécutive a cette
diminution de ré-estérification.

Le vieillissement étant lié a une augmentation du TA, nous avons fait 'hypothése que la CIT
exerce aussi une action lipolytique dans le TA de rat jeunes en surpoids.

Dans le deuxiéme article intitulé « Citrulline reduces glyceroneogenesis and induces
fatty acid release in visceral adipose tissue from overweight rats » publié dans le
journal Molecular Nutrition and Food Research, nous avons étudié les effets d’'un traitement
de 24h par la CIT sur des explants de TA RET issus de rats de 4 mois, maintenus pendant 2
mois sous régime standard (CD) ou enrichi en lipides (HFD). La libération des AG est
stimulée par la CIT sélectivement dans les explants de rats HFD (100%). Cependant, la
forme phosphorylée de la HSL est augmentée dans le TA de rats CD (60%) ou HFD (133%).
La capacité oxydative est augmentée d’environ 200% dans le TA quel que soit le régime. En
accord avec ces résultats, I'expression de la CPT 1-b et de la VLCAD, enzymes marqueurs
de la B-oxydation, est stimulée quel que soit le régime. La CIT diminue drastiguement la
glycéronéogenése chez les rats HFD (80%) et plus faiblement chez les CD (50%) ceci en
corrélation avec une réduction de moitié de la quantité de PEPCK-C, enzyme clé de cette
voie.

Dans l'article 3 intitulé « Acute induction of uncoupling protein 1 by citrulline in cultured
explants of white adipose tissue from lean and high-fat-diet-fed rats », nous montrons
que la CIT induit une augmentation de I'expression de la protéine UCP1 sélectivement dans
le TA de rats jeunes quel que soit le régime alimentaire. Le traitement par la CIT augmente
les facteurs de transcription d’'UCP1, PPARa et PGC1-a ainsi que I'expression du gene
codant TFAM suggérant un phénoméne de brunissement. Ces résultats suggérent que la
CIT induit un nouvel état métabolique dans le TA, avec augmentation de la B-oxydation et du
découplage de la chaine respiratoire, ce qui entraine une dépense d'énergie qui favorise la

réduction de la masse adipeuse blanche chez le rat jeune.
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Figure 27 : Représentation schématique des effets de la CIT sur le métabolisme

du tissu adipeux.

Les voies de la lipolyse, de la glycéronéogenése et de la ré-estérification et I'expression de la
protéine découplante UCP1 sont spécifiques de I'adipocyte. La 3-oxydation, I'expression de la
glycérol kinase (GyK), du facteur de transcription mitochondrial A (TFAM) et de peroxisome
proliferator-activated receptor gamma coactivator 1 a (PGC-1a) peuvent étre présentes dans les
autres types cellulaires composant le tissu adipeux. Pour une question de clarté et de visibilité,
nous extrapolons les effets de la CIT dans I'adipocyte. Les effets de la CIT sont représentés par
des fleches. La largeur des fleches est proportionnelle a l'intensité des effets de la CIT sur les
voies meétaboliques étudiées, illustrées dans des couleurs différentes. Dans le tissu adipeux (TA)
de rats jeunes ou agés et de rats CD ou de rats HFD, la CIT induit la lipolyse estimée par
I'augmentation de la forme phosphorylée de la lipase hormono-sensible (P-HSL) et diminue la
glycéronéogenése, marqueur de la ré-estérification des acides gras (FA), et modifie I'expression
de son enzyme clé, la phosphoénolpyruvate carboxykinase cytosolique (PEPCK-C). La libération
du glycérol est augmentée sélectivement dans le TA de rats 4gés. Dans le TA de rats jeunes CD
ou HFD, la sortie de glycérol reste stable car la CIT stimule I'expression de GyK. La CIT
augmente la capacité oxydative (B-oxydation) en lien avec 'augmentation de I'expression de la
carnitine palmitoyl-transférase 1-b (CPT-1b) et very long chain acyl CoA dehydrogenase
(VLCAD). Chez les jeunes rats CD, la diminution de la ré-estérification des FA est équilibrée par
I'augmentation de la B-oxydation, expliquant que la libération des FA ne soit pas affectée. Chez
les rats HFD, la diminution drastique de la ré-estérification des FA n’est pas entiérement
compensée par I'augmentation de la 3-oxydation et, a pour conséquence une augmentation de la
libération des FA. TFAM, UCP1 ainsi que de son régulateur clé PGC-1a sont augmentés
sélectivement chez les rats jeunes CD ou HFD. De méme, TFAM est sélectivement augmenté
chez les rats jeunes indépendamment du régime alimentaire.
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Il. Discussion et perspectives

I.1. Différence rats aqés / rats jeunes HFD

La CIT modifie profondément le métabolisme des AG dans le TA de rats. Quel que soit 'dge
ou le régime, elle augmente la lipolyse et diminue la glycéronéogenése. Cependant,
indépendamment du régime, la capacité oxydative du TA n’est augmentée que chez les rats
jeunes prévenant ainsi la libération des AG.

Chez les rats jeunes soumis a un régime HFD comme chez les rats agés, la CIT induit la
libération d’'une partie des AG issus de la lipolyse. Replacé dans le contexte d’'un organisme
entier, ces AGNE libérés peuvent étre lipotoxiques et engendrer le développement du DT2
mais ils peuvent aussi étre utilisés comme substrat énergétique par des tissus périphériques
tels que le muscle. Nos résultats sont en accord avec les conclusions de Faure et coll. dont
les études montrent qu’'un régime enrichie en CIT n’affecte peu ou pas les enzymes
mitochondriales dans le tissu musculaire de rats agés dénutris mais augmente le nombre de
fibres musculaires en corrélation avec un nombre plus important de mitochondries donc a
une demande énergétique plus importante du muscle (Faure et al., 2012, 2013; Moinard et
al., 2014). Dans cette derniére étude, Moinard et coll. ont observé qu’un régime enrichi en
CIT chez le rat 4gé accroit la masse musculaire (+14% a 48%) par augmentation de la taille
des fibres et de l'expression des protéines musculaires (Moinard et al., 2009, 2014). De
plus, cette étude a mis en évidence que le métabolisme énergétique musculaire est
augmenté via une hausse de l'activité des mitochondries et de leur biogenése (Moinard et
al., 2014). Des études préliminaires chez la personne agée (88-91 ans) semble indiquer que
I'enrichissement du régime alimentaire en protéines avec ou sans complémentation en CIT
permettrait de diminuer significativement la masse adipeuse (-13%) mais que seule la
supplémentation en CIT permettrait de maintenir la masse maigre (+0,58%) (Fréderic Behar

DIU 2013).
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Nos études in vitro sur le TAB RET de rats 4gés suggerent que les AG libérés sous l'action
de la CIT seraient un moyen de répondre a la demande en énergie augmentée du muscle.
Pour valider cette hypothése, il serait intéressant d’étudier Iimpact de la CIT dans les
relations entre muscle et TAB. Des études in vitro de co-cultures d’adipocytes et de cellules
musculaires traités par la CIT pourraient étre une stratégie pour définir les voies de
communication entre les deux types cellulaires. Nous pourrions également envisager de
nouvelles études in vivo de complémentation en CIT chez le rat obése et le rat 4gé
permettant d’évaluer a la fois le métabolisme du muscle et du TAB tout en analysant les

concentrations circulantes d’AGNE.

Nos expériences ne mettent pas en évidence de différence d’expression dUCP1 dans le
TAB RET des rats agés traités ou non par la CIT pendant 8h ou 24h. Plusieurs études
récentes montrent qu’il existe chez ’'Homme agé un polymorphisme du géne codant pour
UCP1 qui expliquerait la faible expression et la faible activité de la protéine ainsi que la
résistance a la stimulation du développement du TABr au cours du vieillissement (Rose et
al., 2011a, 2011b; Yoneshiro et al., 2013). De plus, la résistance au brunissement du TAB
chez I'animal agé, notamment la souris, pourrait étre due, d’'une part a la diminution de
'expression de génes importants pour la régulation de l'activité de ce tissu tels que PPARQa,
et, d’autre part a la diminution du nombre de récepteurs 33 présents a la membrane des
adipocytes (Rogers and Smith, 2012; Rogers et al., 2012). Les régions promotrices du
géne UCP1 (Barbera et al., 2001) contiennent des éléments de réponse aux PPAR, a la fois
PPARa et PPARy (Nedergaard et al., 2005), ces deux facteurs étant connus pour favoriser
I'adipogenése des pré-adipocytes bruns (Villarroya et al., 2007). Cependant, Rogers et coll
constatent qu’au cours du vieillissement seule I'expression de PPARa décline dans le TAB,
suggérant un rble prépondérant de ce facteur dans le passage d’'un phénotype blanc a un
phénotype brun chez le sujet 4gé (Rogers and Smith, 2012; Rogers et al., 2012).

Chez le rat en surpoids, le traitement par la CIT du TA RET induit une augmentation de la

libération des AGNE, mais a la différence du rat agé, la CIT induit a la fois une augmentation
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de la capacité oxydative du TA RET et de I'expression d’'UCP1, suggérant un changement
de phénotype du TA du blanc vers le brun. D’autres études de Fu et coll. en 2005 montrent
que la supplémentation en ARG, chez le rat obése diabétique Zucker, peut également
augmenter la capacité oxydative du TAB tout en stimulant I'expression de PGC-1a, principal
régulateur d’'UCP1 et de la biogenése mitochondriale (Fu et al., 2005). Les études de
Jobgen et coll. en 2009 montrent que la supplémentation en ARG pendant 3 mois chez le rat
HFD augmente la masse musculaire (soleus et extensor digitorum longus) tout en
augmentant la masse du TABr au détriment de la masse du TAB (Jobgen et al., 2009). De
plus, la supplémentation soit en acides aminés a chaines ramifiées pendant 2 semaines, soit
en isoleucine, chez la souris HFD, augmente I'expression de PPARa et d’'UCP2 dans le foie
ainsi que d’'UCP3 dans le muscle. Ces résultats sont corrélés a une diminution du contenu
en TG de ces mémes organes (Nishimura et al., 2010; Arakawa et al., 2011). L’'ensemble
de ces données indique que les régimes enrichis en acides aminés (ARG ou Isoleucine)
augmentent I'expression des différentes isoformes de la protéine découplante dans le TAB,
le muscle et le foie, tout en augmentant la masse musculaire des animaux HFD. Ainsi, nous
pouvons suggérer que la CIT, tout en favorisant la dissipation de I'énergie sous forme de
chaleur grace a 'augmentation de la protéine UCP1 du TAB, favoriserait le développement
de la masse musculaire, comme c’est le cas pour ARG et Isoleucine. Cette augmentation de
masse musculaire s’accompagnerait alors d’'un accroissement de la demande en énergie de
ce tissu chez le rat HFD. Ceci pourrait expliquer 'augmentation de la libération des AGNE en
réponse a cette demande. Ainsi, nos résultats obtenus in vitro sur des explants de TAB de
rats HFD devraient étre complétés par des études in vivo de supplémentation d’un régime en
CIT chez le rat en surpoids pour comprendre a la fois les effets de la CIT sur le muscle et sa
fonction ainsi que la relation muscle-TAB. L’augmentation de I'expression d’'UCP1 dans le
TAB est associée a une meilleure tolérance au glucose chez les personnes obéses
(Timmons and Pedersen, 2009). UCP1 serait donc une cible thérapeutique attrayante,

particulierement prometteuse pour le traitement du DT2.
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En perspective de ce travail, nous pourrions étudier le mécanisme d’action de la CIT
impliqué dans I'augmentation de la protéine UCP1 dans le TA de rats jeunes. D’autre part, il
serait intéressant d’envisager des cinétiques plus longues sur le TA de rats HFD ou de rats
4gés et étudier par immunohistochimie si la CIT établit une véritable conversion du
phénotype blanc vers un phénotype brun. Enfin une étude sur le TA humain des effets de la

CIT sur le brunissement du TAB permettrait d’envisager une nouvelle stratégie anti-obésité.

11.2. Mécanisme d’action de la citrulline

Le TABr est spécialisé dans la dissipation de I'énergie. Ainsi, le développement de ce tissu
serait une cible potentielle pour de nouvelles stratégies nutritionnelles dans les thérapies
anti-obésité. L'expression du gene UCP1 peut étre induite par différents facteurs qualifiés de
brunisseurs tels que l'exposition au froid, les agonistes B-adrénergiques, les agonistes
rétinoides, lirisine et 'adénosine. En effet, ces différents agents ainsi que les AGNE issus de
la lipolyse eux-mémes, peuvent induire I'expression dUCP1 (Jobgen et al., 2009; Carriere
et al., 2013, 2014; Harms and Seale, 2013; Gnad et al., 2014). Le TABr est activé par le
systeme nerveux sympathique avec libération concomitante de catécholamines et activation
des récepteurs B-adrénergiques. Chez le rongeur et chez 'Homme, le récepteur 3
adrénergique est exprimé en abondance dans le TAB et TABr (Lonnqvist et al., 1993, 1995;
De Matteis et al., 2002; Lafontan and Berlan, 2003; Yehuda-Shnaidman et al., 2010).
Dans Il'adipocyte brun, les AGNE issus de la lipolyse induite par les récepteurs B3
adrénergiques sont utilisés par la thermogenése et permettent la production de chaleur via
UCP1 (Ricquier et al., 1986). Les récepteurs B3 adrénergiques augmentent la concentration
intracellulaire de 'AMPc qui active la PKA. L’AMPc est I'un des principaux régulateurs de
I'expression du géne UCP1 (Forest et al., 1987). La PKA pourrait étre le médiateur de
I'action de CIT, bien qu'il n'y ait pas d’études relatives a I'effet de cet acide aminé sur cette
enzyme. Cependant, ce mécanisme n’est probablement pas impliqué dans les effets de la

CIT dans nos conditions expérimentales. En effet, dans les adipocytes, le géne codant la
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PEPCK-C (pck1) est stimulé notamment par augmentation de 'AMPc (Reshef and Hanson,
1972; Franckhauser et al., 1995). La CIT stimule la phosphorylation de HSL induisant une
augmentation de la libération des AGNE dans les explants de TA RET de rats HFD ou de
rats agés, alors qu’il est généralement admis que cette phosphorylation est sous la
dépendance de 'AMPc et de la PKA. Or le traitement par la CIT dans nos conditions diminue
l'expression de ce géne. Mais la lipolyse peut étre activée par d’autres mécanismes,
notamment en raison de la réduction d'une voie inhibitrice, comme la voie de TAMPK (Watt
and Steinberg, 2008). De fagon étonnante, ARG joue a la fois un réle lipolytique et
inducteur de I'AMP-activated protein kinase (AMPK), deux phénoménes potentiellement
opposés dans les adipocytes, sans qu’il y ait dans la littérature d’explications claires de cette
contradiction apparente (Tan et al., 2012).

Afin d’exclure le r6le de PKA dans les effets de la CIT, nous devrions envisager in vitro sur
des explants de TA de rats de bloquer préalablement la voie de la PKA grace a un inhibiteur

tel que PKI avant d’évaluer les effets de la CIT sur le métabolisme du TA.

I1.2.1 Implication du NO dans les effets de la citrulline

L'un des meilleurs candidats pouvant étre impliqué dans I'action de la CIT pourrait étre le
NO. Comme mentionné dans l'article 1, ASL et ASS ne sont pas exprimés dans les
adipocytes isolés a partir du TAB. Par conséquent, la production de NO via la CIT est
vraisemblablement issue des macrophages présents dans le TAB qui contiennent tout
I'équipement enzymatique pour le cycle ARG-CIT-NO comme les cellules endothéliales
capillaires (Figure 28). Le NO diffuserait des macrophages vers les adipocytes ou il pourrait
agir sur lI'expression d’'UCP1. Au niveau physiologique, le NO a un role complexe qui dépend

de sa concentration, de sa durée d’action et de 'organe étudié.
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Figure 28 : Répartition des enzymes impliquées dans le cycle ARG-CIT-NO
dans le tissu adipeux.

Le tissu adipeux est hétérogéne et contient notamment des cellules endothéliales capillaires,
des macrophages et des adipocytes. Les deux premiers types cellulaires expriment les 3
enzymes requises pour le cycle arginine-citrulline-NO : ASS : Argininosuccinate synthase ;
ASL : Argininosuccinate lyase ; NOS : nitric oxide synthase. Alors que l'adipocyte lui ne
possede que les NOS Il et lll.
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11.2.1.1 CIT, NO et lipolyse

Les études de notre laboratoire ont permis d’établir un lien clair entre NO et métabolisme des
AG. En 1998, Gaudiot et coll. montrent que le NO est un inducteur de la lipolyse des
adipocytes isolés (Gaudiot et al., 1998). En 2011, Niang et coll. observent que les effets
lipolytiques de la leptine sur des explants de TA EPI de rats sont dépendants du NO (Niang
et al., 2011). Dans l'article 2, nous mettons en évidence que les effets lipolytiques de la CIT
sont abolis par un prétraitement avec le L-NAME. Ces résultats sont a mettre en paralléle
des données précédentes de Fu et coll. en 2005 montrant que la supplémentation pendant 3
mois en ARG chez le rat jeune augmente la lipolyse et la phosphorylation de HSL en lien
avec une augmentation de la production de NO par les TA RET et EPI (Fu et al., 2005). Des
études plus récentes démontrent que la supplémentation en ARG chez le porc augmente

I'expression de TARNm HSL du TASC (Tang et al., 2010).

1.2.1.2 CIT, NO et glycéronéogenése

Dans ce travail, la CIT a un effet anti-glycéronéogénique sur le TA RET et EPI de rats jeunes
quel que soit le régime. Nous mettons en évidence que cet effet est lié d’'une part a une
régulation négative de I'expression de son principal facteur de transcription PPARy2 et
d’autre part a une implication du NO dans les effets anti-glycéronéogéniques de la CIT. A
des concentrations élevées de I'ordre du micromolaire, le NO peut induire la nitration des
tyrosines menant a l'altération de la stabilité et de la fonction de protéines (Patel et al., 2000;
Radi, 2004; White et al., 2010). Dans notre laboratoire, il a été mis en évidence que la
nitration de la PEPCK-C dans les adipocytes par action de la leptine permettait de diminuer
la glycéronéogenese (Jaubert et al., 2012). Nous pourrions envisager ce mécanisme pour
expliquer la diminution de I'expression de la protéine PEPCK-C dans les explants de TA RET
de rats agés et de rats jeunes quel que soit le régime. En effet, notre étude a montré que la
CIT induit I'expression de I'ARNm de la NOS Il, enzyme capable de produire des

concentrations bréves mais importantes de NO.
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Il serait donc intéressant d’étudier en présence de CIT, la possible nitration par le NO de la
protéine PEPCK-C dans des explants de TAB de rats jeunes, obéses ou &gés

(immunoprécipitation et western blot).

11.2.1.3 CIT, NO et fonction mitochondriale

A des concentrations de I'ordre du nanomolaire, produites par la NOS Ill, le NO a un pouvoir
anti-oxydant et protege les cellules des dommages liés aux ERO. Cette protection est
intéressante dans nos conditions, car nous montrons que la CIT augmente la 3-oxydation du
TAB chez le rat jeune quel que soit le régime. Or 'augmentation du métabolisme oxydatif est
un risque d’augmenter les ERO et donc les dommages cellulaires. Dans notre étude,
I'expression de TARNm NOS Il est augmentée sous l'action de la CIT dans les explants de
TA RET et EPI de rats jeunes sous régime HFD ou non, sans préjuger d’éventuelles
modifications post-traductionnelles par phosphorylation de la NOS Ill. L’augmentation du NO
par la NOS IIl dans nos conditions serait alors un moyen de protéger le TA de la possible
augmentation de la production des ERO via la B-oxydation.

Le temps d’exposition au NO est aussi un critere important. L’exposition a court terme (<12h)
de cellules endothéliales au NO diminue I'expression de PGC-1a alors qu’a l'inverse une
exposition plus longue (>24h) permet une augmentation de I'expression de ce principal
régulateur du métabolisme mitochondrial (Borniquel et al., 2006). Dans notre travail, nous
constatons que la CIT augmente I'expression du gene PGC-1a dans les explants de rats
jeunes indépendamment du régime alimentaire des animaux. L’augmentation de la
production de NO via la CIT pourrait expliquer ce phénoméne. Ces résultats sont a mettre en
paralléle de ceux obtenus par Fu et coll. montrant qu’un régime enrichi en ARG chez des
rats augmente I'expression de PGC-1a dans les TAB RET et EPI (Fu et al., 2005). Chez la
souris, I'enrichissement du régime par des acides aminés essentiels pendant 3 mois
améliore dans le muscle la biogenése mitochondriale en induisant I'expression des génes

PGC-1a et TFAM et augmente la production d'énergie via I'induction de I'expression de la
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NOS Il (D’Antona et al., 2010). Ces effets seraient la conséquence de I'activation de la voie
mTOR via la production de NO issu de la NOS Il (D’Antona et al., 2010).

Il serait intéressant d’envisager d’étudier in vitro dans des explants de TA de rats l'implication
du NO dans les effets B-oxydants de la CIT. Tout d’abord, nous pourrions établir si la
phosphorylation de la NOS Il est augmentée dans le TA de rat traité par la CIT. Dans un
deuxiéeme temps, nous pourrions utiliser un prétraitement avec le L-NAME ou un inhibiteur
sélectif de NOS Il pour comprendre l'influence du NO dans l'augmentation de la capacité
oxydative du TA de rat par la CIT. D’autre part, des études in vivo chez le rongeur obése
permettraient de définir I'impact de la CIT sur le métabolisme mitochondrial et de doser les
ERO chez ces animaux afin d’envisager une stratégie thérapeutique chez I'humain par étude

des effets de la CIT sur le TA issu de biopsie humaine de sujets obéses et normo-pondérés.

11.2.1.4 CIT, NO, inflammation et métabolisme

Nos résultats mettent en évidence également que la CIT peut avoir une action anti-
inflammatoire in vitro a court terme chez le rat en surpoids et a long terme in vivo chez le rat
agé. In vitro, les deux cytokines pro-inflammatoires, IL-6 et TNF-a, sont surexprimées dans
le TAB des rats agés et de rats jeunes HFD. Dans les explants de rats en surpoids, un
traitement pendant 8h ou 24h avec de la CIT entraine une diminution des génes codant
TNF-a et IL-6. Ces résultats sont en accord avec les études de Breuillard et coll. qui
montrent a partir de culture primaire de macrophages issus de rats obéses et diabétiques
gu’un traitement de 6h avec de la CIT (0,1 a 2mM) diminue la production de TNF-a de fagon
dose dépendante (Breuillard et al., 2014). Dans un modéle de septicémie chez le rat,
I'enrichissement en CIT du régime alimentaire diminue I'IL-6 circulante (Asgeirsson et al.,
2011). Bogdanski et coll en 2012 mettent en évidence qu’un régime supplémenté en ARG
pendant 3 mois diminue TNF-a chez la femme obése. L’ensemble de ces données sont en
accord avec nos études in vivo chez le rat agé montrent qu’un régime enrichi en CIT conduit

a une diminution de TNF-a et IL-6 dans le TAB, bien que ce résultat ne soit pas observe in
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vitro dans des explants de TAB de rats agés. Ceci pourrait étre di a la limite du modele in
vitro qui ne prend pas en considération les interactions avec les autres organes. Par
exemple, le NO a un réle dans la régulation des hormones corticoides au niveau cérébrale,
ces hormones sont impliquées dans le contrdle de l'inflammation (Gadek-Michalska et al.,
2013). L’ARG est également un modulateur clé de I'immunité, probablement en partie par
l'intermédiaire de la synthese de NO en favorisant la prolifération et la fonction des cellules T
ainsi que l'activité des cellules NK (Peranzoni et al., 2007; Berthe et al.,, 2011). La
diminution a la fois de la disponibilité en ARG et l'altération de son métabolisme dans les
macrophages en cas d’obésité, conduit a une altération de la production de NO et de
cytokines pro-inflammatoires. En effet, la diminution de la production de NO via la NOS Il
chez la souris obése contribue a I'exacerbation de I'inflammation notamment au sein du TAB
(Kim et al., 2008; Handa et al., 2011). D’autres études rapportent des effets anti-
inflammatoires du NO issu de NOS Il au niveau vasculaire (Liu and Huang, 2008; Huang

et al., 2009).

Un régime HFD chez la souris diminue la phosphorylation de la NOS IIl dans le TAB via
I'activation de la voie NF-kB (Handa et al., 2011). Or le NO issu de la NOS Ill apparait
comme un modulateur de la biogenése mitochondriale. Il a été démontré que le TNF-a
conduit a une diminution de la biogenése mitochondriale en réduisant I'expression de la NOS
Il dans des adipocytes isolés de TAB de souris méales ob/ob (Valerio et al., 2006). Ces
effets sur les mitochondries peuvent étre inversés par un traitement avec des donneurs de
NO comme le SNAP (Valerio et al., 2006). Chez des souris obéses déficientes en TNF-q, la
biogenése mitochondriale dans le TAB est au moins partiellement restaurée (Valerio et al.,
2006). Ces résultats suggerent que TNF-a joue un réle important dans la diminution de
I'expression de NOS Il et la biogenése mitochondriale dans les tissus métaboliquement
actifs d'animaux obéses. Les souris déficientes en NOS Il développent une hyperlipidémie,
une hyperleptinémie ainsi qu’une résistance a l'insuline, caractéristique du syndrome

métabolique chez 'Homme (Duplain et al., 2001). Dans nos résultats complémentaires,
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nous démontrons que la CIT augmente I'expression du géne codant la NOS Ill en corrélation
avec une diminution de I'expression de TNF-a dans les explants de rats jeunes HFD. Ceci
pourrait expliquer 'augmentation de la biogenése mitochondriale chez le rat jeune CD ou
HFD dans le TA et suggererait que la CIT puisse limiter le développement de l'insulino-
résistance et de I'hyperleptinémie.

Compte tenu de ces résultats, il est légitime de s’interroger sur la régulation de la NOS Il par
la CIT dans le TA de rats HFD ou de rats a4gés. En effet, la présence d’une inflammation
chronique au sein du TA et la dérégulation métabolique qui en découle montre tout l'intérét
de déterminer si la NOS Il est impliquée dans les effets anti-inflammatoires et métaboliques
de la CIT. Ainsi, l'inhibition préalable de la NOS Il avant le traitement d’explants de tissus
adipeux de rats obeses mettrait en évidence le réle du NO dans ces effets. De plus, une
étude similaire des effets de la CIT sur le métabolisme du TA humain a partir de biopsies
apporterait des éléments de réponses dans la compréhension des effets de la CIT chez

I'Homme.

1.2.1.5 CIT, leptine et adiponectine

Nous montrons que dans les explants de TA de rats jeunes CD ou HFD et agés, la CIT
diminue I'expression de 'TARNm de la leptine.

La leptine a un réle bivalent sur le systeme immunitaire. D’'un c6té, elle a un role protecteur
contre les infections en régulant la prolifération et I'activation des cellules T (La Cava and
Matarese, 2004; Fantuzzi et al., 2005). De 'autre coté, elle a un rdle pro-inflammatoire car
elle est impliquée dans le développement de certaines pathologies inflammatoires et auto-
immunes telle que l'arthrite (Tartaglia et al., 1995; Fried et al., 1998; Otero et al., 2005). La
diminution de la de I'expression de TARNm de la leptine par la CIT pourrait expliquer ses
effets anti-inflammatoires dans le TA de rats. A linverse le traitement par la leucine
d’adipocytes isolés de rats augmente la sécrétion de leptine via I'activation de la voie mTOR

(Roh et al., 2003). Ces données semblent réfuter I'hnypothése de l'activation de la voie
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mTOR par la CIT. Cependant, 'augmentation de I'expression de la NOS Ill dans le TA RET

CD ou HFD pourrait étre impliquée dans la diminution de la leptine due a la CIT.

La CIT augmente I'expression de TARNm de I'adiponectine dans les explants de TA de rats
jeunes CD ou HFD et agés. Ces résultats sont a mettre en lien avec les conclusions des
études mettant en évidence que la supplémentation a court terme ou a long terme en ARG
de patients agés ou obeses diabétiques augmente la production d’adiponectine (Lucotti et
al., 2006; De Luis et al.,, 2014). Cette adipokine exerce des effets protecteurs contre le
développement des maladies lites a l'obésité telles que le DT2 et I'athérosclérose
notamment en atténuant I'inflammation chronique du TAB (Ohashi et al., 2012). Elle diminue
€galement la production des cytokines inflammatoires, TNF-a et IL-6, par les macrophages.
Elle réduit I'inflammation du TAB en favorisant la colonisation du tissu par des macrophages
M2 (anti-inflammatoires) au détriment des macrophages M1 (pro-inflammatoires) (Ohashi et
al., 2010). L’augmentation de I'expression de I'adiponectine du TAB de rat pourrait expliquer
les propriétés anti-inflammatoires de la CIT.

De plus, I'adiponectine augmente la biogenése mitochondriale via PPARa dans le foie et le
muscle notamment (Berg and Scherer, 2005). Ainsi, 'adiponectine augmente la 3-oxydation
des AG et réduit le stockage des TG dans le muscle conduisant a une amélioration de la
sensibilité a l'insuline (Maeda et al., 2008; Yamauchi and Kadowaki, 2013).L’augmentation
de l'adiponectine dans le TAB par la CIT permettrait d’expliquer 'augmentation de la
capacité oxydative de ce tissu via PPARa chez le rat.

Il serait donc intéressant d’étudier le réle de l'adiponectine dans les effets de la CIT pour
tenter d’expliquer, en partie, I'action anti-inflammatoire et [3-oxydante mises en évidence
dans le TAB de rats. Ainsi, des études in vivo de complémentation en CIT de I'alimentation
de rats jeunes HFD ou de rats 4gés apporteraient des éléments supplémentaires de
compréhension des mécanismes d’action de la CIT. De plus, ces études permettraient de
déterminer si la CIT peut avoir une action sensibilisatrice a l'insuline dans le muscle et le foie

via 'adiponectine. Un dosage sérique de l'adiponectine et de la leptine chez ces animaux
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serait nécessaire pour confirmer les résultats in vitro. D’autre part, des expériences in vitro

sur TAB humain seraient importantes pour décrypter les mécanismes de cet acide aminé.

L’ensemble de nos données constitue la premiére démonstration d’un effet direct de la CIT
sur le métabolisme du TAB. Ce travail de thése suggere que la CIT « vide » les adipocytes
de leurs TG de stockage et pourrait expliquer la diminution de la masse du TAB viscéral
induite par un régime enrichi en CIT. Nos études mettent en évidence une induction d’'UCP1
par la CIT. Cette augmentation peut étre en partie responsable de la diminution de la masse
du TAB, en permettant une possible conversion partielle en TABr, le brunissement. Ceci
aurait pour conséquence une augmentation des dépenses d'énergie. Ces données ouvrent
alors la voie pour le développement d’'une nouvelle stratégie nutritionnelle impliquée dans

l'intervention thérapeutique contre le surpoids et I'obésité.
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Résumé :
L’'obésité s’accompagne de pathologies comme le diabéte de type 2 et les maladies

cardiovasculaires, liées a des dérégulations métaboliques et endocriniennes du tissu
adipeux blanc (TAB). Au cours du vieillissement, la perte de masse musculaire peut étre
associée a l'obésité et définit le concept d’obésité sarcopénique. Les traitements mis en
ceuvre pour contrecarrer ces pathologies n’ont qu'un succes tres partiel. Il est donc opportun
de développer des stratégies alternatives originales qui pourraient aboutir a des
thérapeutiques ciblées. Notre équipe étudie les régulations métaboliques du TAB, source
majeure de stockage de I'énergie de I'organisme. Les triglycérides stockés sont libérés a
jeun grace a la lipolyse qui libére les acides gras non-estérifiés (AGNE) et le glycérol dans le
sang, comme source d’énergie des autres tissus. En plus de la B-oxydation des AGNE, leur
ré-estérification partielle intervient pour limiter leur libération lors de la lipolyse. La
glycéronéogenése est nécessaire a la ré-estérification en situation de jelne. Des études
préalables ont montré que I'administration de citrulline (CIT) pendant trois mois a des rats
vieillissants induit une diminution d’environ 40% de la masse viscérale du TAB. Cet acide
aminé non proteique est un complément alimentaire donné au cours du vieillissement ou a
des sportifs pour augmenter la masse musculaire. Nous avons étudié les effets de la CIT sur
des cultures d’explants de TAB de rats. Dans la premiére partie de ce travail, nous montrons
que la CIT a un effet direct lipolytique et anti-glycéronéogénique sur les explants des rats
gu’ils soient jeunes ou agés. Cependant, la libération des AGNE du TAB des rats jeunes est
limitée par une augmentation de la capacité oxydative du tissu. Avec 'adge, la masse du TAB
augmente en parallele a 'augmentation d'un état pro-inflammatoire. Afin de comprendre
l'influence de ces deux parameétres indépendamment de I'dge, nous avons étudié dans la
deuxiéme partie de ce travail, les effets de la CIT sur les explants de TAB de rats jeunes
soumis a un régime contrdle (CD) ou hyperlipidigue (HFD). Nous observons une
augmentation, induite par la CIT, de la lipolyse et de la capacité 3-oxydative du TAB des rats
quel que soit le régime, alors que la glycéronéogenése est diminuée. Toutefois, les AGNE
sont sélectivement libérés par le TAB de rats HFD, en relation avec une réduction drastique
de leur ré-estérification. Le NO est un médiateur de ces effets. Dans une troisieme partie,
nous démontrons que la CIT agit directement sur le TAB de rats CD et HFD pour induire
I'expression de la protéine découplante, UCP1, en lien avec le « brunissement » potentiel du
TAB par cet acide aminé. Ces effets ne sont pas observés au sein du TAB des rats agés.
L’ensemble de nos résultats établit les bases pour de futures investigations visant a élucider
les mécanismes par lesquels la CIT réduit la masse adipeuse et ouvrent de nouvelles
perspectives thérapeutiques pour lutter contre le surpoids et I'obésité sarcopénique.

Mots clés: Citrulline, tissu adipeux, métabolisme, acides gras, lipolyse,
glycéronéogenese, ré-estérification, B-oxydation, UCP1, obésité, vieillissement.
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