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Liste des abréviations

ADN Acide désoxyribonucléique

ADNec ADN complémentaire

AGE Produits de glycation avancée (Advanced Glycation End products)
AGL Acide gras libre

ANC Apport nutritionnel conseillé

ARN Acide ribonucléique

ARNm Acide ribonucléique messager

ARNt Acide ribonucléique total

CAP ¢-Cb1 associated protein

Caspas Cysteine activated aspartate directed protease
Cat Catalase

CLHP Chromatographie liquide a haute performance
CoA Coenzyme-A

CoQ10 Ubiquinone

DMSO Diméthylsulfoxyde

4E-BP 1 4E binding protein 1

EC Epicatéchine

ECG Epicatéchine-3-gallate

EDTA Acide éthyléne-diamine-tétra-acétique

EGC Epigallocatéchine

EGCG Epigallocatéchine-3-gallate

Ec-SOD Superoxyde dismutase extracellulaire

ERK Extracellular signal regulated kinase

ERO Especes réactive de I’oxygéne

ESTs Expressed sequence tags (étiquette de I’ADNCc)
FDA Food and Drug Administration

FK Fructokinase

FRAP Ferric Reducing Ability of Plasma

GLUT-1 Transporteur membranaire du glucose-1
GLUT+H4 Transporteur membranaire du glucose-4

GPx Glutathion peroxydase

GRase Glutathion réductase

Grb2 Growth factor receptor-bound protein 2
GSK3 Glycogéne synthase 3 kinase

GSH Glutathion (réduit)

GSSG Glutathion oxydé

GST Glutathion S-transférase

HbAlc L’hémoglobine glycosylée

HDL Lipoprotéine de haute densité (High Density Lipoprotein)

HFCS High fructose corn syrup
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HMG-CoA
H,0,
IMC
IGF1
IR

IRS
LDH
LDL
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MAPK
MDA
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mTOR
MTT
NAC

NADPH,H'/NADP"

NADH,H/NAD"
NCEP
NF-kb

o

NO
1 0,

0,"
OH’
8-OH-dG
OMS
ONOO
PCR
PCR Q
PDK
PH

PI

PI-3 K
PIP3
PPAR
PKB
PKC
PTB
RLO
ROH
ROOH

RO’

Hydroxy-méthyl-glutaryl-coenzyme A

Peroxyde d’hydrogeéne

Indice de masse corporelle

Insulin like growth factor-1

Insulin réceptor

Insulin receptor substrate

Lactate déshydrogénase

Lipoprotéine de basse densité (Low Density Lipoprotein)
Lipoprotéine Lipase

Mitogen activating protein (MAP) kinase
Malonedialdéhyde (aldéhyde malonique)

Matrice extracellulaire

Méthionine sulfoxyde réductase

Mammalian target of rapamycin
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide)
N-acétyl-Cystéine

Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate réduit/oxydé

Nicotinamide adénine dinucléotide réduit/oxydé
National Cholesterol Education Program
Nuclear factor kappa B

Oxyde nitrique (monoxyde d’azote)
Oxygeéne singulet
Radical superoxyde

Radical hydroxyle
8-hydroxy-2’-désoxyguanosine
Organisation Mondiale de la Santé
Peroxynitrite

Réaction en chaine par polymérase (Polymerase Chain Reaction)
PCR quantitative

Phosphatidylinositol-dependent kinase

Domaine d’homologie avec la pleckstrine (Plextrin homology)
Phosphate inorganique

Phosphatidyl-inositol -3- Kinase
Phosphatidyl-inositol-3-phosphate

Peroxysome proliferator-activated receptor

Protéine kinase B

Protéine Kinase C

Phosphotyrosine binding

Radicaux libres de I’oxygene

Alcool

Hydroperoxyde

Radical alkoxyle
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ROO’
ROS
RTK

SD

SH2

She

SHP2

SM

SOD
SOD(Cu/Zn)
SOD(Mn)
SOS
TEAC
TBARS
TNFa
TXN

uv
VLDL

XPC
ZDF

Radical peroxyle

Espéces réactives oxygénées (Reactive Oxygen Species)
Récepteur a activité tyrosine kinase

Succinate déshydrogénase

Src homology 2

Src homology 2/a collagen-related

SH2 domain protein tyrosine phosphatase-2
Syndrome Métabolique

Superoxyde dismutase

Superoxyde dismutase a cuivre et zinc

Superoxyde dismutase 3 manganése

Son of sevenless

Trolox equivalent antioxidant activity

Especes réactives de 1'acide thiobarbiturique

Facteur nécrosant de tumeur (Tumor necrosis factor)
Thiorédoxine

UltratVviolet

Lipoprotéine de trés basse densité (Very Low Density Lipoprotein)

Xeroderma pigmentosum de type C
Zucker diabetic fatty
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Avant propos et problématique

L’augmentation des facteurs de risques associés aux maladies cardiovasculaires et au diabéte
tels que I’obésité, 1’hypertension artérielle, 1’insulinorésistance et les dyslipidémies a fait
émerger la notion de syndrome métabolique. Le nombre de sujets atteints par le syndrome
métabolique ne cesse d’augmenter dans les populations des pays industrialisés. Cette épidé-
mie, qui est révélatrice d’un probléme croissant de santé publique, est liée a des conditions
principalement environnementales, ou les erreurs alimentaires occupent une place prépondé-
rante. La prévention nutritionnelle du syndrome métabolique est, en conséquence, un objectif
de santé publique important, et ’identification de facteurs nutritionnels susceptibles de com-

battre le syndrome métabolique est un enjeu socio-économique important.

Chez les sujets souvent en surpoids et développant un syndrome métabolique s’installe un
stress oxydant non contrélé. Cause ou conséquence de I’insulinorésistance, qui est la caracté-
ristique majeure du syndrome métabolique, ce stress oxydant entraine des dommages cellulai-
res et vasculaires qui conduisent aux complications oxydatives du diabete (rétinopathies et
glomérulopathies). En parallele, chez ces patients, les défenses antioxydantes sont souvent

abaissées, aggravant ainsi le stress oxydant.

Les antioxydants d’origine alimentaire sont donc, dans le syndrome métabolique, et de fagon
générale, des facteurs importants de lutte et de prévention. Compte tenu de la diminution de la
sensibilité a I’insuline qui se développe également dans cette pathologie, les facteurs nutri-
tionnels qui améliorent la sensibilité a 1’insuline et ont, de surcroit, un fort pouvoir antioxy-
dant, devraient agir efficacement et réduire les altérations métaboliques et l'incidence du dia-
bete et des maladies cardiovasculaires chez ces patients. Si cette hypothése se confirmait, une
stratégie simple d’identification de tels facteurs nutritionnels et de prévention nutritionnelle
du syndrome métabolique pourrait étre mise en ceuvre, et répondre ainsi a un probléme impor-

tant de Santé publique.

Parmi les nutriments a prendre en compte, les polyphénols occupent une place de choix. Ceux
du thé et de la cannelle font partie des nutriments qui pourraient agir a la fois comme potentia-
lisateurs de I’insuline et comme antioxydants. Cependant, malgré 1’évidence de leur intérét
potentiel dans la prévention du syndrome métabolique, peu de travaux a ce jour se sont inté-
ressés a vérifier I’effet de leur consommation a la fois sur la modulation du stress oxydant et

sur la sensibilité a I’insuline dans le syndrome métabolique.

9/246



Parmi les micronutriments également d’intérét, le chrome III, oligoélément essentiel, est, lui,
largement décrit pour son rdle potentialisateur de 1’insuline. Or, récemment, il a été¢ suggéré
qu’il pouvait avoir aussi des propriétés antioxydantes. Il devrait, de ce fait, prendre une large
part a la prévention nutritionnelle du syndrome métabolique. Cependant, son utilisation dans
la prévention de I’insulinorésistance reste controversée, en particulier compte tenu de sa pos-

sible toxicité au long cours.

Ce travail de thése a eu comme objectif de décrire la relation stress oxydant / insulinorésis-
tance dans le syndrome métabolique, et la modulation de cette relation par des nutriments

choisis pour étre potentiellement antioxydants et/ou potentialisateurs de I’insuline.

Nous avons ainsi étudié :

e le thé vert dont les catéchines ont été décrites in vivo et in vitro comme de puissants an-
tioxydants et insulino-potentialisateurs (publications A et B) ;

¢ la cannelle dont les polyphénols ont fait I’objet de travaux récents démontrant leurs pro-
priétés bénéfiques pour améliorer I’insulinorésistance (publications C et D) ;

e le chrome III.

Pour le chrome III, oligoélément essentiel, dont I’effet potentialisateur de 1’insuline a été lar-
gement décrit dans le diabéte de type 2, nous nous sommes attachés, dans la derniére partie
expérimentale de ce travail, a démontrer non seulement son absence de toxicité (publication
E) mais aussi son role dans la modulation de I’expression de geénes impliqués dans la défense

antioxydante (publication F).

Aprées une premicre partie qui présentera 1’état de la question, nous décrirons le matériel et les

méthodes utilisés au cours de ce travail.

Les résultats des travaux ayant donné lieu ou soumis a publications seront ensuite présentés.
A partir d’un modele animal de syndrome métabolique et d’insulinorésistance induit par un
régime riche en fructose, nous avons mesuré¢ les modifications des parametres circulants et
tissulaires du stress oxydant, ainsi que celles de la cascade de I’insuline, par des régimes
contenant des extraits de thé vert. L’¢tude de I’effet des régimes sur la signalisation de
I’insuline et de I’expression des genes impliqués dans le syndrome métabolique a été réalisée
au Centre de Nutrition Humaine de Belstville (USA), dans le groupe du Dr Richard Anderson,

par le Dr Heping Cao que nous remercions vivement.
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En ce qui concerne la cannelle, ses effets antioxydants ont été démontrés dans le modéle ani-
mal de syndrome métabolique, puis appliqués a ’homme dans une ¢tude clinique d’inter-

vention chez des sujets en surpoids et en syndrome métabolique.

Enfin, I’étude de la toxicité potentielle du chrome III et de son effet sur I’expression des génes
antioxydants a été réalisée sur culture cellulaire de kératinocytes exposés ou non a un stress
oxydant.

La présentation de nos résultats reprendra I’ensemble des publications, acceptées ou soumises,
issues de cette these. Nous terminerons par une discussion visant a synthétiser nos résultats,

leurs limites, et les perspectives ouvertes par ce travail.
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I - Le syndrome métabolique

I-1 - Historique

En 1988, Reaven propose d’individualiser en syndrome, qu’il dénomme "syndrome X", au-
jourd’hui syndrome métabolique (SM), I’association de troubles de la tolérance au glucose,
d’hypertension artérielle, d’hypertriglycéridémie, d’obésité, et d’insulinorésistance. Il suggere
que la résistance a I’insuline et I’hyperinsulinémie sont les causes premicres de ces anomalies,
et sont par la responsables de 1’athérosclérose qu’elles provoquent (Reaven, 1988).
L’existence méme du syndrome est confirmée par des études de population (Ferrannini et al.,
1991) (Haftner et al., 1992). Bien que I’hérédité soit un des facteurs de ce syndrome, la
grande majorité des cas est plutot liée a un style de vie sédentaire et a une mauvaise alimenta-

tion, d’ou I’'intérét d’une stratégie de prévention nutritionnelle précoce.

La France n’est pas épargnée par 1’épidémie de syndrome métabolique. Déja, les données
recueillies dans le cadre de ’enquéte "MONICA" a Lille, a Strasbourg et a Toulouse, mon-
traient que la prévalence du syndrome métabolique était presque deux fois plus élevée dans le
Nord de la France que dans le Sud, et qu’elle augmentait avec 1’age, en doublant dans la tran-
che d’age de 40 a 60 ans. L’¢tude "DESIR" a retrouvé une prévalence de 10 % chez les hom-

mes et 7 % chez les femmes, qui augmente avec 1’age (Balkau ef al., 2003).

I-2 Définitions

Le syndrome métabolique (SM) a été reconnu par I’OMS en 1998 et par les instances améri-

caines en 2001, chacun I’ayant individualisé¢ par une définition différente (Deen, 2004).

L’OMS (Alberti et Zimmet, 1998) a défini le syndrome métabolique par une insulinorésis-

tance identifiée par la présence d’un diabéte de type II (glycémie a jeun > 6,1 mmol/l) ou une

hyperglycémie orale provoquée (glycémie > 1,40 g/l deux heures apres la prise de 75 g de

glucose) associée a au moins deux des facteurs suivants :

e obésité : obésité globale avec IMC (indice de masse corporelle) > 30 kg/m* et/ou ratio
taille sur hanches > 0,9 chez I’homme et > 0,85 chez la femme.

e hypertriglycéridémie : triglycérides > 1,50 g/l (ou 1,7 mmol/l).

e HDL cholestérol bas : HDLc < 0,35 g/l (ou 0,9 mmol/l) chez I’homme et < 0,39 g/l (ou 1,0

mmol/l) chez la femme.

13/246



e hypertension artérielle : pression artérielle systolique > 140 mmHg ou diastolique > 90
mmHg ou traitement anti-hypertenseur.

e microalbuminurie : albuminurie > 20 pg/min ou rapport albumine/créatinine > 20 mg/g.

Ensuite, les critéres cliniques développés par I’OMS ont été simplifiés (Adult Treatment Panel

[T of the National Cholesterol Education Program) (NCEP, 2001) afin de rendre le concept du

syndrome métabolique "facile a utiliser" pour les cliniciens. Le syndrome métabolique est

défini par la présence de trois des facteurs suivants ou plus :

e glycémie : a jeun > 6,1 mmol/l (ou 1,1 g/l).

e obésité abdominale : tour de taille > 102 cm chez les hommes et > 88 cm chez les femmes.

e hypertriglycéridémie : triglycérides > 1,50 g/l ou 1,7 mmol/l.

e HDL Cholestérol bas : HDLc < 0,40 g/l (ou 1,04 mmol/l) chez les hommes et < 0,50 g/l
(ou 1,29 mmol/l) chez les femmes.

e hypertension artérielle : tension artérielle : systolique > 130 mm Hg ou diastolique > 85

mm Hg ou traitement anti-hypertenseur.

Cette définition reste aujourd’hui la plus utilisée en pratique clinique et dans les études scien-
tifiques. Deux facteurs semblent émerger : 1’insulinorésistance et 1’obésité abdominale qui,
selon Reaven récemment (Reaven, 2006) entraineraient les autres signes de syndrome méta-

bolique.

L’obésité et I’insulinorésistance ont été identifiées comme les causes primaires et fondamen-
tales du syndrome métabolique, avec un role certain de 1’obésité (régimes riches en graisses et
en sucres d’absorption rapide dit "régime cafétéria") dans 1’origine de 1’insulinorésistance.
Celle-ci se caractérise par une résistance des cellules de notre organisme a 1’action de
I’insuline, induisant une augmentation de I’insulinémie, et conduisant ainsi directement ou
indirectement aux différentes autres anomalies du syndrome métabolique. L’insulino-
résistance s’accompagne d’une élévation de la glycémie, et peut engendrer un diabéte de type
I1. Le métabolisme lipidique est également régulé en partie par I’insuline, particulierement en
période post prandiale. L’ insuline active 1’action de la lipoprotéine lipase (LPL), une enzyme
localisée dans les capillaires, qui hydrolyse les triglycérides des particules circulantes riches
en triglycérides (VLDL et chylomicrons). Cet effet conduit a une réduction des particules
circulantes riches en triglycérides (VLDL et chylomicrons) et, secondairement, a une réduc-

tion des LDL circulantes et des dyslipidémies athérogenes.
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II - Toxicité du glucose : glucotoxicité et radicaux libres

Lorsqu’il existe un trouble de la glycorégulation, certaines voies de génération des radicaux
libres de I’oxygéne sont activées. Le stress oxydant ainsi engendré pourrait constituer le mé-
canisme final commun a 1’origine des complications oxydatives associées a 1’hyperinsu-
linémie et a ’hyperlipidémie.

Le glucose extracellulaire en exces va majorer la production de radicaux libres de 1’oxygene

(RLO) a I’origine de dommages au niveau des tissus.

I1-1 - Rappel sur les radicaux libres et les systémes antioxydants

On trouvera une revue récente dans Karihtala et Soini (2007).

Le stress oxydant apparait dans une cellule quand 1’équilibre entre les espéces pro-oxydantes
et anti-oxydantes est rompu en faveur de 1’état pro-oxydant (Sies, 1991).

Dans les systémes vivants, une production physiologique d’espéces réactives de 1’oxygene
(ERO) se fait de maniére continue. Dans des conditions pathologiques ou provoquées par des
facteurs exogenes, une surproduction de ces especes réactives est possible. Les défenses an-
tioxydantes, dont une partie est dépendante de 1’alimentation, peuvent étre insuffisantes pour

empéecher les dégats cellulaires que peuvent causer les radicaux libres oxygénés (Figure 1).

Spurces d’ERO Systémes antioxydants

Endogines Exopines Enzymatiques Mon enzymatiques

NADPH oxydase
Chaine respiratoire
mitochondriale
Peroxysomes
Cytochromes Pyg,
Xanthine oxydase
Cyvelo-oxyeénases

Lipo-imyzenases

Toxigques EnvIronnementaus

Radiations ionisantes
Radiatiens LY

Champs électrigques

Xénobiotigues pro-ox ydants
Cyvtokines pro-inflammatoires

Superoxyde dismutase
Catalase

Gilutathion peroxydase

Glutathion
Thiorédoxine
Glutarédoxine
WVitamines C, A, E
Ubigquinong

Lipoate

Pyruvale

Figure 1 : Principales sources des Espéces Réactives de I’Oxygeéne (endogénes et exo-

geénes) et des systemes antioxydants (Beaudeux et Vasson, 2005)
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II-1-1 - Les Espéces Réactives de I’Oxygene (ERQO)

Les radicaux libres sont des espéces chimiques possédant un électron célibataire (ou non ap-

parié) sur leur couche périphérique. Le champ magnétique crée par la rotation de cet électron,
ou spin, n’est pas compensé par la rotation en sens inverse d’un électron apparié. Cette pro-
priété rend les radicaux libres aptes a réagir avec différentes molécules, dont les composés
cellulaires : lipides, protéines et acides nucléiques, notamment lors de réaction en chaines
dont I’exemple le plus connu est celui de la peroxydation des lipides. Les radicaux libres issus

de la réduction monovalente de I’oxygeéne constituent les especes réactives de I’oxygene.

Les Espéces Réactives Oxygénées (ERO) sont des molécules contenant de 1’oxygene, mais
dont la réactivité est bien supérieure a celle de la molécule de dioxygene O,. Les ERO com-
prennent des radicaux tels le superoxyde (O;°), I’hydroxyle (OH’), I’oxyde nitrique (NO° ),
et des especes non radicalaires telles le peroxyde d’hydrogéne H,O,, I’oxygeéne singulet
('02) et le peroxynitrite (ONOO") (Figure 2). Le superoxyde et I’hydroxyle sont trés insta-
bles, au contraire d’H,O; qui diffuse librement et a une durée de vie plus longue.

De nombreux facteurs, tels que des perturbations métaboliques dont I’insulinorésistance et

I’hyperglycémie, I’inflammation, des agents physiques, la présence d’oxydants exogenes,

External Sources Cellular Sources
Cigarette smoke Inflammatory cells
Radiation Fibroblasts
Carcinogens Endothelial cells
Drugs Respiratory Chain
Hyperoxia Xanthine and
Ozone NADPH axidase

Ela'_‘l_.___._l—nu

Cu, &n SOD

Mn SOD _\

EC 50D

ONOO-

Fe?* :

£ LT l"l

Catalase g
HO GPx

CELL DAMAGE

Figure 2 : Production cellulaire des espéces réactives d’oxygénées (ERO) et défense en-
zymatique antioxydante (D’apreés Rahman ef al., 2006)
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peuvent conduire a la formation accrue des radicaux libres (Morel et Barouki, 1999).

11-1-2 - Les défenses antioxydantes

Les enzymes antioxydantes

Plusieurs enzymes et systemes antioxydants endogenes agissent en synergie pour protéger les
cellules des dommages oxydatifs. Leur fonction premiére est d’abaisser la quantit¢ d’ERO ou
des produits d’oxydation dans les cellules. Ces enzymes requiérent un ou plusieurs éléments

trace (Zn, Cu, Mn, Se, Fe) comme cofacteurs pour leur activité catalytique.

e Les superoxyde dismutases (SOD) sont des métalloenzymes qui catalysent la dismutation

des ions superoxydes en peroxyde d’hydrogene et d’oxygene.

SOD (Cu/Zn)
20, +2H — H,0;+ O,

Trois formes de SOD existent chez les mammiféres : une forme extra-cellulaire (Ec-SOD),
une forme mitochondriale utilisant le manganése comme cofacteur (Mn-SOD), et une
forme cytosolique utilisant le cuivre et le zinc comme cofacteurs (Cu/Zn-SOD).

e La catalase (CAT), est une enzyme héminique capable de transformer le peroxyde
d’hydrogene en eau et en oxygene moléculaire. Elle est essentiellement présente dans les
peroxysomes et dans les érythrocytes.

CAT (Fe)
2H,0, — 2H,0+0,

e La glutathion peroxydase (GPx) est une sé¢lénoenzyme présente dans le sang, les membra-

nes et le cytosol. En présence de glutathion réduit (GSH), elle réduit I’'H,O, en H,O et les
hydroperoxydes (ROOH) en alcools (ROH).

GPx (Se)
2 H,0,+2GSH — GSSG +2H,0

GPx (Se)
ROOH+2GSH — ROH +H,0 + GSSG

L’efficacité de la GPx est liée a un flux constant de GSH, et elle est couplée a I’oxydation
du glucose-6 phosphate en 6-phospho gluconate, source de NADPH2 qui est utilisé comme

cofacteur par la glutathion réductase (GRase) pour régénérer le GSH:

GRase
GSSG + NADPH, H® — 2GSH + NADP*
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e La glutathion S-transférase (GST) réduit les hydroperoxydes en alcools mais ne réduit pas

H,0,.

Vitamine C
GPx GSH

Vitamine E

5H

Vitamine E et C

Cu'Zn-50D
GPx

Vitamine E et C
5H

Catalase

) ) - Mp-50D
bicoyche lipidigug des GPx
HemaTanes calliiairas Vitamine E

Vitamine E 5H
Uhiquinone

Figure 3 : Répartition des principales défenses antioxydantes dans la cellule

Les molécules antioxydantes :

Les antioxydants non enzymatiques, sont des micronutriments exogenes apportés par
I’alimentation ou des constituants endogenes. On distingue (Figure 3) les antioxydants hydro-
solubles comme le glutathion, I’acide ascorbique (vitamine C), I’acide urique, 1’albumine et
les antioxydants liposolubles : 1’alpha tocophérol (vitamine E), I’ubiquinone (CoQ10), les

caroténoides.

Le glutathion (L-gamma-glutamyl-cystéinyl-glycine, GSH) est le thiol intracellulaire le plus
abondant. Il convertit les ponts disulfures (S-S) des protéines oxydées en thiols (2 SH) et agit
comme substrat de la GPx et de la GST. Le glutathion tamponne 1’état redox cellulaire grace a

ses 2 formes : réduite (GSH) et oxydée (GSSQG).

La vitamine E et le systéme ubiquinone/ubiquinol existent essentiellement dans les membra-
nes et fonctionnent comme scavengers (piégeurs) d’ERO, prévenant 1’oxydation des phospho-

lipides et des lipides en général.

18/246



Les caroténoides (J3 caroténe, lutéine, lycopene, cryptoxanthine, pigments xanthophylles...)
sont aussi des scavengers d’ERO et plus particulierement de I’oxygeéne singulet (Matsuo,

1993).

La vitamine C agit non seulement comme piégeur d’ERO, mais régénére aussi la vitamine E
en réduisant les radicaux tocophéryls issus de ’oxydation des tocophérols a la surface des

membranes.

La vitamine C oxydée est soit réduite par 1’acide alpha lipoique suivant un réseau antioxydant

(vitamine E — vitamine C — acide lipoique), soit excrétée par les urines.

Parmi les autres molécules a propriétés antioxydantes, il faut aussi citer la céruléoplasmine,
I’albumine, les métallothionéines, et 1’acide urique qui agissent plutét comme des molécules

"sacrifices".

Il arrive cependant que ces systémes antioxydants ne soient pas suffisamment efficaces pour
éviter tout dommage oxydatif. Dans ce cas, une deuxieme ligne de défense faisant intervenir
des systemes de réparation est possible. Elle comporte des endonucléases et des glycosylases
qui interviennent dans 1I’¢limination des bases oxydées de I’ADN (Gilchrest et Bohr, 1997), le
systeme protéasome et les méthionine-sulfoxyde réductases (Msr) qui éliminent les protéines
oxydées et régénerent les méthionines oxydées, et la phospholipase A2 qui hydrolyse les lipi-

des oxydés .

Les polyphénols

(Scalbert et Williamson, - A e
p® . s
2000), qui font I’objet 7,L *H‘ﬂ-l\ﬁ: i}ﬂ —

d’une partie de ce travail
de theése, sont apportés
par notre alimentation,

et ont une activité an-

Mparmphiilig

tioxydante importante, Compartmant

CUETLELE

Caoo parative and synergic imemctiom
7 I3 iy
plus ¢levée par exemple e i beatween pEemetic lipo-and hydrophile AOK

Figure 4 : Synergie d’action et complémentarité entre les diffé-

que celle de la vitamine i i
rents antioxydants lipophyles et hydrophyles

E (Rice-Evans et al.,
1995) (McKay et Blumberg, 2002).

Il est important de souligner que la protection antioxydante ne peut se résumer a un seul an-

tioxydant mais est, au contraire, la résultante d’une synergie d’action que résume la figure 4.
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Dans ce contexte, la prévention nutritionnelle, s’appuyant sur 1’étude du role bénéfique de
nutriments antioxydants, apparait comme trés sup€rieure aux supplémentations antioxydantes

synthétiques.

I1-2 - Métabolisme du glucose et production des radicaux libres

On dénombre trois grands systémes générateurs de radicaux libres dépendant du glucose a
savoir la glycation des protéines, I’activation de la voie des polyols et I’auto-oxydation du

glucose.

11-2-1 - La glycation des protéines

Une des conséquences essentielles de I’hyperglycémie est la glycosylation non enzymatique

ou glycation des protéines (Figure 5).

Le glucose réagit selon une réaction non enzymatique avec les groupements aminés des pro-
téines, des acides nucléiques et lipidiques dans une série d’étapes qui se traduisent par la for-
mation de base de Schiff et des produits d’Amadori et aboutit finalement a de gros polyme-
res : les produits avancés de la glycation (AGE) (Advanced Glycation End Product) (Heidland
et al., 2001). La formation d’AGE est dépendante des ERO, elle est augmentée par la produc-
tion de dialdéhyde malonique (MDA) et par la déplétion en glutathion réduit (GSH) (Jain et
Palmer, 1997).

Les produits d’Amadori présentent la particularité de posséder un groupement cétol. Cette
fonction cétol peut, en présence de métaux de transition (situés au niveau de résidus lysine et
histidine), céder un ¢électron a I’oxygeéne moléculaire, conduisant a la formation d’anions su-
peroxydes O2°". La propriété des protéines glyquées de produire des anions superoxydes a été
mise en évidence la premicre fois par Gillery ef al. (1988), et confirmée par d’autres auteurs

(Sakurai et Tsuchiya, 1988).

11-2-2 - Gluco-oxydation

La glycation des protéines peut s’accompagner d’un processus d’oxydation particulier appelé

"gluco-oxydation" (Figure 5), qui est manifestement accentué par le stress oxydant (Heidland

etal., 2001).

Le glucose, dans sa forme linéaire, posséde une fonction aldéhyde et une fonction hydroxyle
adjacentes, en équilibre avec la forme ¢éne-diol. Le glucose peut, sous la forme éne-diol et en

présence de métaux de transition, donner naissance a un radical anionique e¢ne-diol. Celui-ci,

20/246



Hydroxyaldefyel
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Figure 5 : Contribution de I’auto-oxydation du glucose et de la production de radi-
caux hydroxyles a ’altération des protéines induites par le glucose (D’aprés Hunt et
al. 1988).

en réduisant I’oxygene moléculaire, libére des anions superoxydes. Au cours de cette réaction,

il y a formation concomitante d’un composé a-cétoaldéhyde. Ce dernier, en présence de mé-
taux de transition, réagit selon la réaction de Fenton, et produit a son tour des radicaux hy-
droxyles hautement réactifs (Hunt et al., 1988), capables d’altérer les protéines avant méme la

fixation du glucose sur celles-ci.

11-2-3 - L.a voie des polvols

En situation d’hyperglycémie, les voies de métabolisation du glucose (glycolyse et voie des
pentoses) sont diminuées car 1’hexokinase, enzyme permettant la phosphorylation du glucose
dans les deux voies métaboliques, est inhibée en présence de fortes concentrations de glucose
(Gonzalez et al., 1984). Le glucose, de ce fait, s’accumule dans les tissus non insulinodépen-

dants, et active la voie des polyols.
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Cette voie fait intervenir principalement deux enzymes, 1’aldose réductase et la sorbitol dés-
hydrogénase. L.’aldose réductase, qui n’est activée que pour des fortes concentrations en glu-
cose, intervient en premier pour transformer le glucose en sorbitol a I’aide du cofacteur nico-
tinamide adénine dinucléotide phosphate réduit (NADPH) produit par la voie des pentose
phosphates. Puis la seconde enzyme, la sorbitol déshydrogénase, oxyde le sorbitol en fructose

en utilisant comme cofacteurs le nicotinamide adénine dinucléotide oxydé (NAD+) (Fig 6).

Le sorbitol ne pouvant pas franchir la membrane plasmique, s’accumule dans la cellule, et

1‘ Glucose ?Aﬂt' TSWhitD] ?S-[%r TFrucLl.‘lﬁe

”“*‘DPHJ,, * NADP* NAD*)  NADH
HK

H,0,

Fructose 1,6-diP

® |

@ Voie des polyols AR: Aldolase Reductase; SDH: Sorbitol Deshydrogenasg

® Yoie des pentose-phosphates

Glyceraldehyde 3-P
NAD* @ Cycle redox du glutathion
GAPDHp™ "
NADH B0,
1,3-Diphosphoglycerate
@ WYoie de Ia glycolyse HK: Hexokinase; PFK: Phosphofructokinase;
l GAPDH: Glyceraldehyde-3-Phosphate desydrogenase
Lactate

Figure 6 : Voie des polyols et autres voies métaboliques induites par I’hyperglycémie

augmente la pression osmotique, entrainant une hyperhydratation intracellulaire (Burg, 1995).
Il peut étre oxydé par la sorbitol déshydrogénase en fructose, et, dans ce cas, la production
accrue de fructose par cette voie peut également stimuler la glycosylation non enzymatique
des protéines (grace au plus grand pouvoir réducteur du fructose par rapport au glucose)

(Kaneko et al., 1996)

L’activation de la voie des polyols pourrait avoir plusieurs effets déléteres (Brownlee, 2001) :
la principale conséquence de I’activation de cette voie due a une hyperglycémie est la modifi-
cation du statut redox intracellulaire résultant de la baisse des rapports de NADPH, H

“/NADP" et NAD" /NADH,H". La modification du statut rédox peut altérer le fonctionnement
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de nombreuses enzymes antioxydantes comme la glutathion-réductase, 1’ascorbate-réductase,

et la NO-synthase qui utilisent le NADPH comme cofacteur (Bravi et al., 1997).

I1I - L’insulinorésistance

I1I-1 - La signalisation de ’insuline

La molécule d’insuline est produite par les cellules 3 des ilots de Langerhans du pancréas.
Sécrétée sous forme d’une pro-insuline, constituée d’une seule chaine peptidique, elle est cli-
vée par une enzyme protéolytique spécifique au cours d’une maturation dans des vésicules
intra cytoplasmique et sécrétée dans I’espace extracellulaire en réponse a une élévation du
taux du glucose dans le sang. Dans les vésicules de secrétions intra-cytoplasmiques, les mo-
nomeres d’insuline s’assemblent en dimeres, puis en hexaméres. Les hexameres complexent
chacun deux atomes de zinc et s’empilent pour former une structure quasi-cristalline.
L’insuline a un r6le d’hormone hypoglycémiante, et elle posséde une activité anabolique ma-
jeure dans la mise en réserve des substrats glucidiques et lipidiques. Elle exerce, en outre, des

effets sur la croissance, la différenciation cellulaire et ’homéostasie du potassium.

Ces effets, lorsque I'insuline se lie a son récepteur membranaire spécifique, s’expriment en

priorité sur ses trois tissus cibles, le foie, le muscle et le tissu adipeux.

Le récepteur de I’insuline est une glycoprotéine tétramérique, formée de deux sous-unités o
extracellulaires et de deux sous-unités B transmembranaires contenant un domaine tyrosine
kinase. Les différentes sous-unités sont reli¢es entre elles par des ponts disulfures. Le récep-
teur de I’insuline fait donc partie de la famille des récepteurs a activité tyrosine kinase (RTK),
mais il présente la caractéristique d’étre constitutivement dimérisé. La liaison a I’insuline est
assurée par la sous-unité o et par la partie extracellulaire des sous-unités 3, qui contiennent
des sites de liaison de haute et de basse affinité pour 1’insuline. Les modé¢les actuels proposent
la liaison d’une molécule d’insuline pour chacun des récepteurs (De Meyts et Whittaker,
2002). Outre le domaine tyrosine kinase, la partie intracellulaire de la sous-unité B contient

des résidus tyrosine. Ces résidus sont essentiels a I’activité biologique du récepteur.

La liaison de I’insuline a son récepteur induit des modifications conformationnelles des sous-
unités o et B, qui permettent I’acces au site catalytique et la trans-phosphorylation des résidus
tyrosines des sous-unités B (Hubbard, 1997). La phosphorylation de ces résidus est nécessaire

a I’activation du récepteur.
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Les effets optimaux de 1’insuline sont observés alors qu’une faible proportion (environ 10 %)
des récepteurs sont liés a I’hormone, ce qui suggéere qu’il existe un mécanisme d’amplification

du signal par trans-phosphorylation des récepteurs libres par les récepteurs activés.

La stimulation par 1’insuline induit la phosphorylation des tyrosines d’un certain nombre de
protéines intracellulaires. La premiére protéine phosphorylée, en réponse a I’insuline, a étre
isolée a été appelée IRS-1 ( insulin receptor susbtrate 1). Depuis, d’autres substrats ayant la
méme structure ont été identifiés, et I’ensemble forme la famille des IRS. Les deux principaux
représentants, IRS1 et IRS2, jouent des roles complémentaires dans la signalisation insulini-

que (White, 2002).

Le récepteur de I’insuline phosphoryle aussi d’autres protéines, les protéines de la famille She
(Src homology 2/a. collagen-related), et quelques autres substrats dont la fonction n’a pas tou-
jours été clairement établie, telles que les protéines Gab-1, Cbl, APS et DOKp62 (Saltiel et
Kahn, 2001).

La famille des IRS

Les IRS ont une structure primaire commune, présentant dans leur partie N-terminale, un do-

maine PH (plextrin homology) et un domaine PTB (phosphotyrosine binding) qui sont respon-
sables de I’interaction de la protéine avec le résidu phosphotyrosine présent dans la partie
juxtamembranaire du récepteur (Figure 7). La partie C-terminale des IRS contient de nom-
breux résidus tyrosine, qui sont phosphorylés par le récepteur, et servent de site d’encrage

pour les effecteurs de la signalisation. Ces protéines sont appelées des "Protéines Paltformes".

La famille des SHC

Les protéines Shc (Src homology 2/a collagen-related) constituent la deuxieme famille des

substrats du récepteur de I’insuline. Shc est exprimée sous trois isoformes, Shc p46, p52 et
p66. L’invalidation du géne Shc induit une 1étalité embryonnaire liée a des problemes de dé-
veloppement du systéme cardiovasculaire, démontrant que la protéine Shc est une cible ma-
jeure des récepteurs des facteurs de croissance (Lai et Pawson, 2000). La phosphorylation de
Shc par le récepteur permet le recrutement de I’adaptateur Grb2 et ’activation de la voie des

MAP kinases, conduisant ainsi aux effets mitogéniques de I’insuline (Virkamaki ef al., 1999).
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Figure 7 : Structure des protéines IRS ( d’aprés White, 2002)

1267

I11-2 - L.a cascade de ’insuline

La transmission du signal insulinique

La transmission du signal insulinique dans la cellule met en jeu des modules protéiques de
reconnaissance présents sur les protéines substrats et capables de les positionner a proximité
du récepteur activé (RI). Au moins 9 substrats intracellulaires communs aux récepteurs de

I’insuline et de I’'IGF1 ont été identifiés (Capeau, 2005).

La stimulation du récepteur de I’insuline est a 1’origine de ’activation de deux grandes voies
de signalisation : la voie des MAP kinases et la voie de la PI-3 kinase, qui conduisent de ma-

nicre respective schématiquement aux effets mitogéniques et métaboliques de 1’hormone.

Les protéines IRS se placent au niveau cytosolique de la membrane plasmatique. Elles posi-
tionnent ainsi leur domaine PTB, adjacent au domaine PH, en face de la tyrosine 960 du ré-
cepteur de I’insuline (RI) et se fixent au RI sur la tyrosine 960 phosphorylée par

I’intermédiaire de leur domaine PTB.

IRS2 va en outre interagir avec le domaine tyrosine-kinase du RI. La moitié¢ carboxy-
terminale des protéines IRS se trouve, de ce fait, a proximité du domaine tyrosine kinase du

récepteur, qui phosphoryle des résidus tyrosine spécifiques sur les IRS. Les protéines IRS,

25/246



ainsi phosphorylées, sont a leur tour reconnues par les domaines SH2 (src¢ homology 2) de
protéines relais. Les principales sont la sous-unité régulatrice de la phosphatidyl-inositol 3
(PI3) kinase, les protéines adaptatrices Grb2 (growt factor receptor-bound protein 2) et Crk
I1, la tyrosine-kinase Fyn, et la phosphotyrosine phosphatase SHP2 (SH2 domain protéin tyro-
sine phosphatase-2).

Voie de la PI3 kinase

La PI3 kinase catalyse la phosphorylation de phospho-inositides membranaires, induisant une

augmentation rapide de phospatidyl inositol 3, 4, 5-triphosphate (PIP3). Un effecteur clé de la
PI3 kinase est la protéine kinase B (PKB) (appelée aussi Akt). Elle est activée par phosphory-
lation par I’intermédiaire de la PDK1/2 (phosphatidylinositol-dependent kinase 1/2). PKB est
a son tour phosphorylée et, sous cette forme, elle active d’autres relais intracellulaires impli-
qués en priorité dans les effets métaboliques de I’hormone. La phosphorylation du glycogeéne
synthase 3 kinase (GSK3)-8 favorise la synthése de glycogéne. Celle de la kinase p70rsk et du
facteur 4E-BP1 (4Ebinding protein 1), via la kinase mTOR (mammalian target of rapamycin),
participe a I’action de I’insuline sur la synthése protéique en augmentant le niveau général de

la traduction.
Toujours par la voie PKB, I’insuline exerce un effet anti-apoptotique en phosphorylant et in-

hibant le facteur pro-apoptotique Bad (Le Roith et Zick, 2001) (White, 2002).

La voie des MAPK

Les MAP kinases sont des sérine thréonine kinases activées par une trés grande variété de

signaux extracellulaires. Deux voies aboutissent a 1’activation de la voie MAP kinase : via les
protéines IRS, la liaison de 1’adaptateur Grb2 sur des phosphotyrosines spécifiques permet
d’activer le facteur d’échange nucléotidique SOS (son of sevenless) qui active la petite pro-
téine G Ras dans la membrane plasmique en stimulant I’échange GDP contre GTP. Ras active
la kinase Raf, qui phosphoryle alors et active la MAP kinase kinase (MEK) responsable de
I’activation par phosphorylation des deux MAP kinase ERK 1 et 2 (extarcellular signal-
regulated kinase). Celles-ci vont activer la kinase p90rsk impliquée dans la synthése protéi-
que, et vont entrer dans le noyau afin de phosphoryler et activer des facteurs de transcription
tels que p62TCF impliqués dans la prolifération et la différentiation cellulaire. Une deuxiéme
possibilité de mise en route de la voie MAP kinase part du récepteur de 1’insuline qui recrute
sur la tyrosine 960 les protéines adaptatrices de la famille SHC (src homologous and collagen

protein), elles-mémes reconnues par la protéine Grb2 activant la voie Ras.
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Figure 8 : Principales voies de signalisation par ’insuline : voie des PI3 kinase (A) et
des MAP kinase (B) (D’aprés Capeau 2005)

L’insuline induit la translocation, d’un compartiment intracellulaire vers la membrane plasmi-
que, de vésicules contenant les transporteurs GLUT-4 , présentes dans les cellule musculaire
et les adipocytes (Saltiel er Kahn, 2001) (Bryant et al., 2002). La capacité¢ plus ou moins
grande de I’insuline a permettre I'utilisation du glucose par les tissus périphériques définit le
degré de sensibilit¢ a I’insuline d’un sujet. Chez les humains obéses et/ou diabétiques, cette

action de I’insuline est-sévérement réduite par un défaut au niveau du transport du glucose

(DeFronzo, 1988) (Shepherd ef Kahn, 1999).

Deux voies de signalisation semblent importantes pour la translocation de GLUT4, dépen-

dante ou non de I’activation de la PI-3 kinase (Saltiel et Pessin, 2002).

La voie dépendante de la PI3 kinase, passe par I’activation de la protéine kinase B (PKB) ou
Akt et de protéines kinase (PK) C atypiques, les PKC &/A (Saltiel et Pessin, 2002). Il a été
montré, dans des adipocytes de rat, qu’apres stimulation par I’insuline, la protéine Akt2 acti-

vée est retrouvée associée aux vésicules contenant le GLUT-4.

Il a été également décrit qu’il y avait un défaut d’activité des PKC atypiques dans le muscle

squelettique de sujet diabétique de type 2 (Cho et al., 2001).
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Figure 9 : Activation par I’insuline de I’entrée du glucose dans les cellules musculai-
res et les adipocytes (D’aprés Capeau 2005)

(A) : Une voie dépendante de la PI3 (Phosphatidyl-inositol3) kinase, passe par I’activation de
la protéine Kinase B (PKB) et de proteines kinase (PK) C atypiques, les PKC &/A.

(B) : les protéines CAP (c-Cb1 associated protein), en se liant sur le récepteur de 1’insuline

activé recrute la protéine c-Cb1 phosphorylée sur un résidu tyrosine par le RI.

I11-3 - Insulinorésistance et stress oxyvdant

L’insulinorésistance est un €tat qui se caractérise par une réponse biologique diminuée des
tissus périphériques a la sécrétion d’insuline. Bien que I’effet de 1’insuline sur les cellules
cibles soit multiple, le terme d’insulinorésistance se réfere presque exclusivement a 1’effet de
I’insuline sur le maintien de I’homéostasie du glucose. La sensibilité a I’insuline peut étre
réduite dans de multiples conditions physiologiques (puberté, grossesse, vieillissement ...), ou
sous I’influence de traitements (corticothérapie, immunosuppression chez les patients greftés,
traitement antirétroviral du sida) (Del Prato, 1999) ou, en présence de pathologies (obésité,

diabétes, syndrome polykystique ovarien, syndrome métabolique).

L’insulinorésistance qui caractérise le syndrome métabolique, précéde le plus souvent le dia-
bete de type 2. Il est maintenant admis que 1’insulinorésistance a une composante génétique,
mais qu’elle peut étre acquise par des facteurs environnementaux. Au début, la résistance est

compensée par un hyperinsulinisme, ce qui permet de préserver la tolérance au glucose. La
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détérioration de la tolérance au glucose intervient quand la résistance a I’insuline augmente,
ou que la réponse compensatoire de la sécrétion diminue, ou bien quand les deux phénomeénes
se produisent simultanément. Une augmentation de la concentration en insuline, en AGL et/ou
en glucides augmente la production des ERO, induit un stress oxydant, et active les voies mé-
taboliques génératrices d’ERO, ce qui en retour aggrave a la fois ’action et la sécrétion
d’insuline, et, de ce fait, accélére ’installation du diabéte de type 2. Enfin, 1’attaque radica-
laire modifie la transcription des transporteurs du glucose, et le taux de GLUT-1 est augmenté
alors que le GLUT-4 est réduit (Bloch-Damti et Bashan, 2005). L’activation de la PKC par
des ERO pourrait aussi étre impliquée dans 1’insulinorésistance. L’activation de la PKC en-
traine une phosphorylation des résidus sérine/thréorine des IRS, qui conduit a 1’inactivation
des récepteurs hormonaux (Berti ef al., 1994) (Shulman, 2000) (Yu et al., 2002), inhibant
ainsi la transmission du signal insulinique et la capture cellulaire du glucose qui en découle
(Kahn, 1992) (Shulman, 2000) (Yu et al., 2002). De plus, Maddux et al. (2001) observent sur
des myotubes L6, une inhibition du transport du glucose, aprés exposition des cellules a un

stress oxydant.

La capacité des ERO a oxyder et endommager I’ADN, les protéines, et les lipides ne serait
donc pas le seul mécanisme en cause dans la toxicité des ERO, puisqu’ils seraient aussi capa-
bles de fonctionner comme des seconds messagers et d’induire des voies de signalisation cel-
lulaires rédox—sensibles. L’activation de ces voies de signalisation a été mise en cause dans
I’insulinorésistance, la diminution de sécrétion de I’insuline, et les dommages cellulaires res-
ponsables des complications cliniques du diabéte. Ainsi, la production des ERO, induite par
I’¢lévation de la glycémie et I’hyperlipidémie, joue un rdle clé dans I’insulinorésistance et le
dysfonctionnement des cellules B-pancréatiques, par leur capacité a induire I’activation des

voies de signalisation rédox-sensibles.

L’efficacité de certains antioxydants comme I’acide lipoique, la vitamine E, la vitamine C et
le glutathion a améliorer la sensibilité a I’insuline, a été évaluée sur des modeles expérimen-
taux et dans des essais cliniques chez des individus insulino-résistants et/ou chez des patients
de type 2 (Evans et Goldfine, 2000). Bien que de faibles ampleurs et de courtes durées, ces
essais cliniques ont aussi confirmé ce bénéfice (Maddux ef al., 2001) (Rudich et al., 1999). 11
semble que le mécanisme impliqué dans les effets antioxydants soit médié par la translocation
du GLUT-4 ou son activation (Estrada et al., 1996) (Konrad et al., 2001) (Ramrath et al.,
1999).
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En nous appuyant sur les hypothéses soulevées par 1’ensemble de ces données, nous nous
proposons d’évaluer si les antioxydants pourraient avoir des propriétés insulino-

sensibilisatrices en relation avec la modulation de ces voies de signalisation.
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Figure 10: Stress oxydant et insulinorésistance : les bases moléculaires impliqués
(D’aprés Evans et al., 2005)

IV - Régime riche en fructose et insulinorésistance

Alors qu’il n’a jamais pu étre clairement défini qui, des glucides ou des lipides, étaient en
cause dans 1’épidémie mondiale d’obésité et de syndrome métabolique, c’est seulement tres
récemment que le parallélisme entre la consommation de fructose et la forte prévalence de

I’obésité a été décrit (Ludwig et al., 2001) (Bray et al., 2004).

Le fructose est trés présent dans notre alimentation essentiellement sous forme de fructose
libre et de constituant du saccharose. Jusqu’a une époque récente, I’apport alimentaire en fruc-
tose libre provenait surtoutdes fruits et du miel, alors que le fructose industriel provenait pres-
que exclusivement du saccharose dont, depuis le début du XIX®™ siécle, la production indus-
trielle a partir de la betterave et de la canne a sucre a fortement augmenté. La consommation

de saccharose a entrainé une forte augmentation de celle du fructose, au niveau domestique
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comme industriel. De plus, depuis quelques années, grace aux progrés de I’enzymologie,
I’industrie a produit du fructose a partir de sirops de mais ou d’amidon de céréales, ce qui a
conduit a utiliser le fructose comme un produit de substitution du saccharose. En 1967, les
sirops de fructose (high fructose corn syrups ou HFCS), initialement a 15 %, ont été enrichis
progressivement jusqu’a atteindre finalement 90 %. En 2002, ces HFCS représentaient plus de
56 % du marché des sucres. Aux USA, la consommation de fructose est passée de 0,292
kg/personne en 1970 a 33,4 kg/personne en 2000. L’apport en fructose représente une
consommation de 9 % de AET, allant jusqu’a 13,5 et 22,5 % de ’apport énergétique total
pour le 90°™ percentile de cette population. En France, cet apport serait déja de 18 kg/an, dont
seulement 5 kg provenant de fruits pour les grands consommateurs de fruits. Alors qu’il béné-
ficie curieusement d’une image de neutralité¢ aupres de certains consommateurs, le fructose a
des effets métaboliques qui seraient plus néfastes en terme de lipogénése et
d’insulinorésistance que le glucose, ce qui est bien décrit avec les modeles expérimentaux de

régimes riches en fructose chez I’animal.

IV-1 - Métabolisme du fructose

Le fructose est principalement métabolisé dans le foie. Dans ce tissu, ce sucre emprunte une
voie métabolique particulieére faisant intervenir 3 enzymes spécifiques : la fructokinase (FK),
I’aldolase type B et la triosekinase (Heinz et al., 1968) qui permettent au fructose de rejoindre
les voies de la glycolyse et de la néoglucogeneses (Figure 11). Le métabolisme du fructose, a
la différence de celui du glucose, est indépendant de I’insuline jusqu’a son entrée dans ces

deux voies métaboliques.

IV-2 - Fructose et syndrome métabolique

La spécificité du fructose a engendrer des désordres métaboliques caractéristiques du syn-
drome métabolique, est mise en évidence dans des modeles expérimentaux, le plus souvent

chez le rat.

I1 est décrit que ’apport de saccharose ou de fructose a plus de 60 % et de 30 % respective-
ment de 1’apport énergétique total chez le rat diminue la sensibilité a I’insuline et entraine une
hyper insulinémie ainsi qu’une intolérance au glucose (Basciano et al., 2005) (Daly et al.,

1997).
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Figure 11: Métabolisme hépatique du fructose et hypertriglycériémie (d'apres Bas-
ciano et al., 2005)

Thorburn et al. (1989) ont comparé un régime contenant 35 % de fructose a un autre conte-
nant 35 % de glucose. Aprés 4 semaines de traitement, seuls les rats soumis au régime riche

en fructose, développaient une résistance a I’insuline.

Thresher et al. (2000), quant a eux, ont comparé 4 régimes avec une composition en glucides
différente : un régime standard n’ayant comme source de glucides que de I’amidon, et des
régimes apportant soit 68 % de saccharose, soit 34 % de fructose + 34 % de glucose, soit
34 % de fructose + 34 % d’amidon. Apres 5 semaines de traitement, seuls les régimes conte-
nant du fructose ont entrainé une intolérance au glucose, suggérant que le fructose est bien le

principale médiateur de 1’intolérance au glucose et de la résistance a I’insuline.

Les régimes riches en fructose seraient pro-oxydants, qu’il s’agisse d’effets directs ou de po-
tentialisation d’un stress oxydant ou inflammatoire préexistant, par exemple a la suite d’une

carence en magnésium (Busserolles ez al., 2003 b).

Dés la premiere semaine d’un régime riche en saccharose ou en fructose, plusieurs auteurs

rapportent une aggravation du stress oxydant, évaluée par une diminution du taux plasmatique
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en glutathion réduit (GSH) et des enzymes antioxydantes (SOD, GPX, catalase) ainsi qu’une
augmentation de la peroxydation lipidique (Armutcu et al., 2005) (Busserolles et al., 2002b)
(Srividhya et Anuradha, 2002)(Thirunavukkarasu et Anuradha, 2004). Aprés seulement deux
semaines de régime riche en fructose (60 %), la quantité des espéces réactive d’oxygene pro-
duite est augmentée dans le coeur (Delbosc et al., 2005). Mais ce résultat n’est pas retrouvé
avec un régime "saccharose" a 65 % par Busserolles et al., (2002b). Cette divergence pourrait
s’expliquer par la mise en place de conditions expérimentales différentes. En effet ces deux
équipes n’utilisent pas la méme souche de rat: Sprague Dawley versus Wistar, ni le méme

type de régime : fructose (60 %) versus saccharose (65 %).

Le fructose a deux caractéristiques métaboliques essentielles :

1. sarapide captation par le foie qui posséde un systeme enzymatique trés actif pour le cata-
bolisme du fructose.

2. son entrée au niveau des triose-phosphates en évitant I’étape de régulation de la phospho-

fructokinase (Mayes, 1993).

Toutes les voies métaboliques peuvent ainsi étre sollicitées, mais c’est celle de la néoglucogé-
nése qui est particuliecrement activée (Bizeau et al., 2001a)(Bizeau et al,
2001b) (Commerford et al., 2002) (Pagliassotti ef al., 1994). 1l est suggéré que 1’augmentation
du stress oxydant observée lors d’un régime riche en fructose est liée a une augmentation de
la concentration plasmatique du glucose, puisque par ailleurs 1’auto-oxydation du glucose
entralnant une augmentation de la production d’ERO est bien décrite dans le diabéte (Baynes,

1991).

L’hypothése d’une relation entre 1’hypertriglycéridémie et 1’insulinorésistance induite par un
régime riche en fructose ou en saccharose est ancienne (Zavaroni et al., 1982). En effet, d¢s la
premiére semaine d’un tel régime chez le rat, la triglycéridémie est augmentée (Delbosc et al.,
2005), et 3 semaines suffisent pour provoquer une hausse des acyl-CoA a chaine longue dans
le muscle squelettique (Chicco ef al., 2003). L’administration d’un inhibiteur de la sécrétion
hépatique de triglycérides (Benfluorex) diminue a la fois les taux circulants de triglycérides et

améliore I’insulinorésistance induite par un régime riche en fructose (Storlien ef al., 1993).

Le stress oxydant pourrait également contribuer a la mise en place de la résistance de
I’insuline. Ce lien entre la résistance a I’insuline et le stress oxydant, induit par le régime riche
en fructose, est confirmé par différentes études utilisant la metformine, un antidiabétique
(Faure ef al., 1999) (Srividhya et Anuradha, 2002). Des rats soumis a un régime riche en fruc-

tose et traités a la metformine ont simultanément montré une amélioration de leur sensibilité a
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I’insuline et de leurs défenses antioxydantes. De plus, si la metformine n’a pas un pouvoir
anti-radicalaire (ROS Scavenger), elle inhibe partiellement le complexe I de la chaine respira-
toire mitochondriale, permettant ainsi de diminuer la production de ROS (Batandier et al.,

2006)(E1-Mir et al., 2000).

Faure et al. (1997) ont montré que 1’apport en vitamine E améliorait les systémes de défense
antioxydant et la sensibilité a I’insuline chez les rats soumis a un régime riche en fructose,
suggérant ainsi une hypothese radicalaire dans I’insulinorésistance induite par le fructose. Par
ailleurs, Horton et al. (1997) observent une absence de résistance de 1’insuline chez les rats
femelles, méme apres 8 semaines de régime riche en saccharose (68 %), car les rats femelles
seraient mieux protégés des effets pro-oxydants d’un tel régime que les rats males, probable-
ment en raison de leur statut hormonal (Busserolles et al., 2002a), les cestrogénes ayant un
effet antioxydant di a leur similarité de structure avec la vitamine E (Mendelsohn et Karas,

1999) (Sugioka et al., 1987).

Ainsi, concernant les effets d’un régime riche en fructose, son implication dans 1’insulino-
résistance est bien admise, mais ses effets pro-oxydants pourraient également contribuer a la
mise en place de la résistance de I’insuline.

Dans ce travail de thése, nous avons utilisé le modele animal de syndrome métabolique induit
par le fructose, afin d’étudier les effets des polyphénols du thé et de la cannelle, ainsi que

ceux du chrome III a la fois sur le stress oxydant et sur la sensibilité a I’insuline.

V - Les polyphénols du thé et de la cannelle

L’effet santé des polyphénols apportés par 1’alimentation, en relation avec leur pouvoir an-
tioxydant (Urquiaga et Leighton, 2000), a été largement décrit (Dragsted, 2003) (Scalbert et
al., 2005) (Rodrigo et Bosco, 2006). Plusieurs plantes ont été traditionnellement utilisées pour
réguler I’utilisation du glucose et prévenir le risque de diabétes. Leur richesse en polyphénols

pourrait expliquer leurs propriétés (Gray et Flatt, 1997).

Nous nous sommes intéressés dans ce travail a deux sources de polyphénols, le thé et la can-
nelle, qui apparaissent a la fois comme antioxydants et modulateurs de 1’insuline,et pourraient

donc présenter un intérét particulier dans la prévention du syndrome métabolique.
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V-1 - Généralités

Les polyphénols sont des molécules spécifiques du régne végétal. L’élément structural de
base est un noyau benzénique auquel sont directement liés un ou plusieurs groupement hy-
droxyle(s), libre(s) ou engagé(s) dans une autre fonction chimique (ester métallique, ester,
sucre) (Escarpa et Gonzalez, 2001). Dans le régne végétal, plusieurs milliers de composés
phénoliques ont été caractérisés jusqu’a aujourd’hui. Ils peuvent étre regroupés en de nom-
breuses classes (Harborne, 1989) (Macheix, 1996), qui se différencient d’abord par la com-
plexité du squelette de base (allant du simple C6 a des formes trés polymérisées), ensuite par
le degré de modification de ce squelette (degré d’oxydation, d’hydroxylation, de méthylation
...), enfin par les liaisons possibles de ces molécules de base avec d’autres molécules (gluci-
des, lipides, protéines, autres métabolites secondaires pouvant étre ou non des composé€s phé-

noliques).

Les bases structurales de 1’activité antioxydante des polyphénols ont surtout été acquises in
vitro. Les composés phénoliques sont caractérisés par un noyau benzoique portant un ou plu-
sieurs groupements hydroxylés. L activité antioxydante peut étre corrélée aux parameétres sui-
vants : le caractére acide de la fonction phénol (c’est a dire donneur d’hydrogéne), la possibi-
lité d’établir des liaisons hydrogénes, et la susceptibilit¢ du noyau benzénique aux réactions
de substitution ¢€lectrophiles. Cette structure permet des interactions multiples comme une
aptitude a complexer des métaux, a se combiner avec des molécules nucléophiles ou a des

réactions d’oxydoréductions (Rice-Evans, 1995).

Les polyphénols (AH) ont la possibilité de piéger les radicaux libres (tels que les peroxyles ou

alcoxyles) grace a la fonction donneur d’hydrogéne :
ROO° + AH --------- ROOH + A°
RO° + AH -———————--- ROH +A°

Les polyphénols, selon leurs structures, et particulicrement la proximité de deux fonctions
hydroxyles (par exemple deux fonctions —OH en position ortho sur le noyau B), ont aussi la
possibilité de chélater des ions métalliques, et ainsi de prévenir la formation de radicaux libres
catalysée par un métal de transition comme le fer dans la réaction de Fenton Haber-Weiss

(McKay ef Blumberg, 2002) (Skrzydlewska et al., 2002).
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V-2 - Le thé

Le thé (Camelia sinsensis L) est la boisson la plus consommée dans le monde apres I’eau.
Cette plante est connue depuis plusieurs millénaires, en particulier dans les populations asiati-
ques, qui lui attribuent des propriétés médicinales. Il existe plusieurs types de thé. Leur com-
position qualitative et quantitative est dépendante du mode de fabrication, du type de culture

et du type de cueillette.

Le thé est particulierement riche en composés phénoliques, puisque ceux-ci représentent le

tiers de la matiére seéche de la feuille (Balentine et al., 1997).

De nombreuses études épidémiologiques ont associé la consommation de thé a des bénéfices
pour la santé et a la prévention de pathologies telles que les maladies cardiovasculaires, les
cancers, les maladies neurodégénératives ou I’ostéoporose (McKay et Blumberg, 2002),
(Rietveld et Wiseman, 2003), (Coimbra ef al., 2006). Plus récemment, le role du thé¢ comme
modulateur de la sensibilité a I’insuline et facteur de prévention du diabete et de 1’obésité, a

été évoqué (Kao et al., 2006) (Wolfram et al., 2006).

V-2-1 - Principes actifs du thé

Les feuilles de thé contiennent surtout des flavonoides et des méthylxantines (caféine et théo-

bromine).

Les principales classes des flavonoides présentent dans le thé sont des flavanols et flavonols

qui représentent 30 - 42 % de la masse seche des feuilles (Brown, 1999).

Les flavonols du thé sont la quercétine, le kaempférol, la myricétine et leurs glycosides

(Cabrera et al., 2006).

Parmi les flavanols, les catéchines (flavane -3-

ols) représentent la forme prédominante.

Les quatre principales catéchines retrouvées

dans les feuilles de thé fraiches sont :

e epigallocatéchine-3-gallate (EGCG, 59 %

des catéchines),
e c¢pigallocatéchine (EGC, 19 %),

e epicatéchine-3- gallate (ECG, 13,6 %), et Flavane-3-ols (ex : catéchine)
Figure 12 : catéchines

e epicatéchine (EC, 6,4 %) (McKay et Blum-
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berg, 2002).
Les glycosides de flavanols représentent 2 a 3 % de ’extrait de thé hydrosoluble.

Autres constituants : La feuille de thé contient des methylxanthines : 2,5 a 4 % de caféine

(poids sec) et des quantités beaucoup plus faibles de théobromine (Brown, 1999).

Les principaux minéraux du thé (10 & 15 % du poids sec) sont le potassium, le calcium, le
phosphore, le manganese, le cuivre, le sodium, le silicium, le zinc, le bore, le plomb, le
chrome, le fer, le nickel, et le baryum. Le thé est, de plus, une source importante de fluor

(Dufresne et Farnworth, 2001).

L’infusion de thé contient environ 17 % de substances azotées, dont des protéines (environ
6 %) et des acides aminés. La théanine (y—n-éthyl-glutamine) est un des 19 acides aminés
présents dans le thé vert ou noir, et ne se trouve que dans cette plante. La dégradation des aci-

des aminés est impliquée dans la formation des aromes (Balentine et al., 2000).

On trouve également la vitamine C et les vitamines B1, B2, B3, B5, et B11. La vitamine E,
¢tant liposoluble, n’est pas retrouvée dans I’infusion de thé, contrairement aux vitamines B et
C qui sont hydrosolubles. Quant a la vitamine C, elle n’est présente que dans le thé vert, car
elle est détruite par le processus de fermentation, mais, sensible a la chaleur, elle est aussi

détruite lors de ’infusion.

La transformation du thé vert en thé brun entraine une perte de principes actifs. Les catéchines
incolores du thé vert sont transformées en différents produits de couleur orange-jaune a rouge
brun, par une série de réactions de condensation oxydative conduisant a la formation d’un

grand nombre de composés polyphénoliques organoleptique volatils.

L’oxydation des catéchines en quinones actives est la premiére modification observée au
cours de la fermentation, catalysée par la polyphénol oxydase. Des biopolymeres de flavonoi-
des, les théaflavines, apparaissent ensuite. On les différencie en fonction du nombre de molé-
cules d’acides gallique estérifiées. Les théaflavines sont représentées a hauteur de 0,3 a 2 %
dans le thé noir. Elles sont colorées en rouge et sont astringentes. L’acide gallique peut étre
oxydé en quinone d’acide gallique par la méme enzyme. Il réagit avec les quinones de caté-
chine pour former des acides théaflaviques, ou avec les quinones de gallocatéchines pour

former les théaflagallines.

La principale modification a 1’origine de la différence thé vert / thé noir est la disparition des

catéchines (85 %) au cours de la fermentation.
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On en retrouve 10 % sous forme de théaflavines et d’acides théaflaviques, les catéchines res-
tantes forment des substances polyphénoliques non identifiées, hydrosolubles (pigment brun a
noir du thé), les théarubigines. Certains de ces flavonoides seraient des polymeéres de proan-

thocyanidine (Balentine et al., 2000).

L’activité antioxydante du thé pourrait étre due a la présence de flavonoides en particulier les

catéchines qui neutralisent les especes réactives de I’oxygene (Middleton et al., 2000).

Les flavonoides peuvent également chélater les ions métalliques libres en particulier le fer et
le cuivre, grace au groupement catéchol présent sur le cycle B, ce qui réduit la production
d’espéces réactives de 1’oxygene catalysée par les métaux (Miller et al., 1996) (Morel et al.,
1993). L’EGCG et I’ECG, principales catéchines du thé vert sont des bons piégeurs du radical
peroxyde généré par le systeme hypoxantine-xantine oxydase. Les catéchines ont été classées
en fonction de leur activité chélatante des métaux : épigallocatéchine (EGC) > gallate
d’épicatéchine (ECG) = gallate d’épigallocatéchine > (EGCG) > épicatéchine (EC) (Guo et
al., 1996).

Anticoardant :
{polyphénol : EGCG)
Radical libre
- * 1 -

g R, 0 nntimt;"'*'
Molécule R
gtable {Polpphienol *)
o, ROOH)

a Effet direct : Polyphénols du thé = piégeur de radicaux libres

b} Effets indirect : Polyphénols du thé: chélateurs du Fe* et du Cu*+ # "0OH

Figure 14 : Mécanisme antioxydant des polyphénols du thé
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Tableau I : Principaux composants des thés vert et noir (en % poids de matiére séche
des solides) (D’aprés Balentine et al., 2000)

Thé vert Thé noir

Catéchines 30-42 3-10

Théaflavines - 2-6
Polyphénols simples 2 3
Flavonols 2 1
Autre polyphénols 6 23
Théanine 3 3
Acides amines 3 3
Peptides/Protéines 6 6
Acides organiques 2 2
Sucres 7 7
Autres glucides 4 4

Caféine 3-6 3-6
Potassium 5 5

Autre minéraux/cendre 5-8 5-8

3'.4° OH arrangement

DH/

i
OH =~ OH
B |
R Q =Y B
Ry 1
c |
¥~ ¢2.C3 double bond
I OH
/ R o
C-4 carbonyl
Hydroxypyranone
structure
Flavan3-ols Flavonols

Figure 15 : Structure de base des flavonoides antioxydants (Wiseman et al., 2000).
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V-2-2 - Thé, sensibilité a I’insuline et métabolisme du glucose

Les polyphénols du thé modulent la glycémie a travers plusieurs mécanismes incluant la mo-
dification de la production hépatique de glucose (Waltner-Law et al., 2002) ou 1’augmentation
de sa captation par les tissus périphériques. In vitro, des extraits de thé vert de thé brun, et
I’épigallocatéchine gallate (EGCG) augmentent la captation périphérique du glucose par des
adipocytes de rats (Anderson et Polanski.,2002). Le thé inhibe également 1’activité des trans-

porteurs du D glucose dans 1’épithélium intestinal (Shimizu, 1999).

L’administration de régimes riches en catéchines du thé régule la glycémie et améliore la tolé-
rance au glucose chez des rats dont I’intolérance a été induite par ’amidon ou le sucrose. Dif-
férentes doses de catéchines de thé vert (40, 60 et 80 mg/ml par voie orale, a raison de 1 ml)
ont ¢ét¢ administrées a des rats (4 groupes : un pour chaque dose et un témoin qui recevait de
I’eau), suivie, aprés 30 minutes, d’une dose importante de saccharides (4 ml d’une solution
d’amidon a 40 %). A différents intervalles sur une heure, la glycémie des rats a été mesurée :
les résultats montrent que 80 et 60 mg de catéchines de thé vert, administrées 30 minutes
avant la prise d’amidon, abaissent de fagon significative (p< 0.05), les taux sanguin de glu-
cose par rapport au témoin. Par contre, ce résultat n’est pas observé avec 40 mg de catéchines,
ce qui suggere que l’effet est dépendant de la dose. Cet effet hypoglycémique serait di a
I’inhibition des enzymes capables de rendre les sucres complexes assimilables par
I’organisme (comme ’amylase par exemple) (Matsumoto et al., 1993). Ce résultat a été
confirmé chez des rats agés dont la supplémentation par le thé vert réduit le taux plasmatique
du glucose (Zeyuan et al., 1998). Chez la souris, des extraits fermentés de thé montrent un
effet hypoglycémiant (Shenoy, 2000). Sur un mode¢le expérimental de diabéte, des extraits de
thé vert réduisent le stress oxydant et régulent la glycémie des animaux (Sabu et Kuttan,

2002).

Plusieurs études réalisées sur modele animal démontrent que les extraits de thé vert et
I’EGCG ont une importante activité insuline-like. Le thé vert améliore la sensibilité a
I’insuline chez le rat (Wu et al., 2004a) et active le transporteur du glucose GLUT-4 (Wu et
al., 2004b), ainsi que I’homéostasie glucidique et lipidique chez le hamster dont 1’insulino-

résistance a été induite par un régime riche en fructose (Li ef al., 2006).

Chez I’homme, la consommation de thé vert et de café est associée a une réduction du risque

de diabéte de type 2. Dans une étude rétrospective, 17000 sujets agés de 40-65 ans, sans anté-
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cédents de diabéte, de maladies cardiovasculaires ou de cancers au départ, ont répondu a un
questionnaire sur leur consommation de thé (thé vert, ou noir, ou oolong) et de café. Au cours
du suivi (5 ans), 4,4 % des hommes et 2 % des femmes ont développé un diabéte. La
consommation de thé vert et de café était associée de facon inverse au risque de diabéte apres
ajustement sur 1’age, le sexe, I’indice de masse corporelle (IMC), et les autres facteurs de ris-
ques. En revanche, aucune association n’a été trouvée entre la consommation de thé oolong

ou noir et le risque de diabete (Iso et al., 20006).

V-2-3 - Thé et stress oxydant
L’activité antioxydante des divers composés phénolique du thé est largement admise (Saffari

et Sadrzadeh, 2004) , (Skrzydlewska et al., 2002) (Frei et Higdon, 2003). Les différents cons-

tituants du thé ont chacun un pouvoir antioxydant qui leur est propre, mais c¢’est leur associa-
tion qui donne au thé des propriétés intéressantes (Sarkar e Bhaduri, 2001). Selon une étude,
I’activité antioxydante d’une tasse de thé vert correspondrait a 436 mg d’équivalents en vita-

mine C, contre seulement 239 mg pour une tasse de thé noir (Lee et al., 2002).

Les catéchines qui possedent le plus grand nombre de groupements hydroxyles sont celles qui
possedent le plus grand potentiel antioxydant (Salah er al., 1995), ainsi que le montre
I’activité antioxydante des différentes catéchines du thé vert, évaluée in vitro par la méthode
du TEAC (Trolox Equivalent Antioxydant Activity) exprimée en mM: gallate d’épicatéchine
(ECG : 4,9 £ 0,02) = gallate d’¢épigallocatéchine (EGCG : 4,8 £ 0,06), épigallocatéchine
(EGC : 3,8 £ 0.06) > épicatéchine (EC : 2,4 + 0,02) (Rice-Evans ef al., 1997).

Chez I’animal, le bénéfice du thé a ¢été montré dans un modele expérimental ou
I’EGCG, ajoutée a I’eau de boisson, diminuait de maniére significative les dégradations oxy-
datives induites par 1I’exposition a un rayonnement ionisant (Uchida et al., 1992). Chez les rats
traités avec un cancérigéne (le 2-nitropropane), les taux de la 8-hydroxydésoxyguanosine (8-
oxo0-dG) et des peroxydes lipidiques hépatiques étaient significativement plus faibles chez les
animaux ayant recu préalablement comme boisson, pendant les deux semaines ayant précédé
I’injection, du thé vert ou des polyphénols de thé, normalisés a la méme teneur en EGCG que
le thé vert (Hasegawa et al., 1995) . Ce travail a été confirmé dans d’autres ¢tudes (Yoshioka

et al., 1996) (Yoshioka et al., 1997).

Chez I’homme, plusieurs études ont confirmé les capacités antioxydantes du thé. Chez des
sujets sains, I’activité antioxydante totale du plasma est significativement augmentée de res-

pectivement 7 et 12 % deux heures aprés une ingestion de 300 ml ou 450 ml de thé (Sung et
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al., 2000). Plusieurs études ont également montré le role protecteur des polyphénols du thé
vert, en particulier de P’EGCG dans la prévention de 1’oxydation des LDL (Wiseman et al.,
1997) (Wiseman ef al., 2000). Comme le rapportent Erba et al. (2005), la consommation régu-
liere de thé renfermant 250 mg de catéchines pendant 42 jours entraine une baisse significa-
tive des peroxydes plasmatiques et des dommages a I’ADN. Ces résultats sont confirmés chez
le fumeur, que la consommation de thé durant 4 mois, protége des dommages oxydatifs

(Hakim et al., 2004).

Les théaflavines présentes dans le thé noir auraient également des propriétés antioxydantes au

moins équivalentes a celle des catéchines du thé vert (Leung et al., 2001).

V-3 - La cannelle

V-3-1 - Historique

La cannelle, connue depuis 1’ Antiquité, est un des épices les plus consommés dans le monde.

Son nom vient du Phénicien "kinnamomon" et de I’Hébreu "qinnamon". Importée en Egypte
depuis la Chine deés 2000 Av JC, on la mentionne dans la Bible. Néron en aurait fait briler les
réserves d’une année aux funérailles de 1I’impératrice pour honorer sa mémoire (65 ans apres
JC).

La cannelle est une substance végétale aromatique provenant de 1’écorce interne du cannelier.
Elle est cultivée essentiellement en Asie du sud : Inde, Sri Lanka (Ceylan), Chine, ainsi
qu'aux Seychelles et a Madagascar. Trés appréciée pour sa saveur parfumée, elle est égale-
ment riche en antioxydants. Une vaste revue scientifique a classé la cannelle moulue au qua-
triéme rang parmi les 50 aliments renfermant le plus d’antioxydants par portion de 100 g
(Halvorsen et al., 2006).

En 1990, Khan ef al., ont rapporté que le composé hydrosoluble de la cannelle potentialise
I’activité de I’insuline, et peut améliorer les signes et les symptomes caractéristiques du dia-
bete et des maladies cardiovasculaires associées a I’insulinorésistance.

Apres cette démonstration, 49 extraits d’herbes, d’épices et de plantes médicinales ont été
¢valués pour voir dans quelle mesure ils exergaient une activité de type insuline-like. Parmi

les composés les plus efficaces, on trouve la cannelle et le thé vert (Broadhurst et al., 2000).

Au cours de la derniére décennie, plusieurs études observent chez 1’animal, comme chez
I’homme, les effets bénéfiques de régimes riches en cannelle sur la sensibilit¢ a I’insuline.

Aucune, a ce jour, ne s’est encore intéressée au lien entre cet effet et le pouvoir antioxydant
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de la cannelle. C’est pourquoi nous avons décidé d’inclure la cannelle dans notre plan de

these.

V-3-2 - Principes actifs de la cannelle

L’effet insuline-like de la cannelle a d’abord été attribué a son contenu élevé en chrome, mais
aucune corrélation n’a pu étre établie entre les taux de chrome présents dans la cannelle et son

activité insuline-like (Khan et al., 1990).

L’aldéhyde cinnamique : la cannelle est trés riche en ce composé phénolique volatil au pou-
voir antioxydant, avec une quantité pouvant dépasser 17000 mg par 100 g de matiére seche
(Shan et al., 2005). Une étude in vitro sur des échantillons de sang humain a démontré que
I’aldéhyde cinnamique avait la capacité de diminuer ’activité de la 5-lipoxygénase, une en-
zyme associée a I’apparition de réactions inflammatoires ou allergiques (comme 1’asthme, la
rhinite allergique, le psoriasis) (Prasad et al., 2004). L’aldéhyde cinnamique ferait ¢galement
partie des composés procurant a la cannelle des propriétés antimicrobiennes (Lai et Roy,
2004). Cet extrait peut également réduire le taux sanguin du glucose et des lipides chez des
rats rendus chimiquement diabétiques. Il augmente le taux d’insuline circulant, il diminue les
taux d’HbAcl et il restaure I’activité des enzymes plasmatiques, incluant 1’aspartate amino-
transférase, 1’alanine aminotransférase, la lactate déshydrogénase, la phosphatase alcaline et la

phosphatase acide (Subash, 2007).

Cependant I’aldéhyde cinnamique peut étre pro-oxydante. Comme 1’indique une étude réali-
sée chez des rats, une supplémentation par voie orale de 73,5 mg/kg pendant 90 jours méne a
une augmentation des concentrations en substances réactives a 1’acide thiobarbiturique

TBAR'’S, marqueurs de peroxydation lipidique (Gowder et Devaraj, 2006).

L’acide cinnamique et ses dérivés posseédent une variété de propriétés pharmacologiques
comprenant une activit¢é antioxydante et hypoglycémiante (Duke, 1992). Une étude réalisée
sur des rats montre que le 3,4-di(OH)-cinnamate et le 3,4-di(OH)-hydroxycinnamate réduisent
le taux du cholestérol et des triglycérides, et diminuent la production hépatique du HMG-CoA
(Lee et al., 2001).

Le 2-Alkoxydihydrocinnamate fonctionne comme un agoniste du PPAR (peroxysome proli-
ferator-activated receptor). Chez des rats (ZDF) génétiquement diabétiques, ce composé en-
tralne une réduction des concentrations sanguines en glucose ainsi qu’en triglycérides (Martin

et al., 2005).
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Le naphthaléneméthyl ester, un dérivé d’acide dihydroxyhydrocinnamique, normalise la
glycémie chez des souris rendues diabétiques de facon chimique ou génétique, et augmente
considérablement le transport du glucose en activant la translocation du GLUT-4 (Kim et al.,

2006).

L’acide P-méthoxycinnamique entraine une diminution de la concentration du glucose san-
guin et normalise au niveau hépatique 1’activité de la glucose-6-phosphatase, de 1'hexokinase,
de la glucokinase, de la phosphofructokinase, du glycogéne et du glucose-6-phosphate
(Adisakwattana et al., 2005).

Récemment, les polymeéres polyphénoliques responsables de D’effet potentialisateur de

I’insuline ont été identifiés dans T-urit

les extraits aqueux de différentes OH

OH

sortes de cannelles proposées
commercialement (Anderson et
al., 2004a). Ce sont majoritaire- 2

ment des polyméres procyani- @ s /l
dines de type A et minoritaire-

ment des procyanidines Bl et B2

(Figure 16).

B-unit

Ces extraits aqueux dans lesquels

on ne retrouve plus les composés

présents dans I’huile de cannelle,

. . , —==F: = OH =[+] ca echin
incluant les cinnamaldéhydes, ont
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la méme activité insuline-like in
Figure 16 : Structure des polyméres procyanidini-

ques de type-A présents dans la cannelle et respon-
avant ’extraction aqueuse sables de ’activité insuline-like.
(d’apreés Anderson et al.; 2004 a).

vitro que les extraits de cannelle

(Anderson et al., 2004 a).

V-3-3 - Mécanismes d’action

Le mécanisme d’action sur I’insuline est connu. Les polymeéres isolés de la cannelle modifient
I’activité du récepteur a I’insuline selon un schéma bien décrit d’activation de la cascade de
I’insuline. Les composés hydrosolubles de la cannelle stimulent 1’autophosphorylation du
récepteur de I’insuline, et elle inhibe la PTP1 B (Imparl-Radosevich et al., 1998). L’effet in-

suline-like est également confirmé sur des cultures d’adipocytes (Jarvill-Taylor et al., 2001).
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Cao et al. (2007 b) ont proposé un mécanisme d’action des polyphénols de la cannelle in-
cluant des effets modulateurs de 1’expression des genes. En effet, les polymeres polyphénoli-
ques sont capables de réguler I’expression des geénes impliqués dans 1’activation des récep-
teurs a I’insuline des membranes cellulaires. Ils ont la capacité d’augmenter le taux des pro-
téines impliquées dans la signalisation de 1’insuline, le transport du glucose et la réponse anti-
inflammatoire. Le mécanisme d’action des extraits aqueux de la cannelle est représenté dans
la figure 17. Les polyphénols de la cannelle affectent plusieurs étapes de la signalisation : ils
activent les récepteurs de 1’insuline, ils inhibent la phosphatase qui, elle, inactive le récepteur
de I’insuline, ils augmentent la quantité des IRB et des GLUT-4. IIs stimulent la glycogéne
synthétase en diminuant I’activité de la glycogéne synthétase kinase-3B (GSK3p). Ils augmen-
tent la production des protéines anti-inflammatoire (Tristetraproline) et leur activité, en dimi-
nuant leur phosphorylation par inhibition de 1’activité GSK3p (Cao et al., 2007b). Toutes ces
activités concourent a un transport et une utilisation plus efficace du glucose et a une mise en
réserve de glycogéne. Ces nouvelles études, montrant la capacité de la cannelle a bloquer 1'in-

flammation, élargissent le potentiel de cette épice. En tant qu'agent anti-inflammatoire, la
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cannelle pourrait servir a prévenir ou atténuer I'arthrose ainsi que les maladies cardiovasculai-

Ics.

V-3-4 - Etudes animales

Chez le rat adulte sous régime d’entretien, I’administration d’extraits aqueux de cannelle a 30

Glucose

GLYCOGEN

Plasma Membrane

Figure 17 : Mécanisme d’action des polyphénols de la cannelle sur la cascade de signa-
lisation de I’insuline selon Cao et al., 2007 b

et 300 mg/ kg de poids corporel régule 1’utilisation du glucose et potentialise 1’effet de
I’insuline, mesuré par la technique des clamps euglycémiques hyperinsuliniques (Qin ef al.,
2003). Dans le muscle, la phosphorylation de I’IRS1 et le rapport IRS-1/PI 3-kinase sont éga-
lement augmentés, ce qui suggere que 1’augmentation de la captation du glucose constatée est

due a des effets activateurs de la signalisation de I’insuline.

Dans un modele de syndrome métabolique obtenu en utilisant un régime riche en fructose, la
résistance a I’insuline des animaux est diminuée par 1’administration de 300 mg d’extraits

aqueux de cannelle/ jour (Qin et al., 2004).

Sur modéle génétique de rats diabétiques db/db, la sensibilité a I’insuline est augmentée, et

I’hyperglycémie régulée par I’administration de 50 a 200 mg d’extraits aqueux de cannelle par
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kg de poids corporel pendant 6 semaines. De plus, le HDL cholestérol des animaux est aug-
menté, alors que les triglycérides, le cholestérol total et 1’activité a-glucosidase intestinale

sont significativement abaissés (Kim et al., 2006).

La cannelle entraine une baisse d’activité des saccharases, des maltases et des lactases, suggé-
rant un mécanisme d’action complémentaire d’inhibition de la conversion des polysaccharides

en sucres simples et de leur absorption.

Verspohl et al. (2005) ont également montré que des doses plus faibles d’extraits de cannelle
(10 a 100 g/kg de régime) étaient efficaces et augmentaient la sensibilité a I’insuline. Ces ré-
sultats confirmaient la bioactivité des extraits aqueux de cannelle sur la fonction insulinique
précédemment publiée (Khan et al., 1990 ; Broadhurst et al., 2000 ; Jarvill-Taylor et al.,
2001 ; Anderson et al., 2004a).

Compte tenu de la relation entre I’insuline et la pression artérielle, Preuss et al. (2006) ont
étudié ’effet de la cannelle sur la pression systolique chez des rats rendus spontanément hy-
pertendus (SHR rats). Le saccharose dans le régime était apporté a 18 %, ce qui correspond a
I’apport moyen des régimes américains. Chez le rat hypertendu, le régime enrichi en extraits

de cannelle diminue I’insulinémie a jeun et la pression artérielle.

V-3-5 - Etudes cliniques

Chez des patients diabétiques de type 2, recevant 1, 3, ou 6 g/jour de poudre de cannelle en-

capsulée (Cinnamonum cassia) pendant 40 jours, la glycémie a jeun baisse de 18 a 29 %, les
triglycérides de 23 a 30 %, les LDL de 7 a 27 % et le cholestérol total de 12 a 16 %, sans que
des changements apparaissent dans le groupe placebo. L’effet n’est pas dose-dépendant, et se
retrouve dans les trois groupes. Le bénéfice observé ne devient significatif dans les trois grou-
pes qu’apres 40 jours de supplémentation, et persiste 20 jours apres 1’arrét de la supplémenta-

tion (Khan et al., 2003).

De méme, 3 g/j de poudre pendant 4 mois diminuent ’hémoglobine glycosylée et améliorent

le profil lipidique dans le diabéte de type 2 (Mang et al., 2006).

Chez des sujets obeses en syndrome métabolique et recevant 500 mg/j d’extraits aqueux de
cannelle, la glycémie a jeun et la pression systolique sont diminuées, et le pourcentage de
masse maigre significativement augmenté. De fagon intéressante, la tendance a ’amélioration
observée aprés 6 semaines de supplémentation ne devient significative qu’apres 12 semaines

de traitement (Ziegenfuss et al.,20006).
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Cette étude suggére que la cannelle, par son impact bénéfique sur la sensibilité a I’insuline,
agirait également sur la composition corporelle via la régulation de la production des adipoki-
nes et du stress oxydant. Chrysohoou et al. (2006) ayant en effet récemment décrit la relation
inverse entre la masse grasse et la capacité antioxydante, il est possible que ce soit 1’effet
combiné de la régulation de la glycémie et un effet antioxydant qui soient responsables des
bénéfices observés sur la diminution de la masse grasse et des signes de syndrome métaboli-

que.

Chez des femmes souffrant de syndrome polykystique ovarien (PCOS), dont la fréquence
atteint 5 a 10 % des femmes en age de procréer, et qui s’accompagne le plus souvent
d’insulinorésistance et de surpoids, 500 mg/j d’extraits aqueux de cannelle pendant 8 semai-
nes diminuent la glycémie a jeun, la résistance a I’insuline, et améliore le test de tolérance au

glucose (Wang et al., 2007).

En revanche, chez des femmes ménopausées modérément obéses (IMC > 30) et souffrant de
diabétes de type 2, la supplémentation par 1,5 g/j de poudre de Cinnamonum cassia pendant 6
semaines n’améliore pas la sensibilité a I’insuline ou le test de tolérance a I’insuline (Wang et
al., 2007). La durée de la supplémentation (seulement 6 semaines) pourrait expliquer cette

absence de résultats.

I1 est important de souligner que, comme pour le chrome, les sujets dont le contrdle glycémi-

que est le plus bas sont ceux qui répondent le mieux a la supplémentation par la cannelle.

VI - Le Chrome

Le role physiologique du chrome trivalent, ainsi que les relations entre résistance a l'insu-
line et déficits en chrome, ont fait I'objet de revues récentes (Vincent, 2000), (Anderson,
2003), (Cefalu et Hu, 2004). Le chrome, oligoé¢lément essentiel, joue un role clef dans
I'homéostasie glucidique via un effet potentialisateur de I’insuline. La baisse de sensibili-
té a l'insuline s'accompagne d'hyperinsulinémie, d'une intolérance au glucose, d'une aug-
mentation du cholestérol LDL et des triglycérides, ainsi que d'une diminution de la masse
maigre. Or, toutes ces modifications se retrouvent chez les sujets déficitaires en chrome

III et sont corrigées lorsque leur statut en chrome est restauré (Anderson, 2002).

En présence de chrome, la quantité d'insuline requise pour l'utilisation cellulaire du glucose
est beaucoup moins importante. Cette propriété du chrome doit étre prise en compte dans les

¢états développant une résistance a l'insuline, au premier rang desquels on trouve le syndrome
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métabolique, le diabéte et I'obésité (Lopez-Candales, 2001). Cependant, malgré 1'incidence
croissante des obésités, du syndrome métabolique et des diabétes, peu de travaux ont été

consacrés au chrome en France.

VI-1 - Historique

Les travaux de Walter Mertz sur le chrome ( 1955) et son réle dans la régulation glucidique
furent des pionniers et des précurseurs, mais c’est en 1977 seulement que la preuve de
I’essentialité du Chrome III (Cr’") pour I’homme a été apportée par Jeejeebhoy (Jeejeebhoy et
al., 1977) chez des patients nourris de fagon prolongée par voie parentérale et qui dévelop-
paient une intolérance au glucose avec une résistance a I’insuline, une perte de poids inexpli-
quée, et une neuropathie périphérique. Ils ont vu leurs troubles disparaitre aprés une adminis-

tration parentérale de chrome III.

VI-2 - Chrome et insuline

Il existe un lien étroit entre le chrome et I’activation de I’insuline. Seul le chrome trivalent,
nutriment essentiel, possede cette propriété qui n’est pas partagée par le chrome hexavalent ou
tétravalent (Mertz, 1993). Le mode d’action du chrome passe par une augmentation du nom-
bre de récepteurs de I’insuline, une modification de la liaison insuline/récepteur et une aug-
mentation de I’internalisation de I’insuline (Anderson, 1998 a). Le récepteur de I’insuline est
compos¢ de deux sous-unités extracellulaires alpha ou se trouve le site de liaison, et de deux
sous-unités transmembranaires béta. Le chrome agit sur les réactions de phosphorylation /
déphosphorylation des récepteurs. La liaison de I’insuline a la sous-unité alpha du récepteur
est induite par une cascade de réactions de phosphorylation par la tyrosine kinase qui est acti-
vée par le chrome. Le chrome, parallélement, inhibe la phosphotyrosine phosphatase qui, elle,

inactive le récepteur de I’insuline (Anderson, 1998 a).

Lorsque le niveau sanguin de glucose augmente, I’insuline est rapidement libérée dans la cir-
culation sanguine. Cette hormone se lie a la partie externe de la sous-unité alpha. Cette liaison
entraine un changement de la conformation du récepteur ainsi lié. Activé, celui-ci exerce une
phosphorylation des résidus tyrosine localisés au niveau de la portion interne de la sous-unité

béta.

Un oligopeptide de bas poids moléculaire, la chromoduline, activatrice, en présence d'insu-
line, de la tyrosine kinase du récepteur a l'insuline a également été décrit (Davis et Vincent,

1997).
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GLLUCOSE

EFFET DU CHROME

Figure 18 : Mécanisme d’action du chrome sur la signalisation de I’insuline (commu-
nication personnelle de RA Anderson)

1-Activation de la tyrosine kinase, 2-Inhibition IR Phosphatase, 3-Augmente insuline Bin-
ding, 4-Augmente le nombre des récepteurs a l’insuline, 5-Augmente la phosphorylation
des IR, 6-Augmente la phosphorylation IRS-1, 7-Active le transport du glucose, 8-Active la
translocation des GLUT-4

L’augmentation du taux plasmatique de I’insuline entraine un mouvement des ions chromi-
ques, vers les cellules insulinodépendantes (Morris et al., 1993).

Récemment, un mécanisme d'action moléculaire impliquant une modulation de la sécrétion de
TNFa par le chrome a été proposé par Jain et Kannan (2001). L’augmentation du TNFa[ ][]
cytokine qui, en bloquant l'action de l'insuline, diminue également la sensibilité a l'insuline,
est impliquée dans le diabéte (Kern ef al., 2001).

Sur des cellules adipocytaires U 937, en présence d’apports élevés de glucose mimant le dia-
béte, une inhibition par le chrome de la sécrétion de TNFa a été observée. Le chrome bloque
¢galement la sécrétion du TNFa et la peroxydation lipidique dans ces cellules soumises a un
stress induit par H>O,. Ces résultats suggeérent un effet antioxydant du chrome trivalent, et
corroborent des travaux récents chez I'homme (Anderson et al., 2001 a) (Cheng et al., 2004).
Récemment , un autre travail a décrit un effet protecteur du chrome contre la glycosylation
protéique en utilisant des érythrocytes traités par une forte concentration en glucose (Jain et

al., 2006).

Comme cofacteur de I’insuline, le chrome intervient ¢galement sur le métabolisme lipidique.

Le déficit en chrome est associé a une modification du métabolisme lipidique (augmentation
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du cholestérol total, des triglycérides, et une diminution des HDL). Enfin, un effet du chrome
sur le controle du poids par ’augmentation de la masse maigre et la diminution de la masse
grasse (Anderson, 1998 b), (Kaats, 1996) a été décrit. Le chrome intervient également dans le
métabolisme osseux (Evans et al., 1995) et dans celui des hormones corticoides (Ravina et al.,

1999).

Le chrome est largement utilisé aux Etats Unis et dans I'Union Européenne sous forme de
compléments alimentaires. Dans les compléments, le chrome peut étre apporté sous forme
minérale (chlorure), de faible absorption modulée positivement par des facteurs tels que ami-
no-acides ou acide ascorbique, ou bien sous forme organique biologique comme les levures,
mieux absorbées. D'autres formes telles que pidolate, picolinate, chrome-niacine et chrome-
histidine ont une bien meilleure absorption, mais ne sont pas encore autorisées en France

(Martin, 1998).

VI-3 - Apports et statut en chrome

Pour le sujet sain, un apport nutritionnel conseillé (ANC) de 50 a 70 pg/j a été proposé en
2001 en France (Comité National d'Evaluation et des Recommandations Nutritionnel et Ali-
mentaire (CNERNA-CNRS, 2001). Il est, de plus, conseillé par le groupe de travail Nutrition
des personnes agées de la CEDAP d'avoir un apport de 125 pg/j a partir de 70 ans (Cynober,
2000).

Ces recommandations s’appuient sur 1’absence de signes cliniques de carence pour un apport
de 50 ng/j, et sur ’absence de toxicité a 200 ug/j. Cependant, sur la base de ces recommanda-
tions, 1I’apport optimal de chrome est impossible a atteindre pour un apport calorique de 2500
kcal/j. L'apport estimé en Amérique du Nord atteint seulement 50 a 60 % du minimum
conseillé (50 pg/j). Des apports inférieurs a 20 pg/j entrainent des effets déléteres sur la gly-

cémie et I'insulinémie de sujets développant une intolérance au glucose (Anderson, 1994).

52/246



Tableau II : Apports alimentaires en chrome chez I'adulte sain (ng/j) (références des étu-

des dans Roussel et Anderson (2005).

Gibson et coll. (1984) 55,5 £33,5(11-157) (Femmes canadiennes)
Bunker et coll. (1984) 24,5 (13,6-47,7) (Hommes agés anglais)

Anderson et Kozlovsky (1985) 33 £ 3 (22-48) (Hommes) et 25 £ 1 (13-36) (Femmes)

Offenbacher et coll. (1986) 37,1 (15-55) (Hommes) (USA)

Anderson et coll. (1988) 27 £+ 2 (Femmes controles) et 41 + 2 (allaitantes) (USA)
Anderson et coll. (1992) 15 ng/1000Kcal (Diets and Food) (USA)

Parr ef coll. (1992) 82,5 £ 23,5 (6 pays)

Kumpulainen et coll. (1992) 31 £ 22 (Femmes finlandaises)

Anderson et coll. (1993) 38,8 £ 6,5 (Hommes) et 23,1 £ 2,9 (Femmes ) (USA)

Van Cauvenberg ef coll. (1996)  30,8-57,9 (Militaires belges)
Garcia et coll. (2001) 100 (9,39-205,16) (Hommes et Femmes espagnols)

Roussel et coll. (2007) 30 a 45ug/j (Sujets agés sains)

Nous disposons de peu de résultats validés et réalisés sur des échantillons de repas exempts de
contamination. Aux USA, chez I’adulte jeune (Anderson et al., 1992), les valeurs mesurées
sont plus basses. En Europe, les valeurs trouvées sont trés proches de celles de 1’étude fran-
caise. En Finlande, en Suéde et en Suisse, les apports sont évalués a environ 50 pg/j ou plus
bas (Kumpulainen, 1992) . En Belgique et en Pologne, ils ont été respectivement mesurés a 53

+ 31 png/j (Van Cauwenbergh et al., 1996), et a 60-90 ng/j (Marzec, 2004).

Dans quelques études, des apports supérieurs ont été cependant publiés. Au Canada, 96,4 ng/j
ont été rapportés apres analyse de repas dupliqués chez 90 femmes agées vivant en autonomie
(Gibson et al., 1985). En Grece et en Espagne les valeurs sont plus hautes : 143 pg/j (Bratakos
et al.,2002) et 129 png/j (Garcia et al., 2001) ou 88,3 ug/j (Bocio et al., 2005). En France, 154
ng/j (Noel et al., 2003) et 98 ng/j (Biego et al., 1998) ont été rapportés pour 1’adulte.

Dans I’étude francaise publié¢e récemment par notre groupe (Roussel et al., 2007), nous avons

observé que plus de 90 % des apports journaliers, mesurés analytiquement a partir des repas

53/246



librement consommés par les volontaires de cette étude, n’atteignaient pas les recommanda-
tions pour les adultes et que, a fortiori, tous étaient inferieurs aux 2/3 des recommandations
pour le sujet agé.

De grandes différences de méthodologie et des risques élevés de contamination pourraient

partiellement expliquer la discordance des études.

Parmi les aliments, les plus riches en chrome sont les épices, la levure, le foie (Anderson et
Kozlovsky, 1985). La plupart des autres aliments contiennent moins de 10 pg/100g. La bio-
disponibilité du chrome est trés basse pour la viande, le lait et les 1égumes verts. Elle aug-

mente pour les céréales mais le raffinage appauvrit considérablement la teneur en chrome.

VI-4 - Chrome et prévention des pathologies

VI-4-1 — Chrome, syndrome métabolique et obésité

Le statut en chrome, essentiel a la fois aux fonctions insuliniques, aux régulations lipidiques
et glucidiques, et au maintien de la masse maigre, est déficitaire chez 1'obése et dans le syn-
drome métabolique (Volpe et al., 2001), en raison des apports insuffisants, mais aussi de la
consommation excessive de glucides d'absorption rapide qui favorisent les fuites urinaires de

chrome.

Des apports insuffisants en chrome entrainent une insulinémie élevée, une augmentation des
taux plasmatiques de glucose, de cholestérol, de cholestérol LDL, de triglycérides, une baisse
des HDL cholestérol, signes retrouvés dans le syndrome métabolique. L'ensemble de ces mo-
difications s'accompagne d'une augmentation du risque cardiovasculaire et du risque de dia-

béte.

L'effet bénéfique d'apports en chrome, permettant de restaurer le statut et d'améliorer la sensi-
bilité¢ a l'insuline, a été souligné par de nombreuses études, mais cet effet dépend essentielle-
ment du statut en chrome des sujets. Seuls les sujets déficitaires sont répondants, ce qui expli-
que, en partie, les résultats décevants d'une méta analyse publiée récemment (Althuis et al.,
2002), qui ne conclue pas a un effet significatif des supplémentations en chrome sur la sensi-

bilit¢ a lI'insuline dans des groupes de sujets d'age et d'insulinorésistance variables.

Le réle du chrome dans I'obésité et la prévention du syndrome métabolique passe par plu-

sieurs mécanismes :

e le contrdle de l'insulinémie,
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e les relations avec les glucocorticoides,

e Jes mécanismes de satiété,

¢ e maintien de la masse maigre,

e la modulation du TNFa, car I'importance de 1'obésité est corrélée a ce facteur, qui favorise-

rait 'insulino-résistance des cellules.

Les triglycérides cytosoliques, accumulés dans les tissus non adipeux tels que les muscles, le
foie ou les cellules B pancréatiques chez 'obése, sont augmentés et participent a 1'insulinoré-
sistance (Kraegen et al., 2001). Chez I'hnomme (Abraham et al., 1992) comme chez 1'animal

(Striffler et al., 1998), I'administration de chrome conduit a une baisse des triglycérides.

Chez 29 sujets a haut risque de développer un diabéte de type 2, une supplémentation par
1000 pg/j de picolinate de chrome administrés 8 mois a significativement amélioré la sensibi-
lité a l'insuline (Cefalu, et al., 1999). Une étude récente de supplémentation par un complexe
Cr-niacine (Preuss et al., 2002) a également montré son efficacité sur la sensibilité a I’insuline

et les altérations du systéme insuline/glucose rencontrées chez 1I’obése et dans le syndrome X.

Les taux d'insuline circulante, comme son efficacité, sont améliorés par des apports en
chrome. Or ces taux sont positivement corrélés a la masse grasse, et influencent la satiété et la
thermogénese. Il n'est donc pas surprenant que le chrome influence la composition corporelle.
Kaats et al. (1996) ont rapporté des effets bénéfiques de la supplémentation en chrome sur le
pourcentage de masse grasse, qui est diminué, et celui de masse maigre, qui est augmenté.
D'autres études ont confirmé le maintien de la masse maigre (Bahadori ef al., 1997), (Grant et
al., 1997). Chez des sujets obeses atteints de syndrome polykystique ovarien, la sensibilité a
I’insuline a été améliorée par la supplémentation en chrome sous forme de picolinate (1000

ng/j) (Lydic et al., 2006) (Lucidi et al., 2005).

VI-4-2 — Chrome et diabétes

Diabéte de type 2

Grace a la mise au point de méthode d’analyses plus sensibles du chrome, et a des risques de

contamination mieux controlés, les études sont plus fiables et leurs résultats plus homogeénes.
Ces études ont permis de préciser la supplémentation en chrome qui semble efficace de 400 a
1000 pg/j chez les sujets diabétiques de type 2, avec une baisse de I’hémoglobine glycosylée,

une baisse de la glycémie et la régulation des paramétres lipidiques.
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La réponse a la supplémentation va dépendre du statut en chrome, de la dose de supplémenta-
tion, et de la forme d'administration. Des patients diabétiques qui recoivent 250 pg ou moins
de chrome par jour ne répondent pas a la supplémentation, alors que I'effet de doses plus éle-
vées (400 a 600 pg/j) peut étre bénéfique (Anderson, 1998 a). A des doses nettement plus
¢levées (de 400 a 1000 pug/j), une baisse significative de I'hémoglobine glycosylée et de 1'insu-
linémie, dont l'importance dépend de la dose de chrome administrée, a été observée en ré-
ponse a une supplémentation en chrome chez le diabétique de type 2 durant 4 mois (Anderson

etal., 1997 D).

Rabinovitz et ses collaborateurs ont étudié I’effet d’une supplémentation en chrome sur 39
sujets diabétiques de type 2, 4gés en moyenne de 73 ans. En plus de leur traitement habituel,
les participants ont regu deux fois par jour 200 pg de chrome tout en suivant un régime hypo-
glycémiant et hypocalorique a 1500 kcal/jour. Apres trois semaines, les auteurs de cette étude
ont observé une diminution significative de la glycémie de 189 a 150 mg/dl, et du cholestérol
total de 225 a 211 mg/dl (Rabinovitz et al., 2004). Plus récemment, une revue conclue a
I’efficacité de la supplémentation en chrome III dans le diabéte (Broadhurst ez Domenico,
2006), et des effets bénéfiques sur le poids et la sensibilité a I’insuline sont publiés (Martin et
al., 2006) (Racek et al., 2006). Cependant, une prise de position de la FDA (Trumbo et Ell-
wood, 2006) concluant a I’inutilité de la supplémentation en chrome, et une étude publiée en
2007, dans laquelle on observe aucun effet d'une supplémentation par 400 pg/j de chrome

sous forme de levure durant 6 mois (Kleefstra et al., 2007), ont réouvert le débat.

Diabéte gestationnel

Au cours de la grossesse, une insulino-résistance se développe dés la 24™ semaine de gesta-
tion. Si elle n’est pas compensée, elle conduit au diabéte gestationnel. Selon Motris et al.
(2000), le stress induit par la grossesse sur le systéme glucose/insuline entraine une déplétion
des réserves en chrome. Dans une étude contrélée versus placebo, le bénéfice d’une supplé-
mentation en chrome apportant 4 ou 8 pg/kg en chrome pendant 8 semaines chez des femmes
souffrant d’un diabete gestationnel a été montré, avec une baisse significative de la glycémie a
jeun et celle de I'insulinémie. Le groupe recevant la plus forte supplémentation présentait les

taux de glucose postprandiaux les plus bas (Jovanovic et al., 1999).

Diabéte stéroidien

L’administration de glucocorticoide est une cause de résistance a I’insuline et de diabéte in-

duit. Or, ce traitement provoque de plus, une augmentation des pertes urinaires de chrome qui
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pourraient aggraver 1’insulinorésistance . L’administration de chrome a 600 pg/j a permis, non
seulement de restaurer la sensibilité a I’insuline, mais également de supprimer les traitements

hypoglycémiants chez ces sujets (Ravina et al., 1999).

VI-4-3 — Chrome et risque cardiovasculaire

De nombreuses études évaluant les effets d’une supplémentation en chrome sur le métabo-
lisme du sucre et de I’insuline ont également étudié son action sur les lipides sériques. Un
certain nombre d’entre elles ont montré que le chrome diminue les niveaux de cholestérol

total et de triglycérides, tout en augmentant le LDH cholestérol.

Cette action du chrome sur le métabolisme lipidique pourrait avoir un effet bénéfique sur le
risque cardiovasculaire, comme le suggere une étude cas-contrdle chez des sujets ayant survé-
cu a un infarctus : les taux de chrome étaient 13 % plus bas chez les sujets ayant un infarctus
versus les témoins. De plus, dans cette étude, les taux de chrome étaient plus faibles chez les
individus plus agés, ce taux déclinant de 9 % par dizaine d’années de vieillissement. Ces taux
étaient également plus faibles chez ceux ayant une pression sanguine élevée. D’autres analy-
ses ont montré que les sujets ayant les taux de chrome les plus élevés avaient 35 % de moins
de risque d’avoir un infarctus que ceux ayant les taux les plus bas (Guallar et al., 2005).
L’index athérogéne du plasma, prenant en compte les triglycérides et les HDL cholestérol, est
réduit par la supplémentation combinée chrome/ biotine, suggérant un effet protecteur contre

la maladie cardiovasculaire (Geohas et al., 2007).

VI-4-4 — Chrome et stress oxydant

Paradoxalement, le lien entre stress oxydant et résistance a l'insuline est trés peu étudié. Le
chrome agissant comme potentialisateur de 1'insuline et comme antioxydant pourrait étre un

¢lément clef de cette relation.

Alors que le chrome VI, issu de la pollution industrielle, est un puissant agent pro-oxydant et
mutagene, le chrome III, micronutriment essentiel, agit comme protecteur hépatique de la
lipopéroxydation (Tezuka et al., 1991) et augmente le pouvoir antioxydant global cellulaire

chez le rat (Ueno et al., 1988).

Les premiers travaux ayant suggéré un effet antioxydant du Chrome III ont été réalisé sur un
modele de rats hypertendus. Preuss et al. (1997) ont comparé les effets de différentes formes
de chrome sur I’hypertension et sur la production des radicaux libres. Des rats développant

spontanément une hypertension induite par une forte concentration de saccharose dans leur
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eau de boisson, recevaient dans leur régime différentes formes de Cr III (nicotinate du
chrome, picolinate de chrome, acétate de chrome, ou du chlorure de chrome). La supplémen-
tation en chrome prévenait I’augmentation de la pression systolique induite par le sucre. Le
nicotinate de chrome, I’acétate de chrome et le picolinate de chrome abaissaient également les
niveaux de I’HbAlc. Seuls, le nicotinate et 1’acétate réduisaient de facon significative les 1é-
sions radicalaires sur les lipides au niveau hépatique et rénal, tandis que le picolinate dimi-
nuait les Iésions au niveau hépatique seulement. Cette étude confirmait 1’effet protecteur hé-
patique du chrome sur la lipopéroxydation lipidique décrit par I’équipe de Tezuka (Tezuka et
al., 1991). Ces travaux ont ét¢ complétés par une étude menée chez le rat, ou la supplémenta-
tion en chrome augmente le pouvoir antioxydant global cellulaire (Ueno et al., 1988). Chez
I'homme, un effet antioxydant du chrome chez le diabétique de type 2 (Anderson et al.,
2001a) apres supplémentation par 600 pg/j, 6 mois, sous forme de pidolate a été décrit. Cheng
et al. (2004) ont confirmé cet effet antioxydant chez des sujets diabétiques ou non, recevant
600 pg/j de chrome sous forme de levure durant 6 mois. Plus récemment, le chrome, adminis-
tré sous formes de levure a 400 ug/j a été décrit comme capable de réduire le taux des para-
metres du stress oxydant chez des sujets diabétiques (Racek et al., 2006).

Une supplémentation en chrome permet également d’empécher la peroxydation des lipides in
vitro, d’une fagon dose-dépendante de la concentration en chrome (Yang et al., 2006). Ces
données suggerent que le chrome a son importance dans le traitement ou la prophylaxie de
I’insulinorésistance et des dyslipidémies liées a I’obésité, qui génerent un stress oxydant, donc

un role dans la prise en charge du syndrome métabolique.

VII — Conclusions

Compte tenu des liens métaboliques étroits qui lient, dans le syndrome métabolique,
I’insulinorésistance et le stress oxydant, les facteurs nutritionnels susceptibles de freiner le
stress oxydant et d’améliorer la sensibilité a 1’insuline devraient offrir des moyens, simples a
mettre en ceuvre, de prévention du syndrome métabolique et de ses conséquences pour la San-

té de ’homme.

La revue de la littérature présentée dans cette premiere partie montre qu’un faisceau de résul-
tats expérimentaux réalisés sur 1’animal ou par culture cellulaire, et de nombreuses études
cliniques chez des sujets en surpoids, ou en syndrome métabolique, ou souffrant de diabéte de
type 2, soutiennent cette hypothése. Le chrome, les polyphénols du thé, et ceux de la cannelle,

ont montré leur efficacité a améliorer la sensibilité a I’insuline. Selon notre hypothése, ce mé-
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canisme passe ¢également par une modulation du stress oxydant engendré par

I’insulinorésistance et la glucotoxicité.

C’est pourquoi, en nous appuyant sur un modéle animal de syndrome métabolique validé, le
rat nourri avec un régime riche en fructose, nous avons mené une série d’expériences visant a
étudier I’effet du thé, de la cannelle et du chrome a la fois sur la signalisation de I’insuline,

I’homéostasie glucidique et les parametres du stress oxydant.
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DEUXIEME PARTIE :
RESULTATS
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VIII - Matériel et méthodes

VIII-1 - Le modéle animal de syndrome métabolique

VIII-1-1 - Animaux

Les rats utilisés au cours des différentes études sont de souche Wistar (150 = 10 g) et fournis

par les laboratoires Charles Rivers (Les Oncins, France). Afin d’éviter la variabilité inter-
sexe, nous n’avons utilisé que des males. Les animaux sont stabulés individuellement, en cage
polystyréne thermoformée, en accord avec les standards accrédités par le Ministére de
I’Agriculture et de I’Environnement, dans une piéce maintenue en surpression et éclairée
12/24. La température est controlée a 21 + 1 °C avec une humidité relative de 55 %. Les ani-
maux ont acces a volonté a la nourriture et a la boisson. Les rats sont placés en cage par deux.

Durant nos études, ils ont été pesés tous les 2 a 3 jours jusqu’a leur sacrifice.

VIII-1-2 - Régime induisant le syndrome métabolique

Nous avons induit un syndrome métabolique chez le rat en lui administrant un régime riche en
fructose (65%) selon Busserolles et al. (2003 a). La composition du régime est décrite dans le

tableau III . Les régimes ont été réalisés par SAFE (Augis, France).

Tableau III : Composition du régime riche en fructose selon Busse-
rolles et al. (2003 a) (g / 100 g poids sec)

Fructose 650

Caséine 200

Alphacel 50

DL méthionine 3

Choline bitartrate 2

Huile de mais 50

Sels minéraux 35

Vitamines 10

Nous avons validé ce régime en mesurant les marqueurs biologiques du syndrome métaboli-
que (hypertriglycéridémie, résistance a 1’insuline et stress oxydant) dans deux groupes de 10
rats, ceux recevant le régime fructose a 65 % et ceux recevant un régime d’entretien contenant

des glucides complexes, amidon (55 %) et maltodextrose (10 %). Comme indiqué dans le
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tableau IV, chez les rats recevant le régime fructose 6 semaines, les taux a jeun de glucose,
triglycérides, et TBAR’s plasmatiques étaient significativement plus élevés que chez les rats
recevant le régime d’entretien alors que leur insulinémie a jeun était significativement plus

haute.

Tableau IV : Parametres plasmatiques

Paramétres plasmatiques a jeun Régime Contrdle Régime Fructose
Glucose (mmol/L) 6,6+04 10,7 + 0,4*
Triglycérides (g/L) 0,48 + 0,06 1,27 +0,33*
Insuline (pmol/L) 107 + 34 411 +99*
TBAR’s (umol/L) 3,6 +0,3 4,75+ 0,28*

*p<0.05

VIII-2 - Les analyses biologiques

VIII-2-1 - Prélévements

Les animaux, a jeun depuis une nuit, sont anesthésiés avec une dose de pentobarbital disodi-

que (1 ml/g de poids) par injection intrapéritonéale et sacrifiés.

Le sang est prélevé par ponction cardiaque sur tube héparine-lithium, puis trait¢ immédiate-

ment selon les besoins de 1’analyse.

Les organes sont prélevés, lavés dans une solution de NaCl 9 %o, puis pesés, plongés dans

I’azote liquide, et stockés a — 80°C jusqu’a I’analyse.

VIII-2-2 - Préparation des homogénats

100 mg de tissus par 1 ml de milieu d’homogénéisation (Tris-Base 10 mM, Acide Diéthylene
Triamine Penta (DTPA) 1 mM, acide PhenylMethylSulFonyl (PMSF) 1 mM) sont homogé-
néisés a I’aide d’un Potter en verre. Les broyats sont centrifugés a 3000 g pendant 10 minutes

a4 °C. Les analyses sont effectuées sur le surnageant de centrifugation.

VIII-2-3 - Analyses biologiques

VIII-2-3-1 - Glucose, triglycérides et insuline plasmatiques I.e dosage de I’insuline a été
fait par technique Elisa. La concentration du glucose et des triglycérides a été mesurée par
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méthode colorimétrique et enzymatique sur automate Hitachi 917 (Roche Diagnostique,
France).

VIII-2-3-2 - Etude du stress oxydant
L’appréciation de I’importance du stress oxydant dans de nombreuses pathologies nécéssite la

mise en oeuvre de différents dosages dont le plus utilisé est celui du malondialdéhyde (MDA)
plasmatique, un des produits terminaux formés lors de la dégradation des acides gras polyin-
saturés médiée par les radicaux libres. Son dosage est le plus souvent réalisé par condensation
en milieu acide et & chaud avec 1’acide thiobarbiturique. Cette réaction est sensible mais sa
spécificité, méme en améliorant les stades préanalytiques (conditions de prélévement, adjonc-
tion de conservateur) et analytique (fluorescence, et chromatographie liquide haute perfor-

mance (CLHP), reste discutée (cf.ci- dessous § marqueurs de peroxydation lipidique)
Dosage des FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma: (Benzie et Strain, 1996).

Ce test peut étre utilis¢é comme un index du pouvoir antioxydant des défenses non enzymati-
ques du plasma. Il est basé sur la mesure de la réduction par le plasma d’une solution compre-
nant du tampon acétate (C;HsNaO,, 3H,O et C;H40,) a pH 3,6, une solution a base de 2,4,6
Tripyridyl-s-triasine (TPTZ) a 10 mM, et un sel ferrique (FeCls; , 6H,0) a 20mM, ce qui pro-
voque une coloration du complexe TPTZ-Fe'". Une gamme étalon est obtenue a partir d’une
solution meére de FeSO4, 7H,0O a 1mM (31,25 uM a 500 uM). La solution FRAP est préparée
a partir des trois solutions initiales (Tampon acétate, TPTZ et FeCls;, 6H,0) et placée a 37°C
pendant toute la durée de ’analyse. 100 pl d’échantillons ou de solution-gammes sont ajoutés
a 900 pl de la solution FRAP. La lecture des échantillons se fait aprés 4 minutes par spectro-

meétrie a 593 nm.

Marqueurs de peroxydation lipidique (Mesure des TBARS) (Thiols Barbituric Acide Reac-

tive Species) ) (Richard et al., 1992) .
Limites et intérét de la méthode : Malgré sa non-spécificité, 1’utilisation de la réactivité du
malondialdéhyde avec I’acide thiobarbiturique reste encore aujourd’hui un des tests « clas-
siques » dans 1’évaluation du stress oxydant. Si le dosage des TBARS présente d’excellentes
qualités sur le plan de la sensibilité, et si sa mise en ceuvre est simple, son absence de spéci-
ficité analytique liée a la fois aux interférences de cette méthode et aux conditions drasti-
ques nécéssaires a la formation du dérivé MDA-(TBA)2 coloré, limite cependant son inté-
rét. En effet, la lecture de la réaction colorée mesure non seulement le malondialdéhyde pré-
existant, mais aussi le malondialdéhyde form¢ de maniére artefactuelle par la décomposition

thermique des peroxydes, et par celle de ceux générés au cours de la réaction.Ce dosage est

63/246



donc la somme du malondialdéhyde préexistant lié ou non aux molécules biologiques, des
peroxydes lipidiques, des produits d’auto-oxydation des acides gras et d’autres substances
qui donnent naissance soit a du malondialdéhyde, soit a des molécules réagissant avec
I’acide en milieu acide et a chaud. Une des sources de I’hétérogénéité des résultats observés
avec les TBARS est liée au nombre important de molécules différentes qui ne rélévent pas
forcément du stress oxydant, mais qui réagissent avec de I’acide thiobarbiturique. Les inté-
férences avec la réaction au TBA sont nombreuses : autres aldéhydes (4-hydroxynonénal,
hexanal, propanal), pigments biliaires, acides aminés, ADN. Par ailleurs, de nombreux cons-
tituants du plasma présentent une fluorescence dans la méme zone spectrale que le com-
plexe MDA-(TBA)2. Cependant a ce jour, ce marqueur reste le plus utilisé pour déterminer
le stress oxydant et la détermination des TBARS reste un test donnant un résultat global,
permettant une premiére approche de la lipoperoxidation et du stress oxydant.Plusieurs mo-
des de lectures permettent la quantification du dérivé MDA-(TBA),. La fluorimétrie, que
nous utilisons au laboratoire, est une méthode simple, rapide, applicable en routine et parti-
culiérement intéressante pour les études de dépistage. Elle peut se faire sur de faibles volu-
mes d’échantillons et elle est dix fois plus sensible que la mesure de 1’absorbance (Yagi,
1976). La principale difficulté de la fluorescence est liée a la proximité des longueurs
maximales d’excitation et d’émission de I’adduit MDA-(TBA)2. La mesure en fluorescence
synchrone permet d’augmenter la spécificité et la sensibilité analytiques les rendant compa-
rables a celles obtenues en HPLC. La chromatographie mise en ceuvre aprés dérivation a
I’acide thiobarbiturique ne permet pas d’eviter la production artéfactuelle engendrée par le
chauffage en milieu acide, mais permet d’¢éliminer les TBARS autres que le malondialdé-
hyde. Des mesures effectuées au laboratoire ont montré une corrélation tres significative
(r=0,80 ; p=0,0001) entre la methode de dosage par fluorimétrie et celle par CHLP selon
Knight et al., 1988. Ce résultat confirme que les méthodes par fluorimétrie donnent une vue
globale de peroxydation et justifie leur utilisation dans une premiére approche pour 1’étude
d’un stress oxydant ou en complément d’autres marqueurs de stress oxydant, pour confirmer
la présence d’un déséquilibre de la balance antioxydant/proxydant, ce que nous avons fait
dans ce travail.

Dans notre travail, cette analyse a été réalisée sur plasma, sur tissus ou sur culture cellulaire.
750 uL d’un mélange (2 /1 v:v) d’acide thiobarbiturique (TBA 0,55 mM,pH 7,4) et d’acide
perchlorique (HCIO4) 7 % sont ajoutés a 100 ul d’échantillon. Apres agitation (vortexer vi-
goureusement pendant 2min), le mélange est incubé au bain marie a 95°C pendant 1 heure.

Durant cette étape, les fonctions aldéhydiques du dialdéhyde malonique (MDA) sont libé-
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rées par I’hydrolyse acide a 95°C. Elles réagissent avec le TBA en formant un complexe co-
loré en rose (MDA-TBA). Pour arréter la réaction, les tubes sont placés dans la glace. Le
complexe ainsi formé est extrait par le butanol pendant 2 minutes. Aprés centrifugation, la
quantification du complexe est effectuée sur un spectrophotomeétre a fluorescence Hitachi
F4500 (Roche diagnostic France) a une longueur d’onde d’excitation de 532nm et une lon-
gueur d’onde d’émission de 553nm. La courbe de calibration est obtenue a partir d’une so-
lution stock de 1,1,3,3-TétraEthoxyPropane (TEP) a 20mmol/L, la gamme étant comprise

entre 1 et 8mmol/L

Oxydation des Protéines (dosage des groupements Thiols) (Faure et Lafond, 1995 )

Réactifs nécessaires au dosage : Tampon phosphate, 50 mM, pH 8, (KH2PO4 50 mM ,
Na2HPO4, 2H20), EDTA, 1 mM, DTNB 2,5 mM préparé dans le tampon phosphate a 50
mM.

Procédure : la technique a été automatisée sur Hitachi 704 : 20 pl d’échantillon ou de gamme
sont ajoutés a 50 pl de tampon Phosphate et 20 pl de DTNB. Apres 15 minutes d’attente a
I’obscurité, la lecture est réalisée sur a 415 nm

Lors de I’oxydation des protéines, les groupements SH sont oxydés et forment des ponts di-
sulfure S-S. Le principe du dosage des groupements SH est basé sur leur réaction avec le 5-
5’-DiThiobis(2-acide NitroBenzoique) (DTNB) pour former un composé coloré (A = 415 nm).
La gamme étalon est obtenue avec une solution de N-Acetyl-Cystéine (NAC) 0,125 a 0,6
mmol/L.

Glutathion réduit et oxydeé : (Akerboom et Sies, 1981)

La compréhension du role physiopathologique exact du glutathion nécessite le développement
de méthodes de dosage sensibles, spécifiques et rapides. Aucune méthode de référence n’a été
¢tablie. L’enzymocolorimétrie et la chromatographie liquide haute performance (CLHP) sont
les principales actuellement utilisées. La méthode CLHP a 1’avantage de permettre de pouvoir
doser une grand nombre d’échantillons dans un temps limité. De plus, dans cette technique ce
sont le glutahion réduit et le glutathion total qui sont dosés alors que, dans la méthode colo-
rimétrique, la valeur du GSH est déduite a partir du GSH total et du glutathion oxydé. En rai-
son de la faible teneur en GSSG des échantillons biologiques, une erreur due a un manque de
sensibilité¢ de la méthode de dosage n’est pas exclue et elle peut, de ce fait, étre répercutée sur
I’expression du GSH. Pour des raisons matérielles, nous avons utilis¢ une méthode spectro-
photométrique.Toutefois, la qualit¢ du dosage spectrophotométrique n’a jamais a notre

connaissance été remise en cause.
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600 pl de sang sont ajoutés, dans les 30 minutes suivant le prélévement, a 120 ul d’Acide
Meéta-Phosphorique (MPA 6%) avant d’étre centrifugés a 1700 g pendant 10 min a 4 °C. Le
dosage est réalisé sur le surnageant. Les homogénats déprotéinéisés sont neutralisés par une
solution de MOPS 0,4 M/EDTA 2 mM, pH 6,75. Le principe du dosage du glutathion est bas¢
sur la réduction du 5-5’-DiThiobis(2-acide NitroBenzoique) (DTNB a 1,5 mg/ml) par le
NADPH (4 mg/ml, dissoudre 16 mg dans 4 ml de bicarbonate a 0,5% ). La formation de 5-
Thio-2-NitroBenzoate (TNB) est suivie par spectrophotométrie a 412 nm. La sensibilité du
dosage peut étre augmentée en mesurant la disparition du NADPH par fluorimétrie. La cali-
bration est obtenue a partir d’une solution meére de glutathion standard a 40 uM (de 2 uM a 40
uM).

1ml de MOPS, 50u1 NADPH, 20 pl de GRase (5 U/ml), et 20 ul de DTNB sont ajoutés a 100
ul d’échantillon, la lecture est effectuée par spectrométrie a 412 nm

Dosage du glutathion oxydé :

Les échantillons sont préparés selon la procédure suivante :
Echantillon : 500 pl ou 250 pl

Ethanolamine (diluée au 1/2) : 40ul ou 20 pl

2 Vinyl Pyridine (a2 97%) : 10ul ou 5 pl

Apres 1 h d’attente a température ambiante, les échantillons sont dosés comme précédem-
ment.
Remarque : le 2vinyl Pyridine permet de bloquer les fonctions SH du glutathion réduit ;
L’¢thanolamine neutralise les surnageants de déprotéinisation afin de permettre la réaction
GSH avec le 2vinyl Pyridine .
Calcul : [GSSG] = Y(lue sur la gamme) x 5 uM/1

e facteur 5 =dilution par 10 dans MPA et divisé par 2( car 2 molécules de GSH réduit

pour 1 molécule GSSG).
e Le GSH est déduit de la formule = [GSHt]- [GSSG]

Dommages oxydatifs des ADN : (Hininger et al., 2004).

Cette technique a été réalisée a partir de sang total congélé ou sur cellules ou sur tissus frais.

Préparations des échantillons pour analyse sur

e le sang: 500 pl de sang total sont traités avec 500 pl de RPMI-1640, contenant 20 % de

DMSO et congelés progressivement dans un congélateur progressif (bicell) une nuit a
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—80°C puis stockés dans 1’azote liquide jusqu’a analyse. Les échantillons sont rapidement
décongelés a 37°C, puis repris dans 1,4 ml de PBS 1 X sans Ca' " et sans Mg"" et centrifu-
gés a 300g pendant 10 min a température ambiante. Cette étape de lavage est répétée une
fois. Le culot est remis en suspension dans 300 pl de PBS 1 X sans Ca'" et sans Mg~ et
mélangé délicatement.

les tissus : un émingat est réalisé a partir de 200 mg de tissus dans 2 ml de PBS 1 X sans
Ca" etsans Mg .

les cultures cellulaires : Une suspension cellulaire (20000 cellules) a partir du sang total, de
I’émingat ou d’une culture cellulaire est diluée au 1/2 dans de I’agarose a point de fusion a
basse température (Low-Melt) (1,2 % dans PBS) (soit 60 pl de la préparation de sang pour
120 d’agarose). Un volume de 110 ul de ce mélange est ensuite dépos€ sur une sous-
couche d’agarose (1% dans du PBS) coulée préalablement sur une lame de verre dépolie
puis recouvert d’une lamelle et déposé sur un lit de glace et protégé de la lumiére par une
feuille d’aluminium pendant 10 minutes pour une prise en masse rapide du Low-Melt. Les
membranes plasmiques et nucléaires sont ¢liminées par un tampon de lyse (2,5 M NaCl,
100 mM EDTA, 10 mM tris-acide, 1% de sarcosinate de sodium, pH 10, additionné ex-
temporanément par 1 % de triton X100 et de 10 % de DMSO). Les lames sont immergées
dans ce tampon toute la nuit a 4°C et a ’obscurité. L’ADN ainsi libéré peut se dérouler
dans des conditions dénaturantes. La dénaturation de I’ADN est effectuée en milieu basi-
que pH = 13. Les lames sont placées dans la cuve d’électrophoréese et recouvertes du tam-
pon d’¢électrophorese (75 ml de NaOH 10 N, 12,5 ml EDTA 200 mM, gsp 2500 ml d’eau
distill¢), pendant 40 minutes a température ambiante et a 1’abri de la lumiére. Cette étape
permet de débobiner ’ADN et de mettre en évidence des sites alcali-labiles. L’ADN est
soumis a une ¢lectrophorése. Le matériel génomique cass€ migre alors vers 1’anode, ce qui
forme la cométe (Figure 19). L’expérience peut se faire en milieu neutre ou alcalin, ce qui
permet la détection respectivement des cassures doubles et simples de brin d’ADN. Une
tension de 25 V, 300 mA est appliquée pendant 30 minutes afin d’obtenir la migration des
fragments d’ADN. Apres électrophorese, les lames sont retirées de la cuve, égouttées, et
rincées avec le tampon de neutralisation (Tris-base 0,4 M, pH 7,5, trois fois 5 minutes).
Enfin, ’ADN est visualisé grace a un intercalant (BET a 20 pg/ml, Aex=510 nm et Ae,m=595
nm) qui le rend fluorescent. Une lamelle est ensuite délicatement déposée sur chaque lame
et I’ensemble est gardé a I’abri de la lumiére et a 4 °C dans un milieu humide jusqu’a la

lecture qui doit avoir lieu dans la semaine qui suit la préparation des lames.
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Les comeétes sont lues sous microscope a épifluorescence Zeiss Axioscope 20 (lampe a vapeur
HBO JOW) a raison de 50 cellules par lame pour obtenir une moyenne par lame. Pour chaque

essai, trois lames sont réalisées.

Le logiciel Comeéte [Komet 4.0 (Kinitic Imaging)] mesure 1’intensité lumineuse des cellules
choisies et détermine de manic¢re semi-empirique la taille de la téte et celle de la comete. Ce
logiciel utilise des parametres qui peuvent étre changés par 1’utilisateur, selon ses besoins.
L’intégration se fait grace a une caméra digitale reliée au systéme informatique d’analyse
Komet 4.0 (Kinitic Imaging). Les résultats sont exprimés en Tail DNA, qui représente le

pourcentage de I’ADN dans la queue de la comete.

Cellules témoins : Cellules traitées par un agent géntoxique
Tail DNA évalué a 2% Tail DNA évalué a 9%

Figure 19 : Cométes avec un Tail DNA de 9 % (microscope a fluorescence)

Activité Superoxyde Dismutase (Cu-Zn SOD) (Markiund et Marklund, 1974)

L’activité de la SOD est mesurée par une réaction colorimétrique. L’auto-oxydation du pyro-
gallol en présence d’EDTA est inhibée par la SOD. Le principe du dosage est basé sur la
compétition entre la réaction d’oxydation du pyrogallol (10 mM) par 1’0, et la dismutation
de I’0, " par la SOD, quantifié par spectrophotométrie & 420 nm (Uvikon 860, Kontron ins-
truments, France.

Préparer :
-Tampon tris 50 mM /DTPA 1mM, et ajuster le pH a 8,2 £ 0.1 avec de 1’acide cacodyli-

que 220 mg/ml,
- Pyrogallol 10 mM (Diluer 0.126g de pyrogallol gsp 100 ml d’HCI 0.01N).

Evaluation de I’autooxydation du pyrogallol : le mélange réactionnel est constitué de :
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960 pl de tampon tris/DTPA,

40 pl de pyrogallol,

Aprées 45 secondes, la cinétique est lancée a 420nm pendant 1 min, la A DO/min doit étre
comprise entre 30 et 31. Sinon, faire varier le pH avec I’acide cacodylique. (Recherche du pH
donnant une variation d’absorbance maximum correspondant a 0% d’inhibition de
I’oxydation du pyrogallol).

chaque dosage est réalisé en double : pour chaque essai, on dépose 880ul de Tampon
Tris/DTPA

80ul d’échantillon

40ul de pyrogallol

Une unité d’activité enzymatique étant définie comme la quantité capable d’inhiber 50% de
I’oxydation du pyrogallol.

Activité Glutathion peroxydase (GPX) : (Gunzler et al., 1974)

Le dosage de la GPx est effectué a partir de la réaction suivante :

GPx
ROOH + 2 GSH — GSSG + ROH + H,O

.

GR
GSSG + 2 NADPH, H" — 2 GSH+2 NADP *

Le principe du dosage de la GPx est basé sur une réaction couplée entre la GPx et la gluta-
thion réductase (GR). La détermination de 1’activité de la GPx repose ainsi sur la mesure de la
disparition du NADPH, H" suivie par spectrométrie a4 340 nm, avec comme substance réac-
tionnel le t-butyl hydroperoxyde.

Le mélange réactionnel comprend :

900 pl de tampon Tris /EDTA pH 7,6 (Trisma base 50 mM, EDTA Na, 1 mM, Azide 4 mM)
50 pul d’échantillons

20 ul de Glutathion (0,15 M)

20 pl de Glutathion réductase (208 U/ml)

20 ul de NADPH (8,4 mM)

Apres une minute d’attente , 20 pl d’une solution de Ter butyl hydroperoxyde (30 mM), sont
rajouter au mélange réactionnel, la décroissance de densité optique du NADPH2 a et suivie

340 nm sur spectrophotometre thermostaté a 25 °C
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Signalisation de I’insuline et expression des genes :

Les analyses ont été réalisées au laboratoire Nutrient Requirements and Functions Laboratory

(Dr Anderson), Belsville Human Nutrition Research Center par le Dr Cao Heping que nous

remergions.

La signalisation hépatique et musculaire de I’insuline (Cao ef al., 2006 ; Cao et al.,2007) ainsi
que, dans ces tissus, I’expression des génes impliqués dans les voies de cette signalisation, ont
été mesurées apres extraction des ARN messagers. L’extraction des ARN, la synthése des
ADNC, la PCR quantitative en temps réel sont décrits dans la publication B (Green tea poly-
phenol extract regulates the expression of genes involved in glucose uptake and insulin signa-

ling in rats fed a high fructose diet).

VIII-3 - Etude sur culture cellulaire

VIII-3-1 - Modéle cellulaire :

Le modele cellulaire utilisé dans ce travail est une lignée de kératinocytes humain issue d’un

explant cutané, spontanément immortalisée in vitro (HaCaT), cultivée en monocouche

(Boukamp et al., 1988) (Figure 20).

Le comportement de ces cellules est
identique aux kératinocytes humains

normaux (Schurer et al., 1993).

Les cellules sont cultivées dans un
milieu RPMI 1640 tamponné avec du
bicarbonate de sodium, supplémenté
en glutamine 2 mM et en sérum de

veau feetal (SVF 10 %).

Afin de limiter les contaminations par

des micro-organismes, un mélange | Figure 20 : Cellules HaCaT en culture (Microscope
Optique Objectif x 10

d’antibiotiques et d’antifongique (anti-

fongique 2,5 mg\ml ; pénicillines 1,25 U/ml et streptomycine 0,00125 U/ml) est ajouté au

milieu.

Les cellules sont mises en cultures dans des flacons de culture de 75 cm? contenant 15 ml du

milieu de culture avec antibiotiques. Les flacons contenant la suspension cellulaire sont en-
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suite placés dans un incubateur (température 37°C) sous une atmosphere enrichie en CO, (5
%). Le milieu est renouvelé une fois par semaine. A confluence, les cellules sont repiquées

selon la méthode suivante.

Le milieu est éliminé par aspiration, et le tapis cellulaire est rincé deux fois avec 7 ml de tam-
pon phosphate stérile (PBS sans Ca™ni Mg™), puis 3 ml de trypsine (2,5 %) sans EDTA sont
ajoutés au flacon. Les cellules sont incubées pendant 5 minutes a 37 °C. Une fois qu’elles sont
dissociées, ’action de ’enzyme est arrétée par 1’ajout de 7 ml du milieu RPMI. (Pour une
amplification cellulaire : 1ml de cette suspension cellulaire est remis en culture dans 15 ml du

milieu de culture avec antibiotiques comme dans I’étape précédante).

Le comptage des cellules est réalisé sur une cellule de Neubauer, en utilisant le bleu de try-
pan, un colorant qui refléte la modification de la perméabilité membranaire. Le comptage est
ensuite effectué sous microscope optique (objectif x10). Selon les besoins des expériences, le
volume de la suspension cellulaire est ajusté par une quantité de milieu nécessaire pour obte-

nir la concentration en cellules désirée.
-Pour le dosage des TBARS et groupement SH cellulaires

Les cellules (20 millions) sont récoltées et lavées par un tampon isotonique, le culot cellulaire
est repris dans un tampon de lyse hypotonique (Tampon tris-HCL a 20 mM, PH 7,30). Elles
sont lysées par 5 cycles de congélation/décongélation. Les fractions de lysat sont recueillies

afin de réaliser les différents dosages (Protéines, TBARS, groupements thiols).
-Pour le dosage des dommages a I’ADN par la technique Comete
20000 cellules sont nécessaires, elles seront remises en suspension dans un milieu d’agarose.

Evaluation de la poussée cellulaire : Test au bleu de trypan

Le bleu de trypan est un colorant qui a la propriété de colorer spécifiquement le noyau des
cellules mortes. Comme celui-ci ne peut pas ordinairement pénétrer a I’intérieur de la mem-
brane cytoplasmique, il laisse incolores les cellules vivantes. A confluence, les cellules sont
trypsinées puis remises en suspension dans 6 ml de milieu.

Apres homogénéisation, 100 pL de la suspension sont mélangés avec 100 ul d'une solution
bleu trypan a 0,4 %. Une goutte du mélange est ensuite déposée sur une cellule de comptage
(cellule de Neubauer), puis les cellules vivantes et mortes sont dénombrées sous un micros-

cope optique.
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VIII-3-2 - Test de cytotoxicité : Test au MTT
Principe

Cette technique colorimétrique (Hansen ef al., 1989) permet de mesurer la viabilité cellulaire.
Dans ce test, la viabilité cellulaire est appréciée par la mesure de 1’activité de ’enzyme (suc-
cinate déshydrogénase : SD) mitochondriale des cellules vivantes. Rappelons que, dans le
cycle de Krebs, cette enzyme catalyse la déshydrogénation de 1’acide succinique pour former
de I’acide fumarique. Cette méthode est basée sur la capacité des cellules vivantes a réduire,
par I’intermédiaire de la SD, un sel de tétrazolium de couleur jaune, le MTT, en un sel de
formazan de couleur bleue, ce qui a pour effet de permettre I’évaluation par colorimétrie de la

respiration cellulaire.

Cette technique permet d’évaluer 1’effet d’une molécule, en fonction de sa concentration ou
du temps d’incubation, sur la survie cellulaire en culture. Le test est réalisé dans des micro-
plaques stériles de 96 puits. 20000 cellules sont incubées dans un volume de 100 pl de milieu
de culture. Le témoin est constitué d'une colonne de puits contenant 100 ul de milieu seul, et
d’une colonne de cellules, maintenues dans du milieu de culture. Ces cellules ne subissent pas

de traitement. Les puits des autres colonnes contiennent 100 pl de la suspension cellulaire.

Dans notre travail, aprés 24 heures de croissance, les cellules ont été mises en présence de la
molécule a tester a différentes concentrations, et pendant différentes durées, afin de mesurer
leur effet sur la viabilité cellulaire et d'en déduire la dose 1étale DL25 et DL50. Apres traite-
ment, 10 pl de MTT (5 mg/ml dans du PBS) par puits sont additionnés, et les cellules sont

incubées a I’étuve pendant deux heures.

Apres élimination du milieu, le précipité¢ de formazan de couleur bleue ainsi formé est dissous
dans 100 ul de DMSO. Les plaques sont ensuite agitées jusqu'a homogénéisation de la colora-
tion (5 min). Les densités optiques (DO) sont mesurées a 570 nm avec un spectrophotométre
lecteur de micro plaques (Multiskan, Labsystem, France). La densité optique mesurée est di-
rectement proportionnelle au nombre de cellules vivantes. Les résultats sont exprimés en
pourcentage de survie par rapport aux cellules non traitées (cellules témoins) selon la formule

suivante :
% de viabilité = [(A-B)/(C-B)]x100
Ou: A estla DOsy de I’échantillon.

B est 1a DOs7¢ du milieu de culture.
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C est la DOs7p du controle négatif (cellules traitées par le milieu) correspondant a

100% de viabilité.

VIII-3-3 - Test de cytotoxicité a la LDH (lactate déshydrogénase)
Principe

La lactate déshydrogénase est une enzyme exclusivement cytoplasmique, présente dans tous
les types cellulaires et relativement stable. L’augmentation de 1’activité de cette enzyme me-
surée dans le milieu de culture des cellules en croissance permet de détecter une altération de
la perméabilité membranaire, et donc d’estimer la mort cellulaire. Une augmentation de la
mort cellulaire ou du dommage de la membrane plasmique entraine une augmentation de l'ac-

tivité de I'enzyme LDH.

Le dosage repose sur la réaction suivante :
Pyruvate + NADH+H" - L-lactate + NAD"
Sel de tetrazolium (jaune) = Formazan (rouge)

C'est un test colorimétrique. Le Formazan est soluble dans I'eau et absorbe avec un maximum

vers 500 nm.

Ce dosage a été réalisé a I’aide d’un kit Cytoxicity Détection® : brievement, 20000 cellules
dans 100 pl de milieu de culture sont déposées dans les puits d’une microplaque et sont lais-
sées une nuit. Les densités optiques (DO) sont mesurées a 500 nm avec un spectrophotometre
lecteur de micro plaques (Multiskan, Labsystem, France). La densité optique mesurée est di-

rectement proportionnelle au nombre de cellules mortes.

VII1I-3-4 - Stress oxydant induit par H,O,

Les cellules sont soumises a un stress induit par 50 uM H,0O,, préparée extemporanément

dans du PBS et incubées pendant 30 minutes a température ambiante et a I’obscurité. La
concentration de 50 uM a été déterminée apres plusieurs gammes de concentration. Elle est

celle qui induit un doublement des dommages a I’ADN.
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Dans I’¢étude utilisant la biopuce (publication F), les mesures s’effectuent aprés 30 min (temps

zero) ou 6 heures apres 1’exposition a H,O, (temps 6).

Figure 21 : Effet dose-dépendant de la génotoxicité du H,O; par le test des cométes sur
les cellules HaCaT
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VIII-3-5 - Dosage des bases oxvdées (8-OH-dG) de ’ADN extrait des
cellules HaCaT

Extraction de I’ADN cellulaire

La technique d’extraction de I'ADN cellulaire consiste a isoler ce polymeére biologique de tous
les autres constituants cellulaires. Pour cela, ’extraction s’effectue en plusieurs étapes et
commence, quel que soit le protocole, par une lyse des membranes plasmiques nucléaires. Les
cellules sont centrifugées a 20°C et 1400 tours/min pendant 3 min. Le culot cellulaire (10-12
10° cellules/échantillon) est repris deux fois dans 2 ml de tampon de lyse A (MgCl, 5 mM
Tris/ HCL 10 mM, deferoxamine 0,ImM, 320 mM sucrose, 1% TritonX-100) et centrifugé a
3500 tours/min a 4°C pendant 10 min. Puis ce culot est repris dans 0,6 ml de tampon de lyse
B (5 mM Na2 EDTA, 10 mM tris/HCL, 0,15 mM deferoxamine). Du SDS (35 pl, 10 %) est
ajouté, et le mélange est agité vigoureusement avant I’addition de 30 pul de ribonucléase A (1
mg/ml) et de 8 pul de ribonucléase T1. Les échantillons sont incubés a 50°C pendant 15 min.
Ensuite, 30 ul de la protéase Qiagen (20 mg/ml) sont ajoutés, et les échantillons sont incubés
pendant 1 heure a 37°C. L’ADN est précipité par 1’ajout de 1,2 ml de solution Nal (20 mM
Na2EDTA, 7,6 M Nal, 40 mM Tris/HCI, 0,3 mM deferoxamine) et 2 ml d’isopropanol a
100 %. L’ ADN obtenu est centrifugé a 1000 g a 4°C pendant 12 min et rincé successivement
avec 1 ml d’isopropanol a 40 %. Le culot est ensuite dissous dans 175 pl d’une solution de

déféroxamine a 0,1 mM.

Hvdrolyse enzymatique de I’ADN sous forme de nucléosides

L’hydrolyse de I’ADN sous forme de nucléosides par le couple d’enzymes nucléase P1 phos-
phatase / phosphatase alcaline permet la mesure de la 8-0x0-dG par CLHP (Chromatographie
Liquide a Haute Performance). L’ADN extrait est incubé a 37°C pendant 1 heure en présence
de 10 pl de tampon 10X de la nucléase P1 (300 mM acétate de sodium, 1 mM Zn SOy, 2,5
mM deferoxamine pH 5,3), de 10 pl de P1 et de 15 pl de la phosphatase alcaline. Les échan-
tillons sont ultrafiltrés a I’aide d’un kit d’ultrafiltration par centrifugation 15 min a 2500

tours/min.

Mesure de la 8-0x0-dG

Apres ultrafiltration, les échantillons sont analysés par CLHP. Le mélange de nucléosides est
injecté sur la colonne de chromatographie. En sortie de colonne, un détecteur UV recueille le

signal des nucléosides normaux et un détecteur électrochimique celui de la 8-o0xo-dG selon

Gedik et Collins (2005).
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Deux gammes étalons sont préparées : I'une de déoxyguanosine [332 a 66,4 uM) est obte-
nue a partir d’une solution mere a 600uM ; I’autre est une gamme de 8OXODG (4,83 a 0,302
nm) préparée a partir d’une solution meére de 4,83nM. Un volume de 50 pl d’échantillons de
gamme et d’ADN cellulaire sont analysés par chromatographie liquide haute pression (HPLC
detector 430 ; biotek-kontron, Montigny le Bretonneau, France) couplée a une détection elec-
tro-chimique (ESA coulochem, Bedford, MA, USA), équipé¢ d’un détecteur Jasco UV1565
(Jasco, Nantes, France). La coulorimétrie se fait avec un potentiel de 190 mv sur la premicre
¢lectrode et de 320 mv sur la deuxieéme électrode. La phase mobile est un tampon phosphate
50 mM, PH 5,5, qui contient 12% de méthanol. La séparation par HPLC se fait a 26°C. Dans

ces conditions le temps d’¢lution de la 8 oxo dGua est de 12 minutes (Mousseau et al., 2005).

VIII-3-6 - Différentes formes de chrome étudiées
Les différentes formes de chrome ont été fournies par le Dr Anderson (USDA, BHNRC, MD,

USA) que nous remercions.
e Chrome VI :
Chromate de sodium (CrO4Na2, 32% de Cr), poids moléculaire : 162 g

e Chrome III :
Chrome histidine [(His);Cr, 5,5% de Cr] poids moléculaire : 945 g

Chlorure de chrome 6H,0 (Cl;Cr 6H,0, 19,6% de Cr), poids moléculaire : 266,48 g
Picolinate de chrome (C;sH,CrN3Os, 12,4% de Cr), poids moléculaire : 418,3 g

Les solutions méres des différentes formes de chrome ont été préparées par dissolution dans
de I’eau distillée, puis stérilisées par filtration (0,22 um). Les gammes de concentration ont

¢été ensuite préparées extemporanément a partir de ces solutions meres par dilution dans du

RPMI.

VIII-4 - Etude de I’expression des génes antioxydants et de répa-

ration de PADN des cellules (Biopuce)

Le concept de biopuce nait dans les années 90. Il repose sur une technologie pluridisciplinaire
incluant la microélectronique, la chimie des acides nucléiques, I’analyse d’image et la bioin-
formatique. La biopuce a rendu possible 1’é¢tude du transcriptome, qui est I’étude simultanée

de I’expression d’un grand nombre de geénes dans un contexte cellulaire donné.
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Le principe de la puce repose sur le phénomeéne d’hybridation entre deux séquences de nu-

cléotides. Cette hybridation est rendue possible grace a la complémentarité des bases, formant

un complexe double brin entre :

e le brin (intégral ou partiel) dont la séquence connue est déposé sur le support (membrane
de nylon),

e le brin a caractériser qui est ’ADNc marqué provenant d’une transcription inverse de

I’ ARNm extrait du tissu a étudier.

Les ARNm sont marqués. Le marquage utilisé est un marquage radioactif : les ARNm sont
marqués au o "PACTP lors de la transcription inverse et au terme de la réaction, c’est un
ADNCc radioactif simple brin qui est obtenu et qui peut-étre hybridé avec le produit PCR dé-
posé sur la membrane. Le niveau d’intensité détecté est relatif a I’expression du transcript.

La liste des génes d’intéréts de la biopuce que nous avons utilis¢ appartenait aux familles:

e des génes de la réparation de I’ADN (BER, REN, GGR),

e des génes des enzymes antioxydantes,

e des génes de régulation de la matrice extracellualires,

e des genes régulant 1’apoptose (pro et anti-apoptotique),

e des génes relatifs au vieillissement cellualire,

e des génes de I’inflammation cellulaire,

e des génes ménagers.

Au total, 82 ESTs (Expressed sequence tags), qui sont des portions d’ADNc du géne d’intérét,

¢taient présents.

Les choix des génes, I’amplification des EST, I’hybridation du vecteur, la procédure de la

préparation de la membrane de nylon ont été décrits par Hazane et al, (2005).

VIII-4-1 - Extraction des ARNSs totaux

Les ARNSs totaux sont extraits par le RNeasy® mini Kit (50) commercialisé par Qiagen, a

partir de culot cellulaire congelé a -80 °C et contenant 6. 10° cellules. Briévement, les cellules
subissent une étape de lyse (Tampon RLT® enrichi de  mercaptoéthanol 10 %). Le lysat est
alors déposé sur une colonne a base de silica gel qui a des affinités de liaison sélectives pour
les ARNs. Apres trois lavages qui permettent I’élimination des contaminants, I’ARN total est

¢lué dans 50 pl d’eau sans RNase.
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VIII-4-2 - Dosage et controle qualité des extractions des ARNSs totaux

La quantité d’ARN totaux extraits a ét¢ estimée par spectrophotométrie apreés une dilution au
100°™ dans de I’eau stérile. Les lectures sont effectuées a 260 nm (dosage des acides nucléi-
ques), 280 nm (contamination par les protéines), 220 et 230 nm (contamination par le phénol
et 'urée) et 310 nm (contaminations dues a la cuve de quartz). Le calcul du rapport 260/280
doit étre compris entre 1,8 et 2, et la concentration de I’ARNt est exprimée en pg/ul. Les ex-
traits d’ARN ont ensuite été dilués dans du tampon Tris-HCI1 0,1 M, de facon a obtenir une
concentration comprise entre 25 et 500 ng/ul afin d’étre analysée qualitativement et quantita-
tivement avec précision par le bio analyseur Agilent 2100 (RNA 6000 Nano). Les échantil-
lons sont déposés sur des puits constituants des micro-réseaux dans lesquels est également
déposé un gel pour I’analyse qualitative. La durée de migration est de 30 minutes a 100 volts.
Pour chaque échantillon déposé, I’analyse quantitative est déterminée par fluorescence en
fonction du temps de rétention des sous-unités (su) 18 S et 28S au sein du micro-réseau. Le
temps de rétention (données qualitatives) et I’intensité de la fluorescence (données quantitati-
ves) sont validés par rapport au marqueur de poids moléculaire. Les résultats quantitatifs sont
exprimés en ng/pl d’ARN. L’analyse qualitative est déterminée par 1’aspect des bandes de la
sous-unité¢ 28S et de celle de la sous-unité 18S, la bande 28S devant étre deux fois plus in-

tense que la 18S.

VIII-4-3 - Synthése et hybridation de ’ADNc¢ radioactif

A)  Synthése de P’ADNc radiomarqué
5 ug d’ARNt sont soumis a une digestion avec la DNase (1 X de tampon de I’enzyme, 10 U

Dnase dans de 1’eau DEPC) pour éliminer I’ADN contaminant. La réaction se déroule pen-
dant 15 min a température ambiante, puis 1 ul d’EDTA (25 mM) est rajouté dans le tube réac-
tionnel. Ce dernier est placé a 65 °C pendant 10 minutes, afin d’arréter la réaction enzymati-
que. Afin que ’ARNm perde sa conformation secondaire et que 1I’amorce poly-T puisse
s’hybrider avec la partie 3° de ’ARNm, ce dernier est mis pendant 5 minutes a 70 °C, avec 8
pug dT 25 et avec 0,25 ng d’ARNm CGO3 d’Arabidopsis thaliana (0.25 ng/ul) qui lui aussi
doit étre soumis a une transcription reverse. C’est un controle supplémentaire de la réaction
dans son ensemble (transcription inverse, hybridation, ...). Puis, le tube réactionnel est placé
15 min a température ambiante. Les sondes radiomarquées sont préparées dans un mélange
réactionnel qui contient 40 U RNasine, 30 pCi [o>> P]JdCTP, 1 mM de déoxynucléotides non
marqués dATP, dTTP et dGTP (20 mM) et 2,4 uM dCTP 0,1 M DDT, 1,6 X tampon pour la

transcription inverse. La transcription inverse est réalisée par 200 U d’enzyme SuperScipt ™™
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IT RNase H pendant deux heures a 42°C. Puis la sonde radiomarquée est purifiée dans une
colonne en silice Amicon YM-50 (Millipore) : elle est déposée sur la colonne, puis 300 pl
d’eau stérile sont ajoutés sur la colonne, puis elle est centrifugée pendant 10 minutes a 9000 g
a température ambiante. L’ opération est répétée deux fois avec 500 pul d’eau stérile. Afin de
récupérer la sonde radiomarquée, la colonne est retournée, puis 100 pl d’eau stérile y sont
déposés, suivi d’une légere agitation pour favoriser le décrochage du matériel génomique. La
colonne est centrifugée pendant 5 minutes a 6000 g et a température ambiante. L’efficacité de
I’incorporation radioactive est contrdlée par comptage radioactif, par un dépdt de 1 pl de la
sonde purifiée sur le Ready Cap ™ puis une lecture est effectuée sur spectrophotométre SL
30 (Intertechnique). A ce niveau, les ADNc forment des hétéroduplexes avec I’ARN messager
matrice. L’ARNm matrice de I’hétéroduplex est dégradé par 10 % SDS, 0,5 M EDTA, 3 M
NaOH dans I’eau stérile, pendant 30 minutes a 68 °C. Puis, le tube réactionnel est placé a
température ambiante pendant 15 minutes. La réaction est neutralisée par 1’ajout de 1 M Tris

pH 7,2 et 2N HCL.

Enfin, la sonde est dénaturée pendant 5 minutes a 100°C, puis le tube est déposé rapidement
dans de la glace, afin de figer I’état conformationnel de I’ADNc (ou sonde complexe). Ainsi

dans la bonne conformation, I’ADNc radio-marqué peut étre hybridé.

B) La préhybridation et I’hybridation

La préhybridation doit avoir lieu avant la synthése d’ADNc, afin que, dés que ce dernier a été

synthétisé, il soit mis au contact de la membrane pour I’étape d’hybridation.
a) la préhybridation

Les membranes préalablement préparés et contenant les genes cibles sont déposées dans des
tubes en verre de 4 ml. 3 ml de tampon de préhybridation (5X SSC, 5X Denhardt’s, 0,5 %
SDS, 10 % Dextran, 100 pg/ml de sperme de saumon préalablement dénaturé, dT80 (1 pg/pl)
dans de I’eau stérile) sont rajoutés dans chaque tube. La préhybridation se déroule pendant 4

heures a 60 °C dans un four a hybridation.
b) L’hybridation

Lorsque la cible complexe est synthétisée, 2,5 ml de tampon de préhybridation sont retirés du
tube, et la totalité de I’ADNc est déposée directement dans les 500 pl restant dans le tube et
homogénéisé par une légere agitation. Le volume final est donc inférieur a 700 pl. Le tube est
ensuite replacé soigneusement dans un grand tube Apligene pour hybridation en verre résis-

tant a haute température pendant une nuit.
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¢) Lavage des membranes aprés hybridation avec la sonde complexe

Les membranes sont lavées a 60°C directement dans le tube, dans des tampons de lavage dif-
férents. Le premier contient un tampon 2X de Saline sodium citrate (SSC), 1 % SDS dans de
I’eau stérile, pour un volume final de 2 ml. La durée de ce lavage est de 15 minutes et il est

répété deux fois.

Le deuxieme lavage est réalisé avec un tampon constitué de 0,1 X Saline sodium citrate 0,5 %
SDS, dans de I’eau stérile, pour un volume final de 2 ml. Comme précédemment, la durée de

lavage est de 15 minutes et cette étape est répétée deux fois.

Les membranes sont ensuite mises a sécher a 1’air libre, puis placées dans une cassette BAS

Fujifilm 2025 pendant 48 heures pour impression de 1’écran phosphore.
d) Lecture, quantification et analyse

Apres ce temps d’exposition, les écrans sont révélés par une lecture laser au Phosphoimager
haute résolution BAS 5000 de Fujifilm distribué¢ par Raytest. La lecture est pilotée par le logi-
ciel Image Reader BAS 5000 version 1.12 (Raystest) et se fait a une résolution de 25 pm.
L’image est codée en huit niveaux de gris qui révelent I’intensité de la radioactivité, puisque
celle-ci est proportionnelle a la quantité de cible qui s’est hybridée avec la sonde et corres-

pond donc aux taux bruts d’expression de transcripts.

Les images obtenues ont été traitées par un logiciel de quantification (Fujifilm Array Gauge™
micro/macroarray softaware). Chaque dépot est délimité sur I’écran en dessinant un anneau
autour du spot. Il permet d’attribuer a chaque signal radioactif une valeur brute en pixel en
fonction de la surface quantifiée. La valeur brute correspond donc 4 une valeur en pixel/mm>.
Le logiciel génére un fichier texte qui est ensuite exporté vers une macro Excel permettant la

transformation des données brutes en données utilisables pour les traitements suivants.
e) Corrections des données

I1 s’agit de soustraire le bruit de fond en fonction de la localisation du dépot, de faire une véri-
fication visuelle des dépots et une normalisation médiane afin que toutes les expériences
soient comparables entre elles. La vérification visuelle est particulierement importante, car
elle permet d’¢éliminer les artéfacts. Enfin le traitement statistique est appliqué afin d’analyser

les résultats obtenus.

Si le bruit de fond (BF) sur la membrane est homogene, alors une seule mesure de moyenne

suffit par bloc. Par contre, si plusieurs zones de BF apparaissent, il est indispensable de faire
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autant de moyenne de BF que de zones différentes et de soustraire la valeur du signal radioac-
tif a la moyenne BF en fonction de sa localisation. Dans notre cas, nous avons soustrait une
valeur de BF aux données brutes de quantification. Ce travail de validation visuelle permet
aussi d’identifier des dépdts présentant un signal radioactif trop important et qui de ce fait peu
contaminer la valeur brute du point voisin. Dans ce cas, il n’y a pas d’autre solution que de
refaire une quantification en diminuant la surface prise en compte, pour chacun des dépots, ou

de remettre les membranes en exposition sur une durée plus courte.
f) Normalisation médiane

Plusieurs méthodes de normalisations sont décrites (par les génes ménagers, par 1’activité de
la radioactivité en cpm/ul). Nous avons choisi d’appliquer une normalisation par la valeur de
la médiane des signaux, qui permet de corriger I’intensité du signal de chaque valeur radioac-

tive, en ne considérant que les valeurs radioactives corrigés du bruit de fond.
g) Statistiques

Nous avons appliqué un traitement statistique aux valeurs ainsi corrigées par le BF et par la
médiane, en utilisant le logiciel StatView, par un test ANOVA. Les valeurs significatives

¢étaient celles obtenues avec un p<0,05.

IX - Résultats

En raison de I’implication du stress oxydant et de la baisse de la sensibilité a 1’insuline dans le
syndrome métabolique et le diabéte de type II, nous avons voulu vérifier I’hypothése selon
laquelle 1’apport de nutriments a la fois antioxydants et insulino-potentialisateurs pourrait étre

efficace dans une prévention nutritionnelle de ces deux facteurs.

Parmi les nutriments potentiellement insulino-potentialisateurs et antioxydants, nous présente-

rons successivement les résultats portant sur :

e e th¢, antioxydant reconnu mais, paradoxalement, peu étudi¢ quant a son effet sur la fonc-
tion insulinique .

e la cannelle, décrit comme insulino-potentialisateur mais non encore étudiée comme an-
tioxydant.

e le chrome III, oligoélément essentiel, que plusieurs travaux ont décrit comme insulino-

potentialisateur et antioxydant, mais dont la génotoxicité fait 1’objet d’une controverse.
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IX-1 — Polyphénols du thé vert

Les polyphénols du thé vert semblent présenter un intérét par leurs propriétés potentialisatri-
ces de I’insuline, par leurs effets antioxydants, et leur intérét dans la prévention du syndrome

métabolique.

Le but de notre travail a ét¢ de montrer, sur un modele expérimental de syndrome métaboli-
que chez le rat, non seulement les effets antioxydants d’extraits de thé vert, mais également
les effets potentialisateurs de I’insuline (publication A), et de relier ces résultats a 1’expression

des génes impliqués et a ’activation des voies de signalisation de I’insuline (publication B).

IX-1-1 - Contexte de la recherche

Le syndrome métabolique est étroitement associ¢ a des désordres métaboliques, avec pour

caractéristique essentielle une insulinorésistance (Reaven, 2003; Avogaro, 2006). La préva-
lence croissante de ce désordre nutritionnel est préoccupante, car il est I’une des causes ma-
jeures de diabetes et de maladies cardiovasculaires. Alors que la présence d’un stress oxydant
dans le diabéte de type 2 et dans les maladies cardiovasculaires est largement documentée
(Stump et al. 2005), il a été récemment démontré que 1’association entre stress oxydant et
désordre métabolique pouvait également étre présente dans le syndrome métabolique (Evans
et al, 2005), suggérant ainsi la précocité du stress oxydant dans 1’obésité et le diabéte de type
2. Le stress oxydant, dans le syndrome métabolique, est en partie expliqué par I’hyper-
glycémie, source de production d’ERO, I’hyperinsulinisme et la diminution des défenses an-
tioxydantes présentées par les patients. L’altération de la sensibilit¢ a 1’insuline conduit a
I’installation d’une insulino-résistance qui participe a une ¢lévation chronique de la glycémie,
donc un taux d’oxydation du glucose plus élevé et une augmentation de la production de OH®

(Vincent et al., 2006).

De ce fait, considérant que I’association entre insulino-résistance et stress oxydant est impli-
quée dans la sévérité du syndrome métabolique, augmenter les apports nutritionnels antioxy-
dants pourrait étre un des moyens de prévention nutritionnelle pour les patients présentant ces
altérations métaboliques. Parmi les antioxydants nutritionnels, les polyphénols semblent parti-
culierement intéressants, en raison de leur fort pouvoir antioxydant (Leighton et al. 1999),
largement décrit pour participer aux bénéfices santé des polyphénols (Scalbert et al. , 2005 ;
McKay et Blumberg, 2003), mais aussi, comme plus récemment suggéré, pour leur effet sur le

métabolisme de 1’insuline.

82/246



Les polyphénols du thé vert, et plus particuliérement, au sein de la famille des catéchines,
I’épigallocatéchine gallate (EGCGQG), ont la propriété¢ d’augmenter 1’activité de 1’insuline, me-
surée sur des adipocytes en culture en présence ou non d’insuline (Anderson et Polansky,

2002).

Le but de cette étude a été¢ de mettre en évidence les effets d’un régime riche en extraits de thé
vert dans un mod¢le expérimental de syndrome métabolique sur les marqueurs de stress oxy-

dant et d’établir I’éventuelle corrélation de ces effets avec un effet insulino-sensibilisateur.

IX-1-2 - Présentation de la publication A :

Green tea extract decreases oxidative stress and improves insulin sensitivity in an animal
model of the metabolic syndrome, the fructose-fed rat.

Isabelle Hininger-Favier, Rachida Benaraba, Sara Coves, Diane Agay, Richard A Anderson
and Anne-Marie Roussel

Soumis a Am J Clin Nutr., 2007, Tracking number MS3032

Nous avons soumis des rats Wistar males (10 par groupe) a un régime riche en fructose (65
%) induisant les signes biologiques du syndrome métabolique ou au méme régime enrichi en

extraits de thé vert a 1 g ou a 2 g d’extrait de thé par kilogramme de régime.

La teneur des extraits de thé vert en polyphénols totaux était de 373 mg/g, dont 127,5 mg
d’EGCQG. Extrapolés a la consommation de ’homme, les régimes riches en extraits de thé vert
correspondent a une consommation de 3 a 6 tasses de thé. Ce niveau de consommation a sou-
vent été associé¢ a un effet bénéfique dans la prévention des maladies cardiovasculaires dans

de nombreuses études épidémiologiques (Rietveld et Wisseman, 2003).

L’alimentation riche en fructose induit une hypertriglycéridémie, conséquence d’une activa-
tion de la lipogénése, d’une surproduction de VLDL, et de la diminution de la clearance des
TG (Mayes, 1993). Nous avons vérifi¢ que, conformément a la littérature (Busserolles et al.
2003 a) (Thresher et al., 2000), le régime riche en fructose induisait un syndrome métabolique
chez nos animaux, évalué par une augmentation du taux des triglycérides, de la glycémie et de
I’insuline a jeun. Les régimes riches en extraits de thé vert ont significativement modifié¢ ces
parameétres. Aprés 6 semaines de régime enrichi en extrait de thé, nous observons une diminu-
tion significative des taux plasmatiques de glucose, de triglycérides, et d’insuline chez les
animaux (Tableau V). L’amélioration de la sensibilité a 1’insuline est particuliérement signifi-
cative (baisse de I’insulinémie de plus de 50 % et retour a des valeurs physiologiques compa-

rables a celle des animaux témoins) et confirme in vivo, dans un modele animal de syndrome
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métabolique, une augmentation de I’efficacité de I’insuline déja rapportée dans les études in

vitro (Broadhurst et al. 2000) (Anderson ef Polansky,2002).

En termes de prévention nutritionnelle, ces résultats permettent d’envisager un réle bénéfique
des extraits de thé vert dans la prévention des dyslipidémies et de 1’insulinorésistance asso-
ciées au syndrome métabolique. Cependant, nous n’observons pas d’effet dose-dépendant de
la teneur en polyphénols du régime sur ces métabolismes. Au contraire, il semble que le ré-

gime a 1g d’extrait de thé/kg ait un effet plus marqué que le régime a 2 g/kg de régime.

Tableau V : Impact du régime sur la glycémie et les taux de triglycérides plasmatiques

Contréle Régime fruc-  FD+1g extrait FD+2g extrait
tose (FD) thé/kg régime thé/kg régime
Prise de nourriture g/j  21.5+0.6" 20.7£0.8" 20.5+0.9° 20.3£1.5°
Poids des rats g 339+6° 360+7° 350+£5° 353+7°
Glycémie mmol/L 7.6+0.4° 10.7+0.4 7.940.5" 8.4+0.32"
Triglycéridémie g/L 0.48+0.06°  1.27+0.33* 0.58+0.05" 0.6520.06"
Insulinémie pmol/L 107.2434.5"  411.7+99.9* 113.2428.1° 197.2+42.9°

Les valeurs ne partageant pas la méme lettre sont significativement différentes p<0.05

Parallélement aux effets de grande amplitude des extraits de thé vert sur les taux plasmatiques

de triglycérides, d’insuline et de glucose, nous avons également observé un effet antioxydant
(figure 22).

B Fructose
OF+thé 1g
B F+thé 2g

TBAR's groupe SH

Figure 22 : Effet des régimes enrichis en extraits de thé sur les marqueurs plas-
matiques d’oxydation lipidiqgue (TBARS) et protéiques (SH)
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Cet effet protecteur du thé vert dans un régime induisant un syndrome métabolique est illustré
par une diminution significative de la peroxydation lipidique (p<0.05) et une augmentation
des groupements réduits protéiques (SH). Ces effets pourraient avoir des répercussions clini-
ques importantes si I’on considére que la lipoperoxydation est un facteur de risque de mala-
dies cardiovasculaires, et que I’oxydation des protéines est un facteur de risque de néphropa-
thie et de glomérulopathie en cas de diabéte (Giugliano et al., 1996). De plus, une diminution
significative des dommages a I’ADN est mesurée lorsque le régime est enrichi en extraits de
thé (Tableau VI). Ce résultat est en accord avec des travaux expérimentaux montrant que les
catéchines du thé vert protégent I’ADN (Anderson et al., 2001 b) et avec des études cliniques
montrant le bénéfice d’une consommation de thé dans la prévention des dommages a I’ADN

(Hakim et al.,, 2004 ).

Tableau VI: Effets d’un régime enrichi en thé sur les dommages a ’ADN induit par un
régime fructose.

Groupe | Groupe I : F Group II : F
Fructose (F) + 1g extrait de thé /kg + 2g extrait de thé /kg
Dommages a ’TADN  12.8 +£0.75° 8.1+£0.61° 10.8 £ 0.58"

% tail'

Les valeurs ne partageant pas la méme lettre sont significativement différentes p<0.05.

] “,r . .
unité arbitraire

L’effet bénéfique du régime a 1 g d’extrait de thé/kg versus le régime a 2 g d’extrait de thé/kg
a la fois sur la sensibilité a I’insuline et sur les marqueurs de stress oxydant se confirme par un
résultat plus protecteur du régime a 1 g d’extrait de thé/kg sur les dommages a ’ADN (Ta-
bleau VI), suggérant que le bénéfice obtenu a des doses nutritionnelles est transposable a la

consommation chez I’homme.

La cohérence des résultats sur les marqueurs métaboliques et ceux du stress oxydant pour la
dose a 1 g/kg d’extrait de thé renforce 1’hypotheése d’un lien étroit entre stress oxydant et effet
insulino-sensibilisateur. Cette relation a été établie pour un insulino-sensibilisateur bien
connu, la metformine, qui entraine chez le rat en syndrome métabolique une augmentation des

systémes de défenses antioxydantes plasmatiques (Faure ef al., 1999). A I’inverse, dans une
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autre étude, les mémes auteurs ont aussi rapporté qu’un antioxydant, la vitamine E, pouvait

améliorer la sensibilité a I’insuline (Faure ef al., 1997).

En revanche, dans le foie, nous n’avons observé aucun bénéfice sur le statut rédox lorsque
I’alimentation est enrichie en extraits de thé vert. Il est possible que cette absence d’efficacité
soit due aux faibles taux d’extraits de thé utilisés (0,1 et 0,2 %), puisque, avec un régime ap-
portant 3 % d’extraits de thé, d’autres auteurs ont observé un effet antioxydant au niveau hé-

patique (Sano et al., 1995).

En conclusion, dans cette partie du travail, nous démontrons in vivo, sur un modele animal de
syndrome métabolique, I’effet insulinosensibilisateur des extraits de thé et nous confirmons
les résultats décrits in vitro. De plus, nous montrons 1’existence d’un parallélisme étroit entre
une amélioration des métabolismes glucidique et lipidique, et un bénéfice sur le stress oxy-
dant, lorsque le régime est enrichi en extraits de thé. Les améliorations que nous observons
sont tout a fait compatibles avec un effet préventif chez I’homme, car les doses utilisées sont
équivalentes a une consommation normale journaliére. Considérant le réle du stress oxydant
dans les complications du diabete et la relation étroite entre stress oxydant et insulino-
résistance, il est tentant de penser que les polyphénols du thé, a la fois par leurs propriétés
antioxydantes et insulino-sensibilisatrices, sont un moyen de prévention nutritionnelle impor-
tant du syndrome métabolique, pathologie en pleine expansion a I’échelle mondiale. Des es-
sais randomisés en double aveugle de plus grande envergure sont nécessaires pour confirmer

chez I’homme le bénéfice clinique des polyphénols du thé vert dans le syndrome métabolique.

IX-1-3 - Publication A

Green tea extract decreases oxidative stress and improves insulin sensitivity
in an animal model of the metabolic syndrome, the fructose-fed rat.

Isabelle Hininger—FaVierl’z, Rachida Benarabal’z, Sara Coves3, Diane Aguay4, Richard A
Anderson’ and Anne-Marie Roussel'

1 INSERM, U884, Grenoble, F-38000, France

2 LBFA, Université Joseph Fourier, Grenoble I, F-38041, France

3 UNILEVER France, F-92842, Rueil Malmaison, France.
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Running title: Green tea, insulin sensitivity and oxidative stress in metabolic syndrome

ABSTRACT:

Metabolic syndrome is characterized by insulin resistance, dyslipidemia and increased oxida-
tive stress. Tea polyphenols, as both insulin potentiating factors and antioxidants, might act in
preventing the metabolic syndrome. We aimed to determine the effects of green tea extract
consumption on oxidative stress and insulin sensitivity using fructose-fed diet rats as an ani-
mal model of the metabolic syndrome. Wistar rats, 10 per group, received a high fructose diet
(FD) for six weeks or FD plus either 1 or 2 g of green tea solids/kg diet. Signs of the meta-
bolic syndrome (hyperglycemia, hypertriglyceridemia and hyperinsulinemia) were developed
in rats receiving the FD diet compared to those of a control group. Rats receiving added tea
solids exhibited an important decrease of glycemia, insulinemia and triglyceridemia indicating
an insulin potentiating effect of tea. In parallel, oxidative stress was decreased. Significantly
lowered plasma lipid peroxidation, sulfhydryl (SH) group oxidation and DNA oxidative dam-
age were also present. In conclusion, addition of green tea extracts to animals with the meta-
bolic syndrome led to beneficial effects of green tea both on oxidative stress markers and on
insulin/glucose regulation, indicating that tea may be of benefit for people at risk of the meta-

bolic syndrome and diabetes.

Key words: green tea, oxidative stress, insulin sensitivity, fructose rich diet, rats.

INTRODUCTION:

The metabolic syndrome is a cluster of metabolic abnormalities with insulin resistance as a
major characteristic [1, 2]. This nutritional disorder is increasing rapidly and is a leading
cause of diabetes and cardiovascular diseases. Oxidative stress is linked to insulin resistance
and cardiovascular implications of oxidative stress in insulin resistant conditions are well
documented [3]. This association is not restricted to insulin resistance in type 2 diabetes, but
is also evident in patients with the metabolic syndrome [4]. In the metabolic syndrome, a clus-
tering of sources of oxidative stress exists, related to hyperglycemia, hyperinsulinemia, hyper-
triglyceridemia and inadequate antioxidant defenses. Alteration of insulin sensitivity leads to
a higher rate of glucose oxidation and an increased production of OH® [5]. Oxidative stress
has been identified as a key factor in diabetes, and atherosclerosis is associated with impaired
fasting and postprandial glycaemia [6] and obesity [7-11]. Thus uncontrolled free radical pro-

duction might be a unifying mechanism underlying the development of co-morbidities in peo-
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ple with metabolic syndrome. For these patients, the increase of dietary antioxidant intakes
could represent a potential strategy to reduce the incidence of diabetes and cardiovascular
diseases and have positive health effects [12]. Many polyphenols in foods are potent antioxi-
dants [13] and they have been linked with the hypothesis that their redox activities may confer
specific health benefits [14]. Polyphenols from tea could be of special interest in the meta-
bolic syndrome and epidemiological observations and laboratory studies have shown that
green tea has a variety of health effects including antioxidant and hypolipemic activities [15-
17]. The most widely known health benefits of tea relate to the polyphenols as the principal
active ingredients in protection of oxidative damage, but polyphenols in tea may also increase
insulin activity and consequently may act in preventing diabetes. Antidiabetic activity of
green tea polyphenols and their role in reducing oxidative stress in experimental diabetes have
been reported [18]. Tea contains compounds with in vitro insulin-enhancing activity [19, 20].
The predominant active ingredient seems to be epigallocatechin gallate (EGCG) and we have
previously reported that black and green tea extracts and EGCG increased glucose uptake by

rat epidydimal adipocytes both in the presence or absence of added insulin [20].

Therefore, given the link between insulin resistance and oxidative stress in the metabolic syn-
drome and the potential insulin-enhancing activity of green tea polyphenols, the aim of this
study was to investigate, using an animal model of the metabolic syndrome, the effects of
green tea consumption on plasma oxidative stress parameters and their correlation with insu-

lin sensitivity.
MATERIALS AND METHODS:
Diets:

The diets were purchased from SAFE, 89290 Augis, France. A fructose-rich (60 %) diet (FD)
was fed to rats [21] to induce the metabolic syndrome The control group(C) received a stan-
dard Purina chow for 6 weeks. The synthetic FD diet contained in g/kg casein, 200, fructose,
600, corn oil, 50, alphacel, 50, DL methionine, 3, choline bitartrate, 2, AIN-76 mineral mix,
35 and AIN 76A vitamin mix, 10[22]. The green tea solids were obtained from Unilever
France, F 92842 Rueil Malmaison, France. They contained 373 mg/g of total polyphenols
(127.48 EGCG, 92.4 EGC, ECG 37.29, EC 24.00, Caffeine 59.36, L theanine 1.95).

Animals:

Forty male Wistar rats (Charles River, L'Arbresle, France), 6 weeks old, weighing roughly

150 g, were housed in wire-bottomed cages in a temperature controlled room (22°C) with a 12
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h light / 12 h dark cycle. The rats were maintained and handled in accord with the Guide for
the Care and Use of Laboratory Rats (NIH 1985). All rats were adapted and fed a standard
Purina chow for one week. They were then randomly divided in four groups of ten rats. FD
Group received, at libitum for 6 weeks, the fructose-rich diet (FD). Two other groups received
the same diet for 6 weeks but containing either 1 g or 2 g green tea solids / kg diet (FD plus 1
g Group) (FD plus 2 g group). The control group received a standard Purina chow for 6

weeks. Rats had unrestricted access to food and water.

Blood sampling:

After overnight food deprivation, rats were weighed and then anesthetized with sodium pen-
tobarbital intraperitoneally. Blood was collected by heart puncture in heparinized tubes pro-
tected from light and centrifuged at room temperature for 10 min at 3000 g. Plasma was im-
mediately isolated, aliquoted, stored at —80 °C and analyzed within 6 months. Immediately
after blood collection, the rats were killed and liver was removed, weighed, frozen in liquid
nitrogen and stored until analysis. 500 mg of tissue sample were extracted in buffer (10
mmol/L Tris-NaOH, 1 mmol/L DPTA, 1 mmol.LLPMSF, pH = 7.4) and centrifuged at 3000
g and 4 °C for 10 min.

For the comet assay and DNA damage determinations, total blood was stored as described in
[23] 500 ul of blood was stabilized with 500 ul of a 20/80 (v/v) mixture of dimethylsulfoxide
(DMSO) and RPMI 1640 cell culture medium. Aliquots of this mixture were progressively
frozen to —80 °C by use of cryopreservation vessels (Bicell, Fisher Bioblock Scientific, Lyon,
France) in a —80 °C freezer overnight. After one night, samples were transferred from the

cryopreservation vessels to storage at —80 °C until analyses within 4 months.

Biological parameters:

Glucose, TG, insulin
Insulin was measured by ELISA, American Laboratory Products Co., Windham, N.

Glucose and triglycerides were assessed, as routine laboratory analyses, by enzymatic and

colorimetric methods on Roche/Hitachi modular P.
Lipid oxidation
Plasma TBAR’s concentrations were assessed as described by Richard et al.,[24].

Plasma thiol groups
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Plasma SH groups were assayed as described by Faure and Lafond (1995). The calibration
was obtained from a stock solution of 100 mM N-acetyl cysteine (NAC) in the range of 0.125
to 1 mM. Standards and plasma samples were diluted in phosphate buffer 0.05 M, EDTA 1
mM, pH 8 and DTNB, 2.5 mM, and absorbance measured at 412 nm.

DNA damage

The evaluation of DNA damage was achieved by the comet assay (single-cell gel electropho-
resis) on total blood following the method of modified by [23]. Results were expressed as tail
moment (TEM). Three samples per animals were assayed with 50 cells/sample. The mean of

three determinations were calculated for each rat.

Statistical analyses

Statistical analyses of the data were performed by analysis of variance. Individual mean com-
parisons were identified with Duncan's Multiple Range Test (SAS Institute, Cary, NC). Val-

ues were expressed as mean + SEM. Statistical significance was set at p<0.05.

RESULTS:

Food intake and body weight (Table I):

Fructose in the diet did not affect food intake and body weight. Green tea solid added to the
FD diet did not change food intake. Body weight tended to be lower when tea solids were
added compared with FD group (p=0.08).

Plasma triglycerides, glucose and insulin (table 1)

Rats receiving the fructose rich diet (FD group) developed signs of the metabolic syndrome.
Plasma insulin, glucose, and triglyceride concentrations were significantly (p<0.05) higher
than in control group. Addition of green tea solids to the FD diet lowered (p<0.001) plasma

TG, fasting glucose and insulin concentrations compared with FD group.

Oxidative stress markers:

As shown in Table II, we observed increased lipid peroxidation measured by plasma MDA in
FD rats compared with the control group (p<0.05). In contrast, FD animals receiving added
tea solids exhibited lowered plasma TBAR’s levels indicating a lesser extent of lipid peroxi-
dation. DNA oxidative damages, measured by the comet assay, were also decreased. Plasma
thiol (SH) groups were increased demonstrating a protective effect of green tea against protein

oxidation. In liver, no significant changes between the FD groups receiving or not green tea
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extracts were observed in SH groups and TBAR’s(Table III). The beneficial effects of tea on
oxidative stress and insulin sensitivity were not dose-dependant and the effect was not im-

proved at the higher level of tea consumption (2 g tea extracts / kg diet).
DISCUSSION :

The aim of this study was to investigate, in an animal model of the metabolic syndrome, the
effects of consumption of green tea extract on plasma oxidative stress parameters and insulin
sensitivity. Our study, in agreement with previous work [21, 26], confirms that consumption
of a high fructose diet leads to signs of the metabolic syndrome (increased plasma insulin,
glucose and triglycerides). Fructose intake has increased steadily during the past two decades
and elevated intakes of fructose have been associated with numerous abnormalities in humans
and laboratory animals. The underlying mechanisms for the detrimental consequences of a
high fructose diet in animal models are not totally understood. Fructose-induced hypertriglyc-
eridemia is a result of enhanced lipogenesis, overproduction of VLDL, TG and decreased TG
clearance [27]. A link between oxidative stress and insulin resistance has been demonstrated
[28] and oxidative stress has been proposed as the root cause underlying the development of
insulin resistance, beta-cell dysfunction and impaired glucose tolerance[29]. High levels of
dietary fructose have been reported to enhance oxidative damage in rats by [21, 30, 31]. In the
present work, we observed the deleterious impact of fructose rich diet not only on insulin sen-
sitivity, but also on oxidative stress since the FD animals exhibited both increased levels of
oxidative stress parameters, higher glycemia, triglyceridemia and fasting insulinemia com-

pared with the control group.

Green tea extracts added to the fructose diet, improve insulin sensitivity. These data are con-
sistent with the insulin-enhancing activity of green tea that we observed previously in vi-
tro[20]. Fasting insulinemia, glycaemia and triglyceridemia are dramatically decreased while
oxidative stress parameters are also lowered due to the components of tea. We measured in-
creased levels of SH groups in FD rats receiving green tea solids, indicating protective anti-
oxidant effects of tea against protein oxidation while lipid peroxidation, monitored by plasma
TBAR'’s concentrations, and DNA damage, assessed by comet assay, were decreased. The
improvement of insulin sensitivity could therefore participate to the well-documented antioxi-
dant effects of green tea [17]. An insulin sensitizer, metformin, has also been shown to im-
prove the free-radical defense system [32]. Conversely, previous studies in fructose-fed rats

have reported that a free radical scavenger, like vitamin E, improved insulin-sensitivity [33].
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Green tea extracts in the diet resulted in decreased plasma lipid peroxidation. For patients
suffering from cardiovascular diseases and diabetes, it is well-known that decreasing lipid
peroxidation is an important health challenge to avoid oxidative damage of the arterial walls.
In the present work, the lowering effects of tea on lipid peroxidation are thus a predictive
benefit for patients with type 2 diabetes. As suggested by Saffari et al.[34], EGCG can act as
an antioxidant by trapping proxyl radicals, inhibiting lipid peroxidation and protecting cell

membranes against oxidative stress.

Tea consumption also decreases oxidative DNA damage, assessed by the comet assay in fruc-
tose-fed rats. In agreement with our findings, green tea catechins have been reported to par-
tially protect DNA from °OH radical-induced strand breaks and base damage through fast
chemical repair [35]. In healthy human subjects, dietary polyphenols such as quercetin de-
crease DNA oxidative damage [36]. Dietary flavonols protect diabetic human lymphocytes
against oxidative damage to DNA [37]. In heavy smokers, at high risk of oxidative stress, a
beneficial effect of a 4 month tea intervention on oxidative damage has also been reported
[38]. In humans, consumption of two cups of green tea containing 250 mg of total catechins

for 42 days led to a decrease in plasma peroxides and lowered induced DNA damage[4].

Moreover, the increase in plasma SH groups, whose oxidation is an early determinant of oxi-
dative stress [39] indicated protective activity of green tea against free radicals and glucose
mediated protein damage confirming previous data reported by [40]. Protein oxidation has
been reported as a risk factor of oxidative complications like nephropathies and glomerulo-

pathies in diabetes[41].

Conversely to plasma parameters, there were no significant changes in lipid or protein oxida-
tion in the liver of animals receiving green tea extracts. Antioxidant effects of tea consump-
tion have however been reported in the liver from rats fed diets containing 3 % green tea leaf
powder [42] with decreased levels of liver peroxides. The lower levels of green tea extracts

(0.1 and 0.2 %) used in our study could possibly explain this discrepancy.

Regarding the concentration of green tea extracts in the diet, the effects were also beneficial
but not greater in animals consuming 2 g of tea solids/kg diet compared with animals consum-
ing 1 g of tea solids/kg diet. These data strongly suggest that tea acts at moderate doses and
agree with study showing in humans, the effectiveness of moderate green tea consumption on

antioxidant status with two cups/day of green tea containing 250 mg of total catechins [43].
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In conclusion, in rats consuming a diet that increases the signs and symptoms of the metabolic
syndrome, we observed both beneficial antioxidant and insulin enhancing effects of tea. Since
insulin resistance is associated with an increased oxidative stress not only in people with dia-
betes but also in people with metabolic syndrome, these data suggest beneficial effects in
these patients whose numbers are increasing worldwide. The antioxidant properties of tea
polyphenols associated with their potential insulin enhancing effects may represent a viable
nutritional approach in people with metabolic syndrome who are known to exhibit high levels
of oxidative stress and insulin resistance leading to cardiovascular diseases and vascular com-

plications.
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Table I : Effect of tea solid consumption on FD-induced metabolic syndrome in rats

Control FD FD+1g tea FD+2g tea
solids/kg diet solids/kg diet
Food intake g/d 21.5+0.6" 20.7+0.8% 20.5+0.9% 20.3+1.5%
Body weight g 339+6° 360+7° 350+5° 353+7°
Glycemia mmol/L  7.6+0.4" 10.7+0.4* 7.9+0.5° 8.4+0.32°
Triglyceridemia g/l 0.48+0.06°  1.27+0.33* 0.58+0.05" 0.65+0.06"
Insulinemia pmol/L  107.2+34.5"  411.7+99.9° 113.2428.1° 197.2+42.9°

Numbers in each row with different superscripts are significantly different at p<0.035.

Table 1I: Effects of tea consumption on plasma oxidative stress parameters

Plasma parameters Group I Group 11 FD Group III FD
Fructose diet (FD) + 1g tea solid/kg + 29 tea solid/kg

TBAR’s, pmol/L 4.75 £ 0.28" 3.77 £ 0.25" 4.02 + 0.38"

SH groups, pmol/L. 5.4 + 0.05" 6.0 +0.15* 5.8 + 0.05"

DNA Damage', 12.8 + 0.75" 8.1+0.61° 10.8 + 0.58"

Comet (TEM)

Numbers in each row with different superscripts are significantly different at p<0.05.
! arbitrary units

Table I11: Effects of tea consumption on oxidative stress parameters in liver

Liver parameters Group 1 Group I1 FD Group 111 FD
Fructose diet(FD) + 1g tea solid/kg + 29 tea solid/kg

TBAR’s, umol/g prot 0.36 = 0.02 0.36 + 0.02 0.39 + 0.02

SH groups, umol/g 62.7 £3.9 57.9+3.9 65.1 £5.5

prot
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IX-1-4 - Présentation des résultats de la publication B

Green tea polyphenol extract regulates the expression of genes involved in glucose up-
take and insulin signaling in rats fed a high fructose diet

Heping Cao,*,T Isabelle Hininger-Favier,{ Meghan A Kelly,7 Rachida Benaraba,{ Harry D
Dawson,T Sara Coves,§ Anne M Roussel,} and Richard A Anderson*,+

J Agric Food Chem, 2007, sous presse

Les extraits de thé vert améliorent I’hyperglycémie et I’hyperinsulinémie induites par un ré-
gime fructose chez le rat. Dans le deuxiéme volet de ce travail, nous nous sommes attachés a
identifier les mécanismes moléculaires susceptibles d’expliquer I’effet potentialisateur de

I’insuline associé a la consommation de thé vert.

Des ¢études in vitro sur des adipocytes en culture avaient montré la capacité de certains poly-
phénols issus du thé vert comme I’épigallocatéchine gallate a activer les voies de signalisation
de I’insuline dans des adipocytes (Anderson et Polansky, 2002 ; Broadhurst ef al., 2000). Une
autre étude chez 1’animal montrait que la consommation de polyphénols extraits du thé vert
¢tait capable d’augmenter 1’expression des transporteurs du glucose GLUT-4, suggérant un
mécanisme d’action au niveau moléculaire des polyphénols. Mais 1’effet des polyphénols sur
les autres voies impliquées dans la transduction du signal de I’insuline n’avait pas été exploré
(Cao et al., 2007a). Nous avons donc étudié I’induction de I’expression de génes transporteurs
du glucose et celle de ceux impliqués dans les voies de signalisation de I’insuline par les ex-
traits de thé vert dans le muscle et le foie des animaux. L’étude de I’expression des génes a été

menée par PCR-quantitative en temps réel.

Ce travail a été réalisé sur le plan technique par le Dr Cao (centre de nutrition humaine de

Belstville, MD, USA) que nous remergions.

La principale observation issue de ce travail est que les polyphénols du thé sont capables
d’augmenter I’expression des ARNm du gene codant pour la protéine transporteur du glucose
GLUT4 a la fois dans le muscle et dans le foie. L’étude a porté sur I’effet du régime sur les
transporteurs GLUT1, GLUT2, GLUT3, GLUT4, et il a été ainsi vérifié que le transporteur
GLUTH4 était celui le plus exprimé, a la fois au niveau du muscle et du foie, et que son niveau

d’expression au niveau musculaire était largement supérieur a celui du foie (Tableau VII).
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Tableau VII. Expression des mRNA des transporteurs Glut /Slc2a et expression au ni-

veau musculaire et hépatique chez des rats.

Tissue mRNA Diet control Expression ratio Expression ratio
Cycle of threshold (CT + SD) (relative to Glutl) (Fold) (relative to liver) (Fold)
Liver Rpl32 18.8+0.6 Internal control Internal control
Glutl/Slc2al 25.8+0.6 1.0 1.0
Glut2/Slc2a2 20.7+1.0 34.3 1.0
Glut3/Slc2a3 31.7+09 0.02 1.0
Glutd/Slc2a4 321+22 0.01 1.0
Aktl 22.7+09 1.0
Grb2 23.0+1.8 1.0
Gsk3b 23707 1.0
Gysl 289+09 1.0
Ins1 37.2+10 1.0
Ins2 384x12 1.0
Insr 24.0+1.4 1.0
Igfl 0
Igf2 404+41 1.0
lgflr 26.6+0.4 1.0
Igf2r 24.0+0.6 1.0
Irs1 223+06 1.0
Irs2 236+05 1.0
Pik3cb 242+13 1.0
Pik3rl 232+09 1.0
Shel 271.7+34 1.0
Sosl 26.8+2.0 1.0
Muscle Rpl32 195£0.2 Internal control Internal control
Glutl/Slc2al 28.7+0.6 1.0 0.2
Glut2/Slc2a2 37.2+14 0.003 0.00002
Glut3/Slc2a3 28.0+0.3 16 211
Glutd/Slc2a4 205+0.2 294.1 5042.8
Aktl 23.6+0.3 0.9
Grb2 262+29 0.2
Gsk3b 242+09 11
Gysl 272+49 5.3
Ins1 36.6+12 25
Ins2 36.0+0.4 8.6
Insr 251%0.7 0.8
lgfl 0 16
Igf2 36.8+12 19.7
Igflr 25.0+0.6 49
Igf2r 249+05 0.9
Irs1 234+06 0.8
Irs2 246+1.0 0.8
Pik3ch 268+3.1 0.3
Pik3rl 252+14 04
Shcl 299+38 0.4
Sosl 242+12 9.8

Des différences entre le muscle et le foie dans 1’expression des ARNm impliqués dans les
voies de signalisation de I’insuline ont également été mises en évidence (Tableau VII).
Concernant les effets des régimes sur 1’expression des ARNm, on observe une augmentation
de 110 et 160 % respectivement des transporteurs du GLUT1 et du GLUT4 au niveau hépati-
que avec le régime a 1 g d’extraits de thé vert/kg régime (figure 23), alors que le régime a 2

g/kg a des effets moindres, puisque seule 1’induction du GLUT4 apparait (figure 23).
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Au niveau musculaire, en revanche, un effet sur le taux d’expression des ARNm n’est observé

qu’avec le régime a 2g/kg capable d’induire une augmentation de 80 et 60 % de 1’expression

des ARNm des génes codant pour GLUT2 et GLUT4 respectivement (figure 24).
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Figure 23 : Expression hépatique des ARNm chez le rat
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Figure 24 : Expression musculaire des ARNm chez le rat

L’augmentation de I’expression des ARNm du GLUT4 pourrait avoir des répercussions phy-

siologiques puisque il est décrit que :

Le GLUT4 est la forme majoritaire dans le muscle de la famille des transporteurs du glu-

cose,

Le GLUTH4 est I’élément essentiel dans la réponse insulinique au niveau du muscle (She-

pherd et al., 1999).
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e La quantité¢ de GLUT4 est diminuée en cas d’obésité (Garvey et al., 1991), suggérant ainsi
que tout élément pouvant contribuer a son augmentation pourrait étre bénéfique.

e L’insuline augmente I’expression des ARNm de GLUT4 dans des adipocytes en culture

(Valverde et al., 1999 : Hernandez et al., 2003 ; Yu et al., 2001).

L’autre observation importante issue de ce travail est que les polyphénols du thé vert sont
aussi capables d’agir sur la voie de signalisation de I’insuline. Ainsi, quelque soit la dose utili-
sée, nous retrouvons un effet commun sur I’expression de I’ARNm de Gs3kb au niveau hépa-
tique. La protéine GS3KB code pour une kinase multifonctionnelle, dont I’activité est inhibée
par phosphorylation de ses résidus sérines par une AKT1/PKB kinase induite par I’insuline
(Frame et Cohen, 2001). Une diminution de I’activit¢ de la GS3KB a pour conséquence une
activation de la glycogeéne synthase et du facteur d’initiation 2B, ce qui se traduit par une
augmentation de la synthése du glycogéne et de la synthése protéique (Frame et Cohen,
2001). 11 a également été¢ décrit que GS3KB était capable de phosphoryler la protéine TTP
(tristretrapoline) in vitro (Cao et al., 2006). Or, dans sa forme phosphorylée, elle reconnait
plus faiblement les séquences de fixation mARN ARE (Cao, 2004 ; Carballo et al., 2001). De
plus, cette forme hyperphosphorylée de la protéine TTP exerce une activité anti-
inflammatoire médiée par une diminution de 1’expression des cytokines pro-inflammatoires
(Blackshear, 2002 ; Anderson et al., 2004c). En effet la protéine TTP, en se liant au RNAm
des cytokines proinflammatoires comme le TNF-o et le GM-CSF, induit leur dégradation
(Cao, 2004 ; Carballo et al., 1998 ; Carballo et al., 2000). Il est par ailleurs décrit que
I’insuline a faible concentration (nM) était capable, aprés seulement quelques minutes,
d’augmenter la quantité de protéine TTP et le taux de son ARNm (Lai et al., 1990 ; Cao et al.,
2007 a). De ce fait, I’augmentation du taux d’expression de Gs3kB semble étre en contradic-
tion avec les effets biologiques des polyphénols issus d’extraits de thé verts a augmenter

I’activité de 1’insuline, et avec leurs actions anti-inflammatoires.

Nous avons également observé que la consommation de thé pouvait également affecter
d’autres génes impliqués dans la voie de signalisation de I’insuline, et que les effets pouvaient
étre différents selon la dose d’extraits de thé vert utilisés. Ainsi, au niveau du foie, avec le
régime a 1 g/kg, nous mettons en évidence une augmentation de 60 % de I’expression des
ARNm des génes codant pour Irs2, sans effet significatif pour I’ensemble des autres geénes
étudiés (figure 25), alors que le régime a 2 g/kg est associé a une augmentation de 30 % de
I’expression de Pik3rl et a une diminution de 50 % de I’expression de Shcl, sans modifica-

tion de I’expression des autres génes.

101/246



mfNplevel B control [Clgtea M2gtea
abb a b 2 a abb aawb

150 T ]
100 4 T T T

200

vl
o
||||i||||

0 1 1 1

Gsk3 . . s Pik3ch . Shcl .
Pnsulm S|gnafing pathway mRNAsd in rat liver
Figure 25 : Augmentation de I’expression des ARNm des génes codant pour Irs2.

Au niveau du muscle, le régime a 1 g/kg augmente de 80 % 1’expression de Irs1, alors que le
régime a 2 g/kg augmente de 50 % 1’expression des ARNm codant pour Shcl et sosl. Cepen-
dant, malgré ces effets moléculaires, 1I’expression de nombreux ARNm de genes également
impliqués dans les voies de signalisation de I’insuline comme Ins1, Ins2, Insr, Irs1, Irs2, Aktl,
Grb2, IGf1, IGf2,1Gflr, IGf2r, Gysl, Pik3rl n'est peu ou pas modifiée, a la fois au niveau
hépatique et musculaire, suggérant ainsi que 1’effet des polyphénols de thé vert sur les voies
de signalisation de I’insuline que nous observons sont faibles. Nos résultats sont en accord
avec des travaux in vitro réalisés sur des adipocytes de souris (Kim et al., 2006), et il est pos-
sible que cette faible efficacité des polyphénols du thé vert soit due au fait que les signaux de
transduction de I’insuline impliquent des phosphorylations. Il est en outre possible que la
dose, la durée des expérimentations et le moment ou les polyphénols sont administrés puisse
en partie rendre compte de nos résultats, puisque une étude ne rapporte aucun bénéfice de la
consommation de thé vert a la fois au niveau inflammatoire et dans la sensibilité a I’insuline

chez des patients diabétiques de type 2 (Ryu ef al., 2006).

En conclusion, les extraits de thé vert sont capables de moduler I’expression des ARNm des
genes codant pour les transporteurs du glucose et de ceux impliqués dans les voies de signali-
sation de I’insuline sur un modele expérimental de syndrome métabolique. Les effets peuvent
étre différents selon la dose administrée, sans que I’on puisse conclure avec certitude quant a
la traduction biologique des effets observés selon les doses au niveau moléculaire. Ces résul-

tats sont en accord avec les résultats du premier volet de ce travail, ou nous avons montré des
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effets différents sur les métabolismes et le statut rédox selon la dose en extraits de thé du ré-
gime, en particulier I’augmentation de I’expression du taux des ARNm de GLUT4 au niveau
musculaire et des ARNm de Gsk3b dans le foie. Ces résultats suggerent donc que
I’amélioration de la glycémie et de I’insulinémie par les extraits de thé verts, observée dans le
premier volet de ce travail, s’expliquent par une augmentation des transporteurs du GLUT4
musculaire, réduisant de fait I’hyperglycémie et I’hyperinsulinémie induite par le régime riche

en fructose.

La consommation de thé pourrait donc, via ce mécanisme, avoir des effets bénéfiques in vivo

chez des personnes atteintes de syndrome métabolique.
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Running Title: Green tea regulates gene expression in rats

ABSTRACT

Green tea has anti-diabetic and anti-obesity activities, but the molecular mechanisms of these
effects have not been fully understood. Quantitative real-time PCR was used to investigate the
relative expression levels and the effects of green tea (1 and 2 g solid extract/kg diet) on the
expression of glucose transporter family genes (Glutl/Sic2al, Glut2/Slc2a2, Glut3/Slc2a3,
Glut4/Slc2a4) and insulin signaling pathway genes (Insl, Ins2, Insr, Irsl, Irs2, Aktl, Grb2,
Igf1, Igf2, Igfir, Igf2r, Gsk3b, Gysl, Pik3cb, Pik3rl, Shcl, Sosl) in liver and muscle of rats
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fed a high-fructose diet known to induce insulin resistance and oxidative stress. Glut2 and
Glut4 were the major Glut mRNAs in rat liver and muscle, respectively. Green tea (1 g) in-
creased Glutl, Glut4, Gsk3b and Irs2 mRNA levels by 110%, 160%, 30% and 60% in the
liver, respectively and increased Irs1 by 80% in the muscle. Green tea (2 g) increased Glut4,
Gsk3b and Pik3cb mRNA levels by 100%, 30% and 30% but decreased Shcl by 50% in the
liver and increased Glut2, Glut4, Shcl and Sosl by 60%, 80%, 50% and 50% in the muscle.
This study shows that green tea regulates gene expression in glucose uptake and insulin sig-

naling pathway in rats fed a fructose-rich diet.
Keywords : Diabetes, fructose-rich diet, green tea; glucose transporter; insulin signaling

pathway, obesity; polyphenol extract, rat
INTRODUCTION

Insulin resistance, diabetes, and obesity have been studied extensively, but the prevention and
treatment of obesity and type 2 diabetes mellitus (type 2 DM') has not been resolved (/-4).
Diet plays an important role in the development of these conditions, and the diets widely con-
sumed in the developed countries may increase the incidence of diabetes (5). The combination
of higher content of refined sugars and fats and lower intake of traditional herbs, spices, and
other plant products may contribute to the higher incidences of diabetes and obesity in the US
(6). Drug treatment for diabetes in the developing countries is not feasible for the majority of

people and alternative and inexpensive therapies need to be evaluated.

Plants have been used for the treatment of diabetes since 1550 BC (7). Plants are important
for the prevention and control of type 2 DM for people with elevated levels of blood glucose
and glucose intolerance who have a greater risk of developing diabetes. Plant seeds, fruits,
leaves and bark contain polyphenolic compounds. These compounds are the end products of
the plant flavonoid biosynthetic pathway and are used by plants for the protection against
predators (8). Plant polyphenols are also widely present in the diet (9) and are important for
human health (70).

Tea (Camellia sinensis) is a popular beverage worldwide. Recent studies indicate that tea has
a wide range of preventive effects on diabetes and obesity for animal and human health (717,
12). A number of studies have suggested that green tea polyphenols mimic insulin action.
First, rat epididymal adipocyte assays indicate that green tea has insulin-potentiating activity
on utilization of glucose (/3, /4), and that the predominant active ingredient is epigallocate-

chin gallate (EGCQG) (13, 14), the major polyphenol in green tea. Second, green tea decreases
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fasting plasma levels of glucose, insulin, triglyceride, and free fatty acid, and increases the
insulin-stimulated glucose uptake in rats fed green tea extract and polyphenols for 12 weeks
(15). Third, EGCG inhibits BCH-stimulated insulin secretion and glutamate dehydrogenase
(16). Fourth, EGCG induces forkhead transcription factor family O (FOXO) phosphorylation
by a similar but not identical mechanism to insulin and insulin growth factor I (IGF-I) (/7).
Finally, both insulin and green tea increases mRNA levels coding for the anti-inflammatory
mRNA destabilizing protein tristetraprolin (TTP/ZFP36/TIS11) (/8-20). However, a recent
study suggests that green tea consumption does not improve blood glucose, lipid profiles, in-
sulin resistance or serum adiponectin levels in type 2 diabetes patients (27). Clearly, more
studies are needed to conclusively demonstrate tea’s insulin-like activity and the underlining

molecular mechanisms.

A fructose-rich diet has been used as a model for the study of insulin resistance and oxidative
stress in rats (22). Green tea was shown to decrease fasting plasma levels of glucose, insulin,
triglyceride, and free fatty acids, and increases the insulin-stimulated glucose uptake and glu-
cose transporter 4 (GLUT4) protein in rats fed a fructose-rich diet for 12 weeks (23). How-
ever, that study did not address more potential targets in the GLUT family and the insulin
signal transduction pathway (24).

The aims of this study were to explore the effects of green tea on the expression of multiple
genes coding for GLUT family (25) and components in the insulin signal transduction path-
way (24, 26). Quantitative real-time PCR was used to investigate the profiles and the effects
of green tea polyphenolic compounds on the expression levels of Glut family and insulin sig-
nal transduction pathway family genes. Our results suggest that green tea consumption regu-
lates gene expression in glucose uptake and insulin signaling in rats fed a fructose-rich diet.
These results suggest that drinking adequate amounts of green tea may play a role in the pre-

vention of diabetes and obesity.

MATERIALS AND METHODS

Green tea extract and fructose-rich diet.

The green tea polyphenolic extract contained 12.75 % (w/w) EGCG, 9.21 % epigallocatechin
(EGC), 3.73 % epicatechin gallate (ECG), 2.4 % epicatechin (EC), 5.94 % caffeine, and 0.195
% L-theanine (Unilever France). The fructose-rich diet contained 60 % (w/w) fructose, 20.7
% casein, 5 % corn oil, 8 % alphacel, 1 % mineral mix, 1 % vitamin mix, and 0.3 % casein

(SAFE, 89290, Augis, France).
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Animal study.

Male Wistar rats (6 weeks old, 150 + 10 g, Charles River Laboratories, Les Oncins, France)
were kept under the conditions as described (19, 27). All rats were fed a standard Purina chow
for one week before being randomly divided into three groups with 10 rats per group. The
first group of rats was given the high-fructose diet (diet control). The second group of rats was
given the high-fructose diet plus 1 g of green tea solid extract/kg diet (1 g tea) and the third
group of rats was given the high-fructose diet plus 2 g of green tea solid extract/kg diet (2 g
tea). Animals were sacrificed after 6 weeks on the diet. Rat tissues were frozen in liquid ni-
trogen and stored at —80 °C. The mean food intake was 20.7, 20.5, and 20.3 g/d for rats fed
the diet control, 1 g tea, and 2 g tea, respectively. The mean body weight was 360, 350, and
353 g for rats fed the diet control, 1 g tea, and 2 g tea for 6 weeks, respectively. The mean
body gain by week was about 35, 34, and 34.5 g for rats fed the diet control, 1 g tea, and 2 g
tea, respectively. The insulin levels were 412 £ 100 pmol/l, 113 £ 28, and 197 £ 43 for the
diet control, 1 g tea, and 2 g tea treatments for 6 weeks, respectively (27). All procedures were
in accord with guidelines of the National Institutes of Health and were approved by the

French Army Ethical Committee.

RNA isolation and cDNA synthesis.

The procedures for RNA isolation and cDNA synthesis have been described (/9). Briefly, rat
liver and muscle were homogenized in TRIzop reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
RNA was isolated according to the manufacturer’s instructions. RNA integrity and concentra-
tions were determined using RNA 6000 Nano Assay Kit and the Bioanalyzer 2100 according
to the manufacturer’s instructions (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) with RNA
6000 Ladder as the standards (Ambion, Inc., Austin, TX, USA). Total cDNA synthesis was
performed using the ImProm-II Reverse Transcription System (Promega, Madison, WI). The
reaction mixture contained 5 pg total RNA, 1 pg oligo(dT),s primer (Invitrogen), 0.25 pg
random primers (Invitrogen), 500 uM dNTPs, 5 mM MgCl,, 2.5 ul RNasin ribonuclease in-
hibitor, and 5 pl ImProm-II reverse transcriptase in 1X ImProm-II reaction buffer in a total

volume of 20 pl.

PCR primers and TagMan probes.

The primers and probes were designed using Primer Express software (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) and synthesized by BioSource International, Invitrogen Corp. (Cama-
rillo, CA, USA) or Biosearch Technologies, Inc. (Navato, CA, USA). The mRNA names,
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GenBank accession numbers, amplicon sizes, and the sequences (5" to 3) of the forward
primers, TagMan probes (TET - BHQ1) and reverse primers, respectively, are described in
Table 1. The nomenclature of genes, mRNAs, and proteins were as described (/9). For ex-

ample, Glut4, Glut4, and GLUT4 represent Glut4 gene, mRNA, and protein, respectively.

Quantitative real-time PCR assays.

Real-time PCR assays were performed using an ABI Prism 7700 real time PCR instrument
(Applied Biosystems) as described (/9). Briefly, the TagMan reaction mixture (25 pl) con-
tained 25-50 ng of total RNA-derived cDNAs, 200-1000 nM each of the forward primer and
reverse primer, and 200-280 nM of TaqgMan probe, and 12.5 pul of 2X Absolute QPCR Mix
(ABgene House, Epson, Surrey, UK). The thermal cycle conditions were as follows: 2 min at
50 °C and 10 min at 95 °C, followed by 40-60 cycles at 95 °C for 15 s and 60 °C for 60 s.
Fluorescence signals measured during amplification were considered positive if the fluores-
cence intensity was more than 20-fold greater than the standard deviation of the baseline fluo-
rescence (28). The AACt method of relative quantification was used to determine the fold
change in expression (29). This was done by first normalizing the resulting threshold cycle
(Cr) values of the target mRNAs to the Ct values of the internal control Rpl32 in the same
samples (ACt = Crrarget — Crrpi32). It was further normalized with the samples with only the
high-fructose diet but without tea supplement (AACt = ACrrea — ACrpier). The fold change in

expression was then obtained (2*“7) as described (19).

Statistical analyses.

Real-time PCR data were analyzed by SigmaStat 3.1 software (Systat Software, Inc., Point
Richmond, CA) using One Way Analysis of Variance (ANOVA). Multiple comparisons were
performed with Duncan's Multiple Range Test as described (/9). Values with different lower
case and upper case letters displayed above the columns of the figures are significantly differ-

ent at p < 0.05 and p < 0.01, respectively.
RESULTS

Glucose transporter family mRNAs in rat liver and muscle.

Multiple members of the glucose transporter family exist in mammals (GLUT1/SLC2AI,
GLUT2/SLC2A2, GLUT3/SLC2A3, GLUT4/SLC2A4, and GLUTS/SLC2AS) (25). We ex-
amined the expression levels of the first four forms of genes in the liver and skeletal muscle of

rats fed a high-fructose diet known to induce insulin resistance and oxidative stress (22). The

107/246



Cr values of the Glut family and the internal control Rpl32 mRNAs and the relative ratios of
Glut family mRNAs in the liver and muscle are shown in Table 2. Glut2 was the major Glut
mRNA in the liver and Glut4 was the major one in the muscle. In liver, the relative mRNA
levels of Glutl, Glut2, Glut3, and Glut4 were 1-, 34.3-, 0.02-, and 0.01-fold, respectively. In
muscle, the relative mRNA levels of Glutl, Glut2, Glut3, and Glut4 were 1-, 0.003-, 1.6-, and
294.1-fold, respectively (Table 2, middle column). Glutl, Glut2, Glut3, and Glut4 mRNAs in
the muscle were 0.2-, 0.00002-, 21.1-, and 5042.8-fold of those in the liver, respectively (Ta-
ble 2, right column).

Insulin signaling pathway mRNA levels in rat liver and muscle.

Numerous components exist in the insulin signal transduction pathway (26). We analyzed the
mRNA levels of the following genes coding for insulin signaling pathway components (/ns/,
Ins2, Insr, Irsl, Irs2, Aktl, Grb2, Igfl, Igf2, Igflr, Igf2r, Gsk3b, Gysl, Pik3ch, Pik3ri, Shcl,
Sos1) in liver and muscle of rats fed a high-fructose diet known to induce insulin resistance

and oxidative stress (22).

The Cr values of the insulin signaling pathway family mRNAs and the internal control Rpl32
mRNAs (Table 2, left column) and the relative ratios of the insulin signaling pathway family
mRNAs in the liver and muscle are shown in Table 2. Grb2, Pik3cb, Pik3rl, and Shcl
mRNAs were more abundant in the liver than those in the muscle, whereas Gysl, Insl, Ins2,
Igf2, Igflr, and SosImRNAs were more abundant in the muscle than those in the liver (Table
2, right column). Aktl, Gsk3b, Insr, Igfl, Igf2r, Irs1, and Irs2 mRNA levels were less than 2-
fold differences in both the liver and the muscle, whereas Ins1, Ins2, Igfl, and Igf2 mRNAs

were either undetectable or expressed at very low levels (Table 2, right column).

Green tea effects on glucose transporter family mRNA levels in rat liver.

Green tea (1 g solid extract/kg diet) increased Glutl and Glut4 mRNA levels by 110 % and
160 %, respectively but did not have statistically significant effects on Glut2 or Glut3 mRNA
levels in the liver (Figure 1). Green tea (2 g solid extract/kg diet) significantly increased
Glut4 mRNA levels by 100 % but did not have statistically significant effects on Glutl, Glut2,
or Glut3 mRNA levels in the liver (Figure 1).

Green tea effects on glucose transporter family mRNA levels in rat muscle.

Green tea (1 g solid extract/kg diet) did not significantly alter the mRNA levels of Glutl,
Glut2, Glut3, or Glut4 (Figure 2). Green tea (2 g solid extract/kg diet) significantly increased
Glut2 and Glut4 mRNA levels by 80 % and 60 % over the diet control, respectively, but did
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not have statistically significant effect son Glutl or Glut3 mRNA levels in the muscle (Figure

2).

Green tea effects on insulin signaling pathway family mRNA levels in rat liver.

Green tea (1 g solid extract/kg diet) increased Gsk3b and Irs2 mRNA levels by 30 % and 60
%, respectively (Figure 3), but did not have statistically significant effects on Aktl, Grb2,
Gysl, Insl, Ins2, Insr, Igflr, Igf2r, Irs1, Pik3rl, Shcl, or Sos1 mRNA levels in the liver (Fig-
ure 3 and data not shown). Green tea (2 g solid extract/kg diet) significantly increased Gsk3b
and Pik3cb mRNA levels by 30% (Figure 3) and decreased Shcl mRNA levels by 50 %, but
did not have statistically significant effects on Aktl, Grb2, Gysl, Insl, Ins2, Insr, Igflr, Igf2r,
Irs1, Irs2, Pik3rl, or Sos]1 mRNA levels in the liver (Figure 3 and data not shown).

Green tea effects on mRNA levels of insulin signal pathway in rat muscle.

Green tea (1 g solid extract/kg diet) increased Irs1 mRNA levels by 80 % (Figure 4), but did
not have statistically significant effects on Aktl, Grb2, Gsk3b, Gysl, Insl, Ins2, Insr, Igflr,
Igf2r, Irs2, Pik3cb, Pik3rl, Shel, or Sosl mRNA levels in the liver (Figure 4 and data not
shown). Green tea (2 g solid extract/kg diet) significantly increased Shcl and Sos1 mRNA
levels by 50 % (Figure 4) but did not have statistically significant effects on Aktl, Grb2,
Gsk3b, Gysl, Insl, Ins2, Insr, Igflr, Igf2r, Irs1, Irs2, Pik3cb, or Pik3r1 mRNA levels in the

liver (Figure 4 and data not shown).
DISCUSSION

Plants have been used for the treatment of diabetes for thousands of years (7). In search for
plant products for diabetic prevention and cure, a number of studies have shown that tea and
common spices (cinnamon, cloves, tumeric and bay leaves) display insulin-like activity in
vitro. We have demonstrated that cinnamon improves glucose and lipid profiles of people
with type 2 diabetes (30), and that cinnamon exhibits insulin-like activity in cells, animals and
people with type 2 diabetes (30-34). We further showed that cinnamon extract and polyphe-
nols affect the expression of Ttp/Zfp36/Tis11), Insr, and glut4 in mouse 3T3-L1 adipocytes
(24). Several studies also indicate that tea has insulin-potentiating activity (13, 14, 17, 23, 27,
35), however, no investigation at the molecular level was substantially performed to support
these observations. In this study, we analyzed the mRNA profiles and the effects of green tea
polyphenolic extracts on the expression of glucose transporter family and insulin signal trans-
duction pathway family mRNA levels in liver and muscle of rats fed a high-fructose diet

known to induce insulin resistance and oxidative stress (22).
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The major finding reported in this study is that green tea polyphenolic extract increased Glut4
mRNA levels in both liver and muscle. The increases of Glut4 mRNA levels in the muscle
may be physiologically significant for the following reasons: 1) Glut4 is the major Glut fam-
ily mRNAs in the muscle (Table 2); 2) GLUT4 protein is the insulin-responsive glucose
transporter in the muscle (25); 3) The amount of GLUT4 protein is decreased in obesity (36);
4) Insulin increases Glut4 mRNA and protein levels in rat fetal brown adipocytes (37, 38) and
increases GLUT4 protein level in 3T3-F442A adipocytes (39)., and 5) The amount of GLUT4
protein is increased in fructose-fed rats with green tea supplementation resulting in ameliora-
tion of fructose-induced insulin resistance (23). The increases of Glut4 mRNA levels by tea
extract reported here suggest a positive effect of these polyphenolic compounds on the long-
term regulation of glucose transport. The significance of the increased levels of Glutl and
Glut4 mRNAs in the liver and Glut2 mRNA in the muscle is not clear because these Glut

mRNAs are the minor forms in their respective tissues.

The other finding is that green tea polyphenolic extract increased Gsk3b mRNA levels in the
liver. GSK3B protein is a multifunctional protein kinase and its activity is inhibited by
AKT1/PKB-medicated phosphorylation at its serine residue, which is induced by insulin (40).
Less GSK3 activity results in more activities of glycogen synthase and initiation factor 2B
and results in stimulating glycogen and protein synthesis (40). It was also reported that
GSK3B phosphorylated TTP in vitro (/8), and phosphorylated TTP has less mRNA ARE-
binding activity than the unphosphorylated form (47, 42). TTP is a hyperphosphorylated pro-
tein (43) with anti-inflammatory function through the down-regulation of pro-inflammatory
cytokines (44, 45). TTP binds to and subsequently promotes the degradation of those mRNAs
encoding pro-inflammatory cytokines such as TNF-a and GM-CSF (41, 46, 47). The mRNA
and protein levels of TTP are dramatically induced by nM concentrations of insulin in min-
utes (20, 24). Therefore, the elevated Gsk3b mRNA levels appear to be in conflict with green
tea’s effect on increasing insulin sensitivity (27) and anti-inflammatory activity (/9). We did

not pursue this further in the current study.

Green tea extract consumption also affected some of the other gene expressions involved in
the insulin signaling pathway. Specifically, green tea increased Irs2 and Pik3cb but decreased
Shcl mRNA levels in the liver, and green tea increased Irs1, Shcl, and Sos1 mRNA levels in
the muscle. However, green tea consumption exhibited no or minimal effects on the other
mRNA levels in the liver or muscle, including Insl1, Ins2, Insr, Irsl, Irs2, Aktl, Grb2, Igfl,
Igf2, Igflr, Igf2r, Gysl, and Pik3r] mRNAs. The small effects of green tea consumption on
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mRNA levels in the insulin signaling pathway reported are in agreement with previous obser-
vations, in which it was reported that the effects of insulin on gene expression in the insulin
signaling pathway are minimal in mouse 3T3-L1 adipocytes (48). The plausible reason for the
small effects of green tea and insulin in insulin signal transduction pathway in rat liver and
muscle as well as mouse 3T3-L1 adipocytes is probably due to the nature of insulin signal
transduction mainly through protein phosphorylation. It is also possible that the effectiveness
of the treatments is affected by various other factors, such as the timing, dosages, and/or the
physiological status of the cells and tissues when the treatments are performed, since it was
reported that green tea consumption does not have significant effects on inflammation and
insulin resistance in type 2 diabetes patients (27). Additional studies are needed to determine
the role of tea in the prevention and alleviation of glucoses intolerance, insulin resistance,

diabetes, and obesity.

In conclusion, this study describes profiles of the glucose transporter family and the insulin
signaling pathway family mRNAs in the liver and muscle of rats with metabolic syndrome
induced by a high-fructose diet. Green tea polyphenolic extract significantly increased the
mRNA levels of Glut4 in the muscle and of Gsk3b in the liver. Green tea also increased Irs2
and Pik3cb but decreased Shcl mRNA levels in the liver and increased Irs1, Shcl, and Sosl
mRNA levels in the muscle. However, green tea consumption exhibited no or minimal effects
on the other mRNA levels in the liver or muscle, including Insl, Ins2, Insr, Irs1, Irs2, Aktl,
Grb2, Igfl, 1gf2, Igflr, Igf2r, Gysl, and Pik3r1 mRNAs. These results suggest that green tea
consumption could regulate gene expression in the glucose uptake and insulin signal transduc-
tion pathway in rats fed a fructose-rich diet. These results also suggest that drinking adequate
amounts of green tea may play a role in the prevention of glucose intolerance, insulin resis-

tance, diabetes,and obesity.
ABBREVIATIONS

ANOVA: one way analysis of variance;
Aktl: thymoma viral proto-oncogene 1;
EGCG: Epigallocatechin gallate;

Glut: glucose transporter;

Grb2: growth factor receptor bound protein 2;
Gsk3b: glycogen synthase kinase 3 beta;
Gysl: glycogen synthase 1;

Igfl: insulin-like growth factor 1;
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Igflr: insulin-like growth factor I receptor;

Igf2: insulin-like growth factor 2; Igf2r:

insulin-like growth factor 2 receptor;

Ins1: insulin I;

Ins2: insulin II;

Insr: insulin receptor;

Irs1: insulin receptor substrate 1;

Irs2: insulin receptor substrate 2;

Pik3cb: phosphatidylinositol 3-kinase, catalytic, beta;
Pik3r1: phosphatidylinositol 3-kinase, regulatory subunit 1;
Shcl: Src homology 2 domain-containing transforming protein 1;
Sos1: Son of sevenless 1;

Rpl32: ribosomal protein L32;

Ttp: tristetraprolin.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Green tea effects on Glut family mRNA levels in rat liver.

Total RNAs were isolated from livers of rats with metabolic syndrome induced by a high-
fructose diet and reverse transcribed into cDNAs. Twenty-five to fifty nanograms of RNA-
derived cDNAs were used for quantitative real-time PCR assays. The CT method of relative
quantification was used to determine the fold change in expression.

The results represent the percentage means and the standard deviations from 5-8 samples
with 2-4 repetitions of each sample.

Values with different upper case and lower case letters displayed above the columns of the
figure are significantly different at p < 0.01 and p < 0.05, respectively.
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Figure 2. Green tea effects on Glut family mRNA levels in rat muscle.

RNA isolation, cDNA synthesis, real-time PCR assays, and statistical analyses were described
in Fig. I legend.
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Figure 3. Green tea effects on insulin signaling pathway mRINA levels in rat liver.

RNA isolation, cDNA synthesis, real-time PCR assays, and statistical analyses were described
in Fig. I legend.
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Figure 4. Green tea effects on insulin signaling pathway mRNA levels in rat muscle.

RNA isolation, cDNA synthesis, real-time PCR assays, and statistical analyses were described
in Fig. I legend.
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Table 1. Nucleotide sequences of real-time PCR primers and TaqMan probes

mRNA AccessionN Amplicon si Forwardprimer (5" to 3") TagMan probe (TET - BHQ1) Reverse primer (5" to 3")

Glutl/Slc2al M13979 123 bp CGTGCTTATGGGTTTCTCCAAA CAGGATCAGCATCTCAAAGGACTTGCCC GACACCTCCCCCACATACATG
Glut2/Slc2a2 ~ NM_012879 80 bp TTTGCAGTAGGCGGAATGG TGTCCCCAAGCCACCCACCAAA GCCAACATGGCTTTGATCCTT
Glut3/Slc2a3  NM_017102 112 bp TGAAGCCATGAGCTTTGTCTGT CCCCATTCCCTGGTTTATTGTGGC GCCCTGGCTGAAGAGTTCAG
Glut4/Slc2a4 ~ NM_012751 87 bp CAACTGGACCTGTAACTTCATCGT TCCGCAACATACTGGAAACCCATGC ACGGCAAATAGAAGGAAGACGTA
Aktl NM_033230 90 bp TGGACTACTTGCACTCCGAGAA CCAGCTTGAGGTCCCGGTACACCAC TTATCTTGATATGCCCGTCCTT

Grb2 NM_030846 119 bp GGCTTCATCCCCAAGAATTACA AGGCAGAAGAAATGCTTAGCAAACAGCG ATCAGGAAGGCCCCGTCAT

Gsk3b NM_032080 106 bp TTAAGGAAGGAAAAGGTGAATCGA AACCACCTCCTTTGCGGAGAGCTGCA CCAAAAGCTGAAGGCTGCTG

Gysl XM_229128 119 bp TCCACTGTGCCTGTGTCTTCA CTCAAGAGGAAACCAGATATTGTGACCCCCA AGAGAACTTCTTCACATTCAGTCCATT
Insl NM_008386 89 bp AGGTGGCCCGGCAGAAG ATTGTGGATCAGTGCTGCACCAGCA GCCTTAGTTGCAGTAGTTCTCCAGCT
Ins2 NM_008387 100 bp TTGTGGTTCCCACTTGGTGGA TTCTACACACCCATGTCCCGCCG CACTTGTGGGTCCTCCACTTC

Insr NM 017071 137 bp CAAAAGCACAATCAGAGTGAGTATGAC TCCTCCAGCTCCTTCAGGATCTGAGAGTC ACCACGTTGTGCAGGTAATCC

Igfl NM_ 184052 78 bp GCTGTGCAATTTACTCATTG TGGACAAAAGGCAGTTTACCCAGGCTC TTGGACACCCAGGCAGGTAT

Igflr NM_010513 62 bp CCGCTGCTGGACCACAA TCGCTGCCAGAAAATGTGCCCA AGGCTCGCTTCCCGCACA

Igf2 NM_010514 78 bp TGTCTACCTCTCAGGCCGTACTT CCCCAGATACCCCGTGGGCAA TCCAGGTGTCATATTGGAAGAA

Igf2r NM_010515 91 bp GGATTCCACTCAAGTCAAAATAGCA AAGACACCAGAACCAGACACTCCGGTAC ACCTCCAGAATAGATGAGGGTGAGGTC
Irsl NM_012969 68 bp GCCTGGAGTATTATGAGAACGAGAA CGCTCGACTTGTGCCGCCACTT GGGGATCGAGCGTTTGG

Irs2 AF050159 69 bp AAGATAGCGGGTACATGCGAAT TGGTGTGGCTCCAAGCTGTCCATG GCAGCTTAGGGTCTGGGTTCT

Pik3cb NM_053481 134 bp TCCAGACCAGTATGTCCGAGAGTA CACTCATCTGTCGCAGGCAGCCTACA ATCTGGAGAGGGCACAGTCAA

Pik3r1 NM_013005 118 bp CCTCTCCTTATAAAGCTCCTGGAA CAACTCTATACAGAACACAGAGCTCCAGCAACCC GATCACAATCAAGAAGCTGTCGTAA
Shel XM_216176 85 bp GCGACGACGAGGAGAAAGTC CAGCTCTATCCTGGGGAGGAGTAACCTGAA  TGATCGGCACTCCAGCAAA

Sosl D83014 104 bp CAGAAGAAAGACAGTATCTACGGGAACT TTCCGGGAAGCCTTTCTTTCAGACAAA CTTTTCAATTTCAGAAGACTTGAACAA
Rpl32 NM_172086 66 bp AACCGAAAAGCCATTGTAGAAA AGCAGCACAGCTGGCCATCAGAGTC CCTGGCGTTGGGATTGG
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Table 2. The mRNA levels of Glut /Slc2a family and insulin signaling pathway components in rat liver and
muscle. The relative ratios of mRNA levels were calculated using the double delta CT method normalized with Rpl32 CT

value as the internal control and TTP CT value or liver CT value as the calibrator.

Tissue mRNA Diet control Expression ratio Expression ratio
Cycle of threshold (CT + SD) (relative to Glutl) (Fold) (relative to liver) (Fold)
Liver Rpl32 18.8+0.6 Internal control Internal control
Glutl/Slc2al 25.8+ 0.6 1.0 1.0
Glut2/Slc2a2 20.7+1.0 34.3 1.0
Glut3/Slc2a3 31.7+09 0.02 1.0
Glutd/Slc2a4 321+22 0.01 1.0
Aktl 22709 1.0
Grb2 23.0+1.8 1.0
Gsk3b 23707 1.0
Gysl 289+09 1.0
Ins1 37.2+10 1.0
Ins2 384x12 1.0
Insr 24.0+1.4 1.0
lgfl 0
Igf2 404+4.1 1.0
lgflr 26.6+0.4 1.0
Igf2r 24.0+0.6 1.0
Irs1 223+06 1.0
Irs2 23.6+05 1.0
Pik3ch 242+13 1.0
Pik3rl 232+09 1.0
Shel 271.7+34 1.0
Sosl 26.8+2.0 1.0
Muscle Rpl32 195£0.2 Internal control Internal control
Glutl/Slc2al 28.7+0.6 1.0 0.2
Glut2/Slc2a2 37.2+14 0.003 0.00002
Glut3/Slc2a3 28.0+0.3 16 211
Glutd/Slc2a4 205+0.2 294.1 5042.8
Aktl 236+0.3 0.9
Grb2 262+29 0.2
Gsk3b 242+09 11
Gysl 27.2+49 5.3
Ins1 36.6+12 25
Ins2 36.0+0.4 8.6
Insr 25107 0.8
lgfl 0 16
Igf2 36.8+12 19.7
Igflr 25.0+0.6 4.9
Igf2r 249+05 0.9
Irs1 234+06 0.8
Irs2 246+1.0 0.8
Pik3ch 268+3.1 0.3
Pik3rl 252+14 0.4
Shel 299+38 0.4
Sosl 242+12 9.8
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IX-2 — Polyphénols de la cannelle

Des travaux récents ont en évidence les propriétes antioxydantes de la cannelle et son intérét
dans la prévention du syndrome métabolique. Compte tenu des liens entre insulinorésistance
et stress oxydant, nous avons poursuivi notre étude des sources alimentaires susceptibles

d’agir a la fois sur la sensibilité a I’insuline et sur le stress oxydant.

Cette partie de la thése s’est intéressée aux propriétés antioxydantes de la cannelle et de ses
extraits aqueux. L’effet insulino-sensibilisateur de la cannelle et de ses extraits a été décrit au
cours de la derniere décennie par plusieurs travaux sur modele cellulaire (Imparl-Radosevich
et al.,1998) (Jarvill-Taylor et al., 2001), ou animal (Quin et al ., 2003) (Kim et al., 2006) et
par des études cliniques dans des situations d’insulino-résistance (obésité, syndrome ovaires
polykystiques, diabéte type 2) (Khan et al., 2003) (Mang et al., 2006) (Ziegenfuss et al.,
2006) (Wang et al., 2007). En revanche, et malgré ’hypothése de I’intérét des antioxydants
pour lutter contre I’insulino-résistance (Vega-Lopez et al., 2004), aucune étude n’avait décrit
les effets potentiels antioxydants de la cannelle, et démontré son intérét nutritionnel dans la
prévention des situations pathologiques a haut risque de stress oxydant comme le syndrome

métabolique.

Nous nous sommes donc attachés, dans cette partie de notre travail, a vérifier non seulement
I’effet bénéfique de la cannelle sur la sensibilité¢ a I’insuline et la régulation de la glycémie,

mais aussi @ démontrer les propriétés antioxydantes des extraits aqueux de cannelle.

IX-2-1 - Contexte de la recherche

Dans le travail sur le thé, nous avions travaillé sur une source de polyphénols largement dé-

crite comme antioxydante, et nous avions démontré que 1’effet bénéfique dans le syndrome
métabolique était dG non seulement aux propriétés antioxydantes du thé, mais aussi a un effet

insulino-potentialisateur (publications A et B).

Dans ce travail sur la cannelle, inversement, nous avons étudi¢ une source de polyphénols
largement décrite comme améliorant la sensibilité a I’insuline, mais non encore étudiée quant

a ses propriétés antioxydantes potentielles.

Dans ce contexte, 1’objectif de notre travail a été
e d’une part, de mesurer sur modele animal de syndrome métabolique induit par le fructose,
les effets de la consommation de cannelle sur les paramétres plasmatiques et tissulaires du

stress oxydant (Publication C) en relation avec la régulation de la glycémie.
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e d’autre part, les extraits aqueux de cannelle s’étant révélés antioxydants sur modele animal,
de vérifier dans une étude clinique d’intervention versus placebo ces propriétés chez des su-
jets en syndrome métabolique (Publication D).

Cette étude a été réalisée en collaboration avec le Centre de Nutrition Humaine de Belstville,

MD, USA (Dr Anderson) et ’Ohio Research Group, Wadsworth, OH (Dr Ziegenfuss).

IX-2-2 - Présentation des résultats de la publication C

Les résultats de ce travail sont présentés dans 1’article :
"Cinnamon decreases oxidative stress markers and fasting glycemia in rats with meta-
bolic syndrome".

Isabelle Hininger-Favier, Rachida Benaraba, Mireille Osman, Richard A. Anderson and
Anne Marie Roussel,

J Agric. Food Chem., 2007, submitted

Nous avons utilis¢ le méme modele animal de syndrome métabolique que celui précédem-
ment décrit et validé dans le laboratoire. Dans ce modéle, les signes biologiques du syndrome

métabolique sont induits par le régime comportant 65 % de fructose (Busserolles et al., 2003
a).

4 groupes de 10 rats Wistar males au sevrage ont recu pendant 8 semaines les différents régi-
mes. Deux doses de cannelle ont été testées : 2 g et 20 g d’extraits aqueux/kg de régime. Ces
doses ont ¢été¢ choisies pour avoir chez le rat hypertendu entrainé des effets bénéfiques sur

I’hypertension et la sensibilité a I’insuline (Preuss et al., 2006).

Au début de la 9™ semaine, les animaux ont été sacrifiés, et les paramétres du stress oxydant

dans le plasma, les adipocytes et le foie ont été mesurés, ainsi que la glycémie.

Dans les deux groupes de rats dont le régime contenait de la cannelle, la glycémie était signi-
ficativement diminuée, et ramenée a un niveau comparable a celui des animaux en régime
controle (Tableau VIII). Nous n’avons pas observé d’effet hypotriglycéridémiant contraire-

ment & ce que nous avions observé lorsque les régimes étaient riches en thé.

La baisse significative de la glycémie confirme les propriétés régulatrices sur le systéme insu-
line/glucose des extraits aqueux de cannelle. Cet effet est décrit chez le rat en syndrome mé-
tabolique (Qin et al, 2004) et chez la souris diabétique db/db (Kim et al., 2006). L’effet régu-
lateur de la glycémie serait di a des polymeéres de type proanthocyanidine A, isolés et testés in
vitro (Anderson et al., 2004 a). Cependant, d’autres composés de la cannelle comme 1’acide

p-méthoxycinnamique pourraient également participer a 1’effet potentialisateur de I’insuline
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comme le rapportent Adisakwattana et al., (2005). Le mécanisme de 1’effet insulino potentia-
lisateur de la cannelle, comme le rapportent récemment Cao et al. (2007 b), passe par
’activation des récepteurs a I’insuline et des transporteurs du Glut 4, action couplée avec un
effet inflammatoire di a la régulation de 1’expression des genes de certaines protéines impli-

quées dans I’inflammation.

Tableau VIII: Effet de la consommation de cannelle sur la glycémie et la triglycéridémie
des rats

Controle Régime fructose ~FD+2g cannelle FD+20g cannelle

(FD) /kg régime /kg régime
Glycémie mmol/L 7.6+0.4° 12.58+ 1.60° 10.05+ 3.08° 9.91+1.54a
Triglycéridémie g/ 0.48+0.06 1.79+0.69" 1.73+0.52° 1.37+0.93°

Les valeurs ne partageant pas la méme lettre sont significativement différentes p<0.05.

En ce qui concerne I’effet antioxydant (Tableau 1X), il semble dépendant de la dose présente
dans le régime, contrairement a ’effet régulateur de la glycémie, et il est retrouvé dans le
plasma et le foie, mais non dans le tissu adipeux. Dans le groupe d’animaux recevant un ré-
gime a 20 g de cinnulin PF/kg de régimes, les effets antioxydants sont significatifs sur la lipo-
peroxydation, les dommages oxydatifs aux ADN, I’oxydation des groupements SH, ainsi que

le pouvoir antioxydant total du plasma.

Table IX: Effets de la consommation de cannelle sur les marqueurs du stress oxydant

Groupe I Groupe I : FD +2g  Group III : FD + 20g

M 1 ti-
Aruetiis prasiall Régime Fructose (FD)  cannelle/kg régime cannelle /kg régime

ucs
TBAR’s ,umol/L 4.80+0.21° 4.66+0.52° 4.45 +0.45"
(p<0.27)
SH groupes, pmol/L 5.4+0.2° 6.0 +0.5" 6.1+0.6"
Dommages ADN', 5.04+ 1.68° 4.57+0.87" 3.37+0.15"
Comet (TEM) (p<0.27)
FRAP 249.8 + 56.2° 338.8+143.6 375.1 = 76.1"
(p<0.11)

*Les valeurs ne partageant pas la méme lettre sont significativement différentes p<0.05.
"unités arbitraires
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En revanche, dans le foie et le tissu adipeux , seule la peroxydation lipidique est diminuée, et

les groupements SH ne sont pas protégés de I’oxydation (Tableau X).

Tableau X : Effets de la consommation de cannelle sur les marqueurs de stress oxydant
dans le foie et I’adipocyte

Paramétres Groupe [ Group II Group III
Régime Fructose (FD) FD + 2g cannelle’kg FD + 20g cannelle/kg
TBAR’s foie, 0.40 £ 0.02° 0.39 +0.08° 0.35+0.02"
umol/g prot
groupes SH foie, 62.7 +3.9° 57.9+3.9° 65.1+5.5"
pmol/g prot
AdipocyteTBAR’s, 0,34+ 0,06 0,34+ 0,15 0,26 + 0,04
pmol/g prot
Adipocyte groupes 71,21+ 11,86 71,5+ 14,06° 71,4+ 11,06

SH, umol/g prot

*Les valeurs ne partageant pas la méme lettre sont significativement différentes p<0.05.

Ces résultats suggerent qu’un apport d’extraits de cannelle dans 1’alimentation de sujets a
stress oxydant accru pourrait participer & une prévention des complications oxydatives du
diabete et des maladies cardiovasculaires, complications fréquentes dans le syndrome métabo-
lique (Govindarajan et al., 2005). Le mécanisme d’action proposé par Cao et al, (2007b) as-
socie ’effet potentialisateur de I’insuline et I’effet antiinflammatoire. Cette hypothése est ten-
tante a la lumiére des interactions entre syndrome métabolique et inflammation (Dandona et

al., 2005). Nos résultats complétent ce schéma en y intégrant le role antioxydant.

IX-2-3 - Publication C

Cinnamon decreases oxidative stress markers and fasting glycemia in an animal model
of the metabolic syndrome, the fructose-fed rat.

Isabelle Hininger—FaVierl’z, Rachida Benarabal’z, Mireille Osman'? Richard A Anderson’®
and Anne-Marie Roussel'”

1 INSERM, U884, Grenoble, F-38000, France

2 LBFA, Université Joseph Fourier, Grenoble I, F-38041, France

3 Nutrient Requirements and Functions Laboratory, Beltsville Human Nutrition Research Center, Beltsville,
MD, USA;

J Agric Food Chem., 2007, submitted
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ABSTRACT

Uncontrolled free radical production due to insulin resistance might be a unifying mechanism
underlying the development of co-morbidities in people with metabolic syndrome. Cinnamon
polyphenols have been reported to improve insulin sensitivity. They could also act as antioxi-
dant and, therefore, act in preventing oxidative pathologies associated to the metabolic syn-
drome such as diabetes and cardiovascular diseases. We aimed to determine the effects of
aqueous extracts of cinnamon consumption on oxidative stress in the metabolic syndrome,
using fructose-fed diet rats as an animal model. Wistar rats, 10 per group, received a high
fructose diet (FD) for 8 weeks or FD plus either 2g or 20 g of aqueous cinnamon extracts
(Cinnulin PF®, Integrity Nutraceuticals, Sarasota, FL)/kg diet. Signs of the metabolic syn-
drome (hyperglycemia, hypertriglyceridemia) were developed in rats receiving the FD diet
compared to those of a control group. Rats receiving added aqueous cinnamon extracts/kg
diet exhibited a significant decrease of glycemia. In parallel, oxidative stress was decreased.
Significantly lowered plasma lipid peroxidation (TBAR’s), Ferric Reducing Ability Power
(FRAP) and DNA oxidative damage (comet) were also measured. In liver and adipocytes,
TBAR’s levels were lowered but SH groups were not enhanced by cinnamon containing diets.
The strongest antioxidant effects were observed in animals fed FD plus 20g aqueous cinna-
mon extracts’kg diet compared to rats fed FD plus 2g aqueous cinnamon extracts(Cinnulin
PF®)/kg diet. In conclusion, addition of aqueous cinnamon extracts(Cinnulin PF®)/ in ani-
mals with the metabolic syndrome led to beneficial effects on oxidative stress markers and
glycemia indicating that cinnamon, as insulin potentiating factor but also as antioxidant,

might be of benefit for people at risk of metabolic syndrome and diabetes.

Key words : cinnamon, oxidative stress, fructose rich diet, metabolic syndrome.

INTRODUCTION

Oxidative stress is presently accepted as a likely causative factor in the development of insu-
lin resistance which is present in metabolic syndrome (Fujita et al., 2006) and plays an impor-
tant role in the development of diabetes and cardiovascular diseases in people with metabolic
syndrome (Yu et Lyons, 2005). Conversely, insulin resistance is a leading cause of oxidative

stress. Hyperglycemia causes auto-oxidation of glucose, glycation of proteins, and the activa-
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tion of polyol metabolism (Robertson 2004). These changes accelerate the generation of reac-
tive oxygen species (ROS) and increase oxidative modifications of lipids and proteins (Osawa
and Kato, 2005). The mechanisms leading to the insulin cascade down-regulation in oxidized
cells involve increased serine/threonine phosphorylation of insulin receptor substrate-1
(IRS1), impaired insulin-stimulated redistribution of IRS1 and phosphatidylinositol-kinase
between cytosol and low-density microsomal fraction followed by a reduced protein kinase-B
phosphorylation and GLUT4 translocation to the plasma membrane. In addition, prolonged
exposure to ROS affects transcription of glucose transporters, whereas the level of GLUT] is
increased, GLUT4 level is reduced ( Bloch-Damti and Bashan, 2005) Thus, uncontrolled free
radical production might be a unifying mechanism underlying the development of co-
morbidities in people with metabolic syndrome. Many polyphenols in foods are potent anti-
oxidants and they have been linked with the hypothesis that their redox activities may confer
specific health benefits (Scalbert et al., 2005). Polyphenols from cinnamon could be of spe-
cial interest in the metabolic syndrome in protection of oxidative damage. Compounds found
in cinnamon have insulin potentiating properties (Khan et al.,1990). Water soluble com-
pounds found in cinnamon potentiate insulin activity (Broadhurst et al., 2000). The insulin
potentiating activity was reported to be present in the aqueous fraction (Anderson et al.,
2004). Therefore, given the link between insulin resistance and oxidative stress in the meta-
bolic syndrome and the potential insulin-enhancing activity of cinnamon polyphenols, the aim
of this study was to investigate, using an animal model of the metabolic syndrome, the effects

of aqueous extracts of cinnamon on plasma , liver and adipocytes oxidative stress parameters.

MATERIALS AND METHODS
Diets:

The diets were purchased from SAFE, 89290 Augis, France. A fructose-rich (65 %) diet (FD)
was fed to rats to induce the metabolic syndrome.The control group received a standard Pu-
rina chow. The synthetic FD diet contained in g/kg casein, 200, fructose, 650, corn oil, 50,
alphacel, 50, DL methionine, 3, choline bitartrate, 2, AIN-76 mineral mix, 35 and AIN 76A
vitamin mix, 10 (Busserolles et al., 2003). The cinnamon extracts(Cinnulin PF®), were ob-

tained from Integrity Nutraceuticals, Sarasota , FL,USA.
Animals

Forty male Wistar rats (Charles River, L'Arbresle, France), 6 weeks old, weighing roughly

150 g, were housed in wire-bottomed cages in a temperature controlled room (22°C) with a 12
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h light / 12 h dark cycle. The rats were maintained and handled in accord with the Guide for
the Care and Use of Laboratory Rats (NIH 1985). All rats were adapted and fed a standard
Purina chow for one week. They were, then, randomly divided in four groups of ten rats. FD
Group received, at libitum, for 8 weeks, the fructose-rich diet (FD). Two other groups re-
ceived the same diet for 8§ weeks but containing either 2 g or 20 g cinnamon(Cinnulin PF®) /
kg diet. The control group received a standard Purina chow for 8 weeks. Rats had unrestricted

access to food and water.
Blood and tissue sampling

After overnight food deprivation, rats were weighed and then anesthetized with sodium pen-
tobarbital intraperitoneally. Blood was collected by heart puncture in heparinized tubes pro-
tected from light and centrifuged at room temperature for 10 min at 3000 g. Plasma was im-
mediately isolated, aliquoted, stored at —80 °C and analyzed within 6 months. Immediately
after blood collection, the rats were killed and liver and adipocytes were removed, weighted,
frozen in liquid nitrogen and stored until analysis. 500 mg of tissue sample were extracted in
buffer (10 mmol/L Tris-NaOH, 1 mmol/L DPTA, 1 mmol.LLPMSF, pH = 7.4) and centri-
fuged at 3000 g and 4 °C for 10 min.

For the comet assay and DNA damage determinations, total blood was stored as described in
Hininger et al., (2004). 500 pl of blood was stabilized with 500 pul of a 20/80 (v/v) mixture of
dimethylsulfoxide (DMSO) and RPMI 1640 cell culture medium. Aliquots of this mixture
were progressively frozen to —80 °C by use of cryopreservation vessels (Bicell, Fisher Biob-
lock Scientific, Lyon, France) in a —80 °C freezer overnight. After one night, samples were
transferred from the cryopreservation vessels to storage at —80 °C until analyses within 4

months.

BIOLOGICAL PARAMETERS

Plasma Glucose, Triglycerides

Plasma glucose and triglycerides were assessed, as routine laboratory analyses, by enzymatic

and colorimetric methods on Roche/Hitachi modular P.

Lipid oxidation

Plasma and tissular (liver, adipocyte) TBAR’s concentrations were assessed as described by

Richard et al., 1992

Thiol groups
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Plasma and tissular (liver, adipocyte) SH groups were assayed as described by Faure et La-
fond (1995). The calibration was obtained from a stock solution of 100 mM N-acetyl cysteine
(NAC) in the range of 0.125 to 1 mM. Standards and plasma samples were diluted in phos-
phate buffer 0.05 M, EDTA 1 mM, pH 8 and DTNB, 2.5 mM, and absorbance measured at
412 nm.

Blood DNA damages

The evaluation of DNA damage was achieved by the comet assay (single-cell gel electropho-
resis) on total blood following Hininger et al., (2004). Results were expressed as tail moment
(TEM). Three samples per animals were assayed with 50 cells/sample. The mean of three

determinations were calculated for each rat.

FRAP (Ferric Reducing Ability Power)

Plasma antioxidant status was evaluated using ferric reducing ability power (FRAP) assay.
The FRAP assay uses antioxidants as reductants in a redox-linked colorimetric method. In this

assay, at low pH, a ferric-tripyridyltriazine (Fe'"

-TPTZ) complex is reduced to the ferrous
form, which is blue and monitored by measuring the change in absorption at 593 nm. The
change in absorbance is directly proportional to the reducing power of the electron-donating
antioxidants present in plasma. The absorbance change is translated into a FRAP value (in
umol/l) by relating the change of absorbance at 593 nm of test sample to that of a standard

solution of known FRAP value ( Benzie and Strain, 1996)

Statistical analyses

Statistical analyses of the data were performed by analysis of variance. Individual mean com-
parisons were identified with Duncan's Multiple Range Test (SAS Institute, Cary, NC). Val-

ues were expressed as mean = SEM. Statistical significance was set at p<0.05.
RESULTS

Food intake and body weight

Cinnamon added to the FD diet did not change food intake and mean body weights at sacri-

fice were not statistically different between the 4 groups.

Plasma triglycerides, glucose (table I)

Rats receiving the fructose rich diet (FD group) developed signs of the metabolic syndrome.

Plasma glucose, and triglyceride concentrations were significantly (p<0.05) higher than in
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control group. Addition of (Cinnulin PF®), as 20g/kg diet to the FD diet lowered signifi-
cantly plasma fasting glucose (p<0.001) compared with FD group. The decrease of triglyc-
erides was not significant (p< 0,1). Changes were observed in animals receiving 20g (Cinnu-

lin PF®) /Kg of diet but not 2g/kg of diet.

Oxidative stress markers:

As shown in Table II, we measured an increased lipid peroxidation measured by plasma
TBAR’s in FD rats compared with the control group (p<0.05). FD rats receiving added cin-
namon (Cinnulin PF®) exhibited increased FRAP (p<0.05) and lowered plasma TBAR’s
concentrations (p<0.05) indicating a protective antioxidant effect of the diet. DNA oxidative
damages, measured by the comet assay, were also significantly decreased. At a lesser extent,
and not significantly (p<0,09), plasma SH groups increased. In liver and adipocytes, no sig-
nificant changes in SH group levels were observed but TBAR’s concentrations were lower in

groups receiving cinnamon diet than in FD group.

The beneficial effects of cinnamon on oxidative stress parameters were dose-dependant as
observed only with 20 g cinnamon aqueous extracts / kg diet and not with 2g cinnamon aque-

ous extracts/kg diet cinnamon extracts (Table III).
DISCUSSION

Compounds found in cinnamon have insulin potentiating properties and may be involved in
the alleviation of the signs and symptoms of diabetes and cardiovascular disease related to
insulin resistance (Khan et al., 2003). Bioactivity relating to insulin function is present in the
water-soluble material (Khan et al., 1990) (Broadhurst et al., 2000) (Imparl-Radosevich et al.,
1998) (Jarvill-Taylor et al., 2001) and have been identified as type A procyanidin polymers
(Anderson et al., 2004). Cinnamon extract fed to animals consuming the high fructose diet
prevented the development of the metabolic syndrome (Qin and al.,2004).In addition, circulat-
ing insulin levels increased in the animals receiving cinnamon and insulin release was also

higher in an insulin secreting cell line (Verspohl et al., 2005).

Given these findings, we hypothetized that polyphenolic polymers with insulin-like biological
activity that we have isolated and identified in cinnamon(Cinnulin PF®),could both improve
plasma fasting glucose and oxidative stress markers in the metabolic syndrome. Therefore,
the aim of this study was to investigate, in an animal model of the metabolic syndrome, the
effects of 8 week supplementation of cinnamon aqueous extract (Cinnulin PF®) on plasma

and tissular oxidative stress parameters and fasting glycemia.
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In animal fed the fructose rich diet for 8 weeks, plasma glucose, and triglyceride concentra-
tions were significantly (p<0.05) higher than in control group. This data agrees with previous
reports indicating that a diet containing more than 60% fructose leads to decreased insulin
sensitivity and hypertriglyceridemia (Thresher et al., 2000) ) (Busserolles et al., 2003). (Bas-
ciano et al., 2005). We also measured higher concentrations of TBAR’s in FD rats than in
control group. Several studies reported an increased oxidative stress, monitored by higher
levels of lipid peroxydes and decreased antioxidant enzymatic defenses (Armutcu et al.,

2005 ; Srividhya et Anuradha, 2002 ; Thirunavukkarasu et Anuradha, 2004).

When cinnamon aqueous extracts were added to the diet, glycemia was significantly decrea-
sed. This data is in agreement with previous observations. In rats fed a control diet, the ad-
ministration of aqueous extracts of cinnamon improved glucose metabolism and potentiated
the action of insulin (Qin et al., 2003). After 3 weeks of oral administration of an aqueous
cinnamon extract, 30 and 300 mg kg/body weight, there was significantly greater glucose
utilization monitored during euglycemic clamp studies. In this work, skeletal muscle insulin-
stimulated insulin receptor-3 and IRS-1 tyrosine phosphorylation levels and the IRS-1/PI 3-
kinase ratio were also increased. These results suggested that increased glucose uptake was-
due to enhancing of the insulin-signaling pathway. In rats fed a high fructose diet to simulate
the metabolic syndrome, cinnamon extract, 300 mg/kg/d, also improved in vivo glucose utili-
zation monitored using euglycemic clamp studies compared with values for the control ani-
mals (Qin et al., 2004). In patients with poor glycemic control, cinnamon extracts have been
also reported to have beneficial effects in reducing fasting plasma glucose (Wang et al., 2006;

Khan et al., 2003).

The improvement of impaired fasting glycemia is predictive of health benefits of cinnamon
since elevated fasting glucose is a leading cause of oxidative stress and plasma glucose levels
plays a role in determining oxidative status (Hayden and Tyagi, 2004).Hyperglycemia causes
the auto-oxidation of glucose, glycation of proteins, and the activation of polyol metabolism
(Robertson 2004). These changes accelerate the generation of reactive oxygen species (ROS)
and increase oxidative modifications of lipids and proteins (Osawa and Kato 2005). Poor gly-
cemic control is an independent risk factor for plasma lipid peroxidation in humans and an

important factor in generation of protein oxidation (Ahmed et al., 2005).

In this study, compounds found in cinnamon not only improve glycemia but also function as
antioxidants. This is very important since insulin function and antioxidant status are closely

linked. In cinnamon group, the decrease of fasting glycemia was associated with the antioxi-

131/246



dant effects of cinnamon supplementation assessed by the determination of plasma TBAR’s,
SH groups, FRAP and DNA oxidative damages. These data are consistent considering the link
between oxidative stress and impaired glycemia. Plasma TBAR’s levels were reduced, indi-
cating decreased lipid peroxidation, while plasma SH groups were increased, indicating a pro-
tection of SH groups against oxidation. In parallel, the FRAP, which is a measure of the total
antioxidant capacity of plasma, was increased thereby providing a contributory factor to the

protective effects of cinnamon supplementation.

The insulin like effects of cinnamon extracts that lead to the improvement of impaired glyce-
mia may be involved in the biochemical mechanisms underlying the antioxidant effects of the
cinnamon supplementation, given the hyperglycemia-induced free radical production,. In ad-
dition, polyphenols act as reactive oxygen and nitrogen species scavengers, redox-active tran-
sition metal chelators and enzyme modulators (Rice-Evans, 1996) and a direct scavenging
effect of cinnamon polyphenols as suggested by the increased FRAP in cinnamon group can-

not be ruled out.

People with metabolic syndrome or diabetes have both decreased insulin sensitivity and de-
creased antioxidant status and, therefore the antioxidant and insulin potentiating effect of cin-
namon should lead to decreased risk factors associated with diabetes and cardiovascular dis-
eases. The antioxidant effects of cinnamon might also favorably impact hormone signaling via
adipokine cross-talk and may help explain the beneficial effects of cinnamon on body compo-
sition (Ziegenfuss et al.,2006). Chrysohoou et al.(2006) recently reported an inverse relation-
ship between body fat and antioxidant capacity. It is therefore possible that the observed im-
provements in fasting blood glucose, as well as plasma antioxidant status could be responsi-
ble, at least in part, for cinnamon’s beneficial effects on body composition and features of the

metabolic syndrome.

In summary, compounds found in cinnamon not only improve fasting glycemia as recently
reported by others, but also function as antioxidants. These data supports the hypothesis that
the inclusion of cinnamon extracts in the diet by lowering oxidative stress and decreasing im-
paired fasting glycemia, could reduce risk factors of diabetes and cardiovascular disease in
people with metabolic syndrome or diabetes who exhibit both decreased insulin sensitivity

and decreased antioxidant status.
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Table I : Effect of cinnamon consumption on Glucose and Triglycerides in rats with FD-

induced metabolic syndrome

Control FD FD +2¢g FD +20g
cinnamon/kg diet cinnamon/kg diet

Body weight g 232+0.8 22.54+0.9 21.1+1.2 22.5+1.3
Glycemia mmol/L  7.6+0.4* 12.58+ 1.60°  10.05+ 3.08" 9.91+1.54a
Triglyceridemia g/l 0.48+0.06*  1.79+0.69" 1.73+0.52° 1.37+0.93°

Numbers in each row with different superscripts are significantly different at p<0.05.
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Table 11: Effects of cinnamon consumption on plasma oxidative stress parameters

Plasma parameters Group I Group II : FD + 2g Group III : FD + 20g
Fructose diet (FD)  cinnamon/kg diet cinnamon/kg diet

TBAR’s ,umol/L 4.80+0.21° 4.66+0.52"° 4.45+045°
(p<0.27)

SH groups, umol/L 5.4 +0.2° 6.0+0.5° 6.1+0.6"

DNA Damage" 5.04+ 1.68" 4.57+0.87 3.37+0.15°

Comet (TEM) (p<0.27)

FRAP 249.8 + 56.2° 338.8+£143.6° 375.1 +76.1°
(p<0.11)

Numbers in each row with different superscripts are significantly different at p<0.05.

L arbitrary units

Table II1: Effects of cinnamon consumption on oxidative stress parameters in liver and

adipocytes

Parameters Group I Group I : FD Group III : FD
Fructose diet (FD) + 2g cinnamon/kg + 20g cinnamon/kg

LiverTBAR’s, umol/g 0.40 + 0.02° 0.39+0.08° 0.35+0.02°

prot

Liver SH groups, 62.7+3.9" 579 +3.9° 65.1+5.5"

umol/g prot

AdipocyteTBAR’s, 0,34+ 0,06" 0,34+ 0,15° 0,26 + 0,04°

umol/g prot

Adipocyte SH groups, 71,21+ 11,86° 71,5-+ 14,06 71,4+ 11,06

umol/g prot

Numbers in each row with different superscripts are significantly different at p<0.05.
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IX-2-4 - Présentation des résultats de la publication D :

Les résultats de ce travail sont présentés dans I’article :
Antioxidant effects of a cinnamon extract on overweight subjects with impaired fasting
glucose

Anne-Marie Roussel', Isabelle Hininger', Rachida Benaraba ', Tim N. Ziegenfuss® and Ri-
chard A. Anderson’

Apres avoir observé les effets antioxydants des régimes comportant des extraits de cannelle
chez le rat en syndrome métabolique, nous avons eu la possibilité de participer a un protocole
clinique réalis¢ aux USA sur des sujets en surpoids développant un syndrome métabolique.
Dans ce protocole, 1’équipe américaine a étudi¢ I'impact des régimes sur la sensibilité a
I’insuline (Human Nutrition Research Center, Belstville, USA, Dr Anderson), la pression arté-
rielle et la composition corporelle (Ohio Research Group, Wadsworth,OH, Dr Ziegenfuss)
(Ziegenfuss et al., 2006 ). Notre role a été de contribuer a I’élaboration du protocole clinique
et a mesurer dans le plasma et les érythrocytes, les marqueurs de stress oxydant et les défenses

antioxydantes (Publication D).

L’¢étude en double aveugle versus placebo a duré 12 semaines. Les sujets, adultes jeunes (46,0
+ 2.1 ans) développaient un syndrome métabolique. IIs étaient obéses (IMC 33,24+2), leur gly-

cémie a jeun était élevée (113,1+2.2 mg/dL) ainsi que leur triglycéridémie (> 160 mg/dL).

O Cinnulin B Placebo
@ 8 |
a 6
o —]
% -2 T T — B
5 o1
P C
o 84T
= -10
S5 -12 Pomy
FBG (mg/dL) | SBP (mm Hg) %fat ea?kg)ass
O Cinnulin -9,8 -4,6 -0,7 0,6
B Placebo 11 8,2 0,4 -0,8
OP-value 0,01 0,001 0,02 0,002
Figure 26: Effets bénéfiques d’extraits aqueux de cannelle sur la glycémie, la tension
arterielle et le pourcentage de masse maigre de sujets en syndrome métabolique (Zie-
genfuss et al., 2006). Les données sont les variations (semaine 12 — semaine 0). Les valeurs sont les
moyennes + sem. Les p-valeurs ont été calculées par ANOVA groupe x temps), sauf %fat ou on a utili-
sé un test de Student.
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Les sujets randomisés en deux groupes ont regu, en double aveugle, deux fois par jour 250 mg

d’extrait aqueux de cannelle (Cinnulin PF) versus placebo.

Dans la partie américaine de 1’étude, la supplémentation en extraits de cannelle s’est traduite
par un effet bénéfique sur la glycémie, la pression artérielle et le pourcentage de masse grasse

(figure 26).

En parall¢le a la baisse de la glycémie, comme le montre le tableau XI, aprés 12 semaines de
régime comportant les extraits de cannelle, nous avons mesuré une augmentation significative
du pouvoir antioxydant du plasma (FRAP) et des groupements thiols, alors que la peroxyda-
tion lipidique etait diminuée. Les activités des enzymes antioxydantes des erythrocytes ne

sont pas modifiées.

Tableau XI : Peroxydation lipidique, oxydation des protéines, pouvoir antioxydant du

plasma, activité antioxydante des enzymes dans le groupe cannelle versus placebo

Parameters Cinnamon  Cinnamon Cinnamon-  Placebo  Placebo Placebo
Group group group group group group

Time of supplemen- 0 week 6 weeks 12 weeks 0 week 6 weeks 12 weeks

tation

FRAP 811.7+38.0 8742+524 09178+ 334  707.6x582 708.9+60.1  660.0+54.0

pMol/L

Plasma TBAR's 27+0.2 24+0.1 2.2+ 0.1 24+ 0.1 240+0.1 25%0.1

MMol/L

Plasma SHgroups  4.89+0.20 526+0.20 5.56*+0.20 526+£0.20 5.14+0.10 497 +0.20
pMol/g prot

RBC Se-GPx U/lgHb  41.25+2.80  41.47+2.60 41.76+.70 4558 +£3.10 46.57+340  46.17+3.40
RBC Cu ZnSOD 117+0.05 1.15+0.1 120+0.1 1.30+£0.05 1.27+0.03 1.37+£0.05
U/mg Hb

Fasting Glucose 1141+ 2.2 1148+ 6.8 102.2*+4.3 112.0+32 109.0%5.7 113+ 4.6
mg/dL

Fasting Insulin 11.34+170 11.95+594 14.15+11.19 10.30+1.76 9.47+1.59 9.56 + 1.88
pmol/ml

*p<0.05

De facon intéressante et venant confirmer les résultats obtenus chez 1’animal, nous avons
trouvé une corrélation (r = 0,74, p<0.01) entre le niveau de péroxydation lipidique et la gly-

cémie (figure 27 ci-apres). Ce résultat s’accorde avec les observations de Hayden et Tyagi
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(2004) qui montrent que le taux plasmatique de glucose joue un role prédominant dans le sta-

correlation r=0.74; p<0.01
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Figure 27 : Corrélation entre le niveau de péroxydation lipidique et la glycémie.

tut antioxydant.

L’oxydation des lipides comme celles des groupes SH participe a I’athérogénése et aux com-
plications oxydatives chez 1’obese (Davi et Falco 2005) (Couillard et al., 2005) et nos résul-
tants suggerent une protection par la cannelle de ces modifications oxydatives. L’effet an-
tioxydant que nous mesurons pourrait également expliquer I’effet sur la diminution de masse
grasse rapportée par Ziegenfuss ef al., (2006), via un effet de régulation de la production des

adipokines.

En conclusion, pour la premiére fois dans le syndrome métabolique, les bénéfices d’une sup-
plémentation chez ’homme par les extraits aqueux de cannelle sont démontrés a la fois sur la
régulation de la glycémie et sur le controle du stress oxydant. L’application de ces résultats a
la prévention du syndrome métabolique place les extraits de cannelle parmi les facteurs de
prévention nutritionnelle du diabéte et de ses complications oxydatives a prendre en considé-

ration.

IX-2-5 - Publication D

Antioxidant effects of a cinnamon extract on overweight subjects with im-
paired fasting glucose
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ABSTRACT

Objective: To determine the effects of an aqueous extract of cinnamon on antioxidant status

of obese subjects.

Methods: Twenty-two obese subjects with elevated blood glucose were enrolled in a double-
blind placebo-controlled trial. Subjects were given either a placebo or 250 mg of an aqueous
extract of cinnamon (Cinnulin PF) two times per day for 12 weeks. Plasma TBAR’s concen-
trations, SH groups and plasma antioxidant status (ferric reducing antioxidant power (FRAP)
assay) were evaluated. Erythrocyte Cu-Zn SOD activity was measured after hemoglobin pre-
cipitation by monitoring the auto-oxidation of pyrogallol and erythrocyte glutathione peroxi-

dase activity was evaluated by established methods.

Results: FRAP and plasma SH groups increased, while plasma TBAR’s levels decreased in
subjects receiving the cinnamon extract. Effects were larger after 12 than 6 weeks. There

was also a positive correlation (r = 0.74; p = 0.014) between MDA and plasma glucose.

Conclusion: This study supports the hypothesis that the inclusion of cinnamon extracts in the
diet of overweight people would reduce oxidative stress and impaired fasting glucose which

are risk factors associated with diabetes and cardiovascular disease.
Key words : cinnamon, antioxidants, glucose, diabetes, insulin

INTRODUCTION:

Rates of free radical formation are increased in obesity (1). In obese people, the leading
causes of oxidative stress have been identified as hyperglycemia, insulin resistance, increased
tissue lipid levels, inadequate antioxidant defenses, enzymatic sources within the endothelium
and chronic inflammation (2). Conversely, oxidative stress is presently accepted as a likely

causative factor in the development of insulin resistance which is present in obesity (3). The
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mechanisms leading to the insulin cascade down-regulation in oxidized cells involve in-
creased serine/threonine phosphorylation of insulin receptor substrate-1 (IRS1), impaired in-
sulin-stimulated redistribution of IRS1 and phosphatidylinositol-kinase between cytosol and
low-density microsomal fraction followed by a reduced protein kinase-B phosphorylation and
GLUT4 translocation to the plasma membrane. In addition, prolonged exposure to ROS af-
fects transcription of glucose transporters, whereas the level of GLUT1 is increased, GLUT4
level is reduced (4). Oxidative stress has been described as a key factor in obesity-related dis-
eases such as diabetes (5), atherosclerosis (6) (7) and inflammation (8). In obese people, re-
ducing oxidative stress by increasing antioxidant dietary intakes could be a possible method to
reduce the incidence of these pathologies. Among dietary antioxidants, polyphenols have been
linked with the hypothesis that their redox activities may confer specific health benefits (9)
(10). In the dietary antioxidant group, polyphenols from cinnamon could be of special interest
in obese people with impaired fasting glucose since they might act both as insulin sensitizers
and antioxidants. Aqueous extracts from cinnamon have been shown to increase in vitro glu-
cose uptake and glycogen synthesis, increase phosphorylation of the insulin receptor and
likely help trigger the insulin cascade system (11) (12). We have reported that aqueous ex-
tracts from cinnamon enhance the in vitro activity of insulin (13). In animal studies, cinnamon
extracts potentiate insulin-regulated glucose utilization via enhancing insulin signaling (14)
and prevent the insulin resistance induced by a high fructose diet in part by enhancing the
insulin signaling pathway (15). Cinnamon essential oil enhanced insulin sensitivity in Zucker
fatty rats (16) and, recently, in db/db mice, anti-diabetic effects of cinnamon extracts on blood
glucose were observed in relation with an improved insulin sensitivity (17). In diabetic pa-
tients with poor glycemic control, cinnamon extracts have been reported to have beneficial

effects in reducing fasting plasma glucose (18) (19).

Given these findings, we hypothetized that polyphenolic polymers with insulin-like biological
activity that we have isolated and identified in cinnamon (14) could improve plasma fasting
glucose and oxidative stress markers by acting as antioxidants in obese people at high risk of
oxidative stress. Therefore, this work was designed to investigate in overweight people with
impaired fasting glycemia the effects of a twelve week supplementation of the dried aqueous
extract of cinnamon on oxidative stress markers including plasma TBAR’s levels, plasma SH
group oxidation, FRAP (Ferric Reducing Activity Plasma), antioxidant erythrocyte enzyme
activities (Cu-Zn SOD and Se-GPx), and the possible correlation with fasting glucose and

plasma insulin levels.
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METHODS

Subjects:

Twenty-two subjects (10 men and 12 women) were enrolled in a double-blind placebo-
controlled trial. Subjects provided written and dated informed consent to participate in the
study. They were in good health, as determined by physical and medical history. They were
46.0 £ 2.1 years with a mean BMI of 33.2 + 2.0, and a mean fasting blood glucose of 113.1 +
2.2 mg/dL. Subjects were excluded who were pregnant or lactating, or with any serious meta-
bolic disorder including diabetes, thyroid diseases, or with a history of hepatorenal, muscu-
loskeletal, autoimmune or neurologic disease. Subjects taking thyroid, hyperlipidemic, hypo-
glycemic, anti-hypertensive, anti-coagulant medications or OTC products containing pseu-
doephedrine or other stimulants were excluded. In addition, subjects taking weight loss sup-
plements or drugs within 30 days prior to the start of the study, who have gained or lost more
than 20 lbs within the past 30 days, who drank more than three cups of percolated coffee (or
an equivalent amount of cola) per day, and who smoked or had quit smoking within the past

six months were also excluded.

Groups:

Subjects were divided randomly into two groups and given either a placebo or 250 mg of an
aqueous extract of cinnamon (Cinnulin PF) two times per day for 12 weeks. Cinnamon cap-
sules were provided by Integrity Neutraceuticals, Inc. (Sarasota, FL). Integrity Neutraceuti-

cals has a Cooperative Research and Development Agreement with USDA and RAA.

Biological parameters:

Blood was collected after an overnight fast at the beginning of the study, after 6 weeks, and
after 12 weeks in heparinized tubes protected from light and centrifuged at room temperature
for 10 min at 3000 g. Plasma and erythrocyte pellets were immediately isolated, aliquoted and

stored at -80°C until measurements were completed within 6 months.

Plasma thiol groups were assayed as described by Faure and Lafond (20). The calibration was
obtained from a stock solution of 100 mM N-acetyl cysteine (NAC) in the range of 0.125 to
1 mM. Standards and plasma samples were placed in 0.05 M phosphate buffer, EDTA 1 mM,
pH 8, and bis-5.5'-dithio-bis-2-nitrobenzoic acid (DTNB), 2.5 mM, and absorbance measured
at 412 nm.
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Plasma TBAR’s concentrations were assessed as previously described by Richard et al. (21).
Plasma antioxidant status was evaluated using ferric reducing antioxidant power (FRAP) as-
say. The FRAP assay uses antioxidants as reductants in a redox-linked colorimetric method.
In this assay, at low pH, a ferric-tripyridyltriazine (Fe""-TPTZ) complex is reduced to the fer-
rous form, which is blue and monitored by measuring the change in absorption at 593 nm.
The change in absorbance is directly proportional to the reducing power of the electron-
donating antioxidants present in plasma. The absorbance change is translated into a FRAP
value (in pmol/l) by relating the change of absorbance at 593 nm of test sample to that of a

standard solution of known FRAP value (22).

Erythrocyte Cu-Zn SOD activity was measured after hemoglobin precipitation by monitoring
the auto-oxidation of pyrogallol by the method of Marklund and Marklund (23). Erythrocyte
GSH-Px activity was evaluated by the modified method of Gunzler (24) using terbutyl hy-
droperoxide (Sigma Chemical Co, Via Coger, Paris, France) as a substrate instead of hydro-

gen peroxide. Results are expressed as umoles of NADPH (Boehringer-Mannheim).

Statistical analyses

Data are expressed as mean =+ SEM. Wilcoxon signed ranks tests were used to compare all
variables between baseline and at 6 and 12 weeks of treatment in the placebo and in the cin-
namon groups. Statistical significance was set at p<0.05. Data analyses were performed using

the statistical software package (Statistica Program, Statistical Software, Paris, France)
RESULTS

No significant changes were observed in the placebo group between the beginning and the
end of the study (Table 1). In the cinnamon group, fasting glucose decreased significantly
from 114.1 £ 2.2 to 102.2 £ 4.3 mg/dl (p<0.05) and fasting insulin was not altered by the cin-
namon supplementation (25). Plasma oxidative stress markers were all significantly improved
(p<0.05). Ferric Reducing Activity of Plasma (FRAP) and plasma SH groups increased, while
plasma TBAR’s levels decreased. Moreover, there was a positive correlation (r = 0.74; p =
0.014) between TBAR’s and plasma glucose (Figure 1). In contrast, RBC antioxidant en-
zymes, SOD and GPx, were not altered by the supplementation. In parallel with the hypogly-
cemic effects, the antioxidant effects of the treatment became significant after 12 weeks, but

not after 6 weeks (Figure 2).

DISCUSSION
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Oxidative stress, which is increased in obesity, plays an important role in the development of
diabetes and cardiovascular diseases in obese people (26). The objective of this study was to
determine whether oral administration of a cinnamon extract would improve oxidative stress
in overweight people with impaired glycemia, and consequently be a possible nutritional ap-
proach in reducing the risk of diabetes, cardiovascular diseases and oxidative stress-related
complications in these subjects. Cinnamon, a natural product with a long history of safety, is
rich in phenolic components that have been shown to improve the action of insulin in vitro
(13), in animal studies (14) (15) and to possess in vitro antioxidant activity (27). In the present
study, cinnamon extracts at 500 mg/d for twelve weeks decreased oxidative stress, improved

impaired fasting glycemia and also decreased fat body mass (25).

In the cinnamon group, impaired fasting glucose levels returned to normal physiological lev-
els after twelve weeks of supplementation. This positive effect is comparable to a separate
human study in which daily administration of 1000 mg of oral cinnamon extract reduced fast-
ing glucose levels by 16 % over a 60 day study period in a prospective, randomized, placebo-
controlled trial involving 60 subjects with type 2 diabetes mellitus (19). A recent study also
reported that cinnamon powder (3 g per day for 3 months) reduced by 10.3 % the fasting
plasma glucose in patients with diabetes mellitus type 2 (Mang ef al., 2006). We observed the
hypoglycemic effects after twelve weeks of supplementation, but not after 6 weeks. The dura-
tion of the supplementation seems important to consider, since, in agreement with our data, a
6 week intervention with cinnamon supplementation (1.5 g/d) did not improve glycemic con-

trol in postmenopausal type 2 diabetes patients (28).

The polyphenol type-A polymers extracted from cinnamon have been reported to stimulate
autophosphorylation of the insulin receptor and inhibit protein tyrosine phosphatase (PTP-1).
Both these mechanisms may lead to increased glucose uptake and glycogen synthesis (13)
(12). Rats without insulin resistance, treated with oral cinnamon extract, also exhibited in-
creased insulin sensitivity (14). Cinnamon extract may potentiate insulin action via enhancing
the insulin signaling pathways leading to increased PI 3-kinase activity, which regulates insu-
lin-stimulated glucose uptake and glycogen synthesis. Cinnamon extract has also been found
to mitigate insulin resistance as measured by the euglycemic clamp when induced by a high

fructose diet in normal Wistar rats (15).

In this study, we found a positive significant correlation between plasma glucose levels and
plasmaTBAR’s, estimation of lipid peroxidation. This observation confirms a previous study

showing that plasma glucose levels play a role in determining oxidative status (29). Impaired
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fasting glucose is a leading cause of oxidative stress and oxidative vascular complications in
obesity and the improvement of impaired fasting glycemia in cinnamon group is predictive of
health benefits of cinnamon. Hyperglycemia causes the auto-oxidation of glucose, glycation
of proteins, and the activation of polyol metabolism (30). These changes accelerate the gen-
eration of reactive oxygen species (ROS) and increase oxidative modifications of lipids and
proteins (31). The improvement of impaired fasting glycemia is associated with the antioxi-

dant effects of cinnamon supplementation assessed by plasmaTBAR’s, SH groups and FRAP.

Obesity is an independent risk factor for plasma lipid peroxidation in humans (32) and poor
glycemic control is an important factor in generation of protein oxidation (33). Plasma
TBAR’s levels were reduced, indicating decreased lipid peroxidation, while plasma SH
groups were increased, indicating a protection of SH groups against oxidation. The oxidation
of lipids is thought to play a crucial role in the generation of atherosclerotic lesions in obese
patients (34). For patients suffering from obesity, cardiovascular diseases and diabetes, it is
well-known that decreasing lipid peroxidation is an important health challenge to avoid oxida-
tive damage of the arterial walls and oxidative complications (35). Functional consequences
of SH group losses include protein misfolding, catalytic inactivation and decreased antioxida-
tive capacity (36). In the group receiving cinnamon, plasma SH groups were increased after
twelve weeks of supplementation, suggesting that cinnamon acts in protecting both lipids and
proteins against oxidation. In parallel, the FRAP, which is a measure of the total antioxidant
capacity of plasma, was increased thereby providing a contributory factor to the protective

effects of cinnamon supplementation.

In contrast, cinnamon intake did not alter the activity of the antioxidant enzymes in erythro-
cytes. Consistent with our findings, another study on polyphenols reported that in humans the
polyphenols of red wine do not alter the activities of renal antioxidant enzymes, while plasma
antioxidant capacity is enhanced following red wine consumption (37). However, in rats fed
high fat diet with spices rich in cinnamon, antioxidant enzymes activities were found to be
enhanced (38). These discrepancies could be due to the different designs and duration of the

studies. .

The insulin like effects of cinnamon extracts lead to the improvement of impaired glycemia
and, given the hyperglycemia-induced free radical production, may be involved in the bio-
chemical mechanisms underlying the antioxidant effects of the cinnamon supplementation. It
is also well documented that polyphenols act as reactive oxygen and nitrogen species scaven-

gers, redox-active transition metal chelators and enzyme modulators (39) and complementary

146/246



effects of cinnamon extracts as direct scavengers of free radicals as suggested by the in-

creased FRAP in cinnamon group is possible.
CONCLUSIONS

This study supports the hypothesis that the inclusion of cinnamon extracts in the diet of over-
weight people would reduce oxidative stress and impaired fasting glycemia which are risk
factors associated with diabetes and cardiovascular disease. The mechanisms underlying the
beneficial effects may be related to the insulin potentiating and antioxidant effects of the cin-

namon polyphenols resulting in decreased free radical production.
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Table 1: Lipid peroxidation, protein oxidation, antioxidant plasma total activity and

antioxidant RBC enzymes in cinnamon group vs placebo

Parameters Cinnamon  Cinnamon Cinnamon- ~ Placebo  Placebo Placebo
Group group group group group group

Time of supplemen- 0 week 6 weeks 12 weeks 0 week 6 weeks 12 weeks

tation

FRAP 811.7+380 8742+524 917.8*+ 334 7076582 708.9+60.1  660.0+54.0

pMol/L

Plasma TBAR's 2702 2401  22%+01 24+ 01  240+01 25+01

UMol/L

Plasma SH groups  4.89+020 526+0.20 5.56*+0.20 526+0.20 5.14+0.10 4.97+0.20
MUMol/g prot

RBC Se-GPx U/lgHb  41.25+2.80  41.47+£2.60 41.76%.70 4558 £3.10 4657+3.40  46.17+3.40
RBC Cu ZnSOD 1.17+£0.05 1.15+0.1 1.20+£0.1 1.30+£0.05 1.2740.03 1.37 £0.05
U/mg Hb

Fasting Glucose 1141+ 2.2 1148+ 6.8 102.2*+4.3 1120+£32 109.0+5.7 113+ 4.6
mg/dL

Fasting Insulin 11.34+£170 11.95+594 1415+11.19 10.30£1.76 9.47+159 9.56 + 1.88
pmol/ml

*p<0.05

Figure 1: Correlation between plasma lipoperoxidation and glycemia after 12 weeks of
supplementation

correlation r=0.74; p<0.01
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Figure 2: Time-dependant evolution of the oxidative stress parameters
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IX-3 - Histidinate de chrome : absence de toxicité et propriétés an-

tioxydantes potentielles

Cette partie du travail de thése s’est intéressée au chrome III (Cr3+), oligoélément essentiel
dont I’effet insulino sensibilisateur et antioxydant est largement décrit dans la littérature, en
particulier chez le diabétique de type 2, I’obese et, de facon plus générale, les sujets insulino-

résistants (voirl “ Partie, page 45 a 54).

Malgré ces propriétés qui permettent d’envisager le bénéfice d’apports en chrome III (Cr’")
dans la prévention du syndrome métabolique, une controverse s’est développée quand a la
toxicité potentielle de la supplémentation en chrome III (Cr’"). Dans ce travail, nous nous
sommes attachés a démontrer non seulement ’absence de toxicité (publication E), mais aussi
les propriétés antioxydantes potentielles d’une nouvelle forme de supplémentation récemment
mise sur le marché des compléments alimentaires nord-américains et européens, I’histidinate

de chrome (Cr(His)3) ( publication F).

IX-3-1 - Contexte de la recherche

Contrairement au chrome VI (Cr™), trés toxique, le chrome III (Cr’") est un oligoélément es-

sentiel qui régule le métabolisme glucidique et lipidique et augmente la sensibilité a
I’insuline. Ces propriétés ont ¢té confirmées dans de nombreuses €tudes, mais I’ampleur de
ses effets dépend essentiellement du statut en chrome des sujets (Anderson, 2003; Cefalu et
Hu, 2004). Les supplémentations en chrome III (Cr’") comme traitement adjuvant ou préven-
tif sont déja proposées pour corriger les déficits chez les sujets atteints de pathologies asso-
ciées a une diminution a sensibilité de 1’insuline, tel que le syndrome métabolique, 1’obésité et
le diabete. En raison de la forte prévalence de ces pathologies, et du fait que cet ¢lément
puisse participer a I’amélioration du rapport masse grasse/masse maigre au niveau abdominal
(Anderson, 1998 b ; Martin et al., 2006; Pittler et al., 2003), et diminuer I’appétence pour le
gott sucré, il n’est pas surprenant que cet ¢lément ait suscité ces derniéres années un véritable

engouement du marché des compléments alimentaires.

Cependant, alors que I’innocuité du chrome III (Cr’") semblait acquise (Anderson et al.,
1997a ; Anderson et al., 1997b), elle a été¢ récemment remise en cause par certains travaux
(Bencheikh-Latmani et al., 2007 ; Kirpnick-Sobol ef al., 2006) qui montrent que le chrome 11
(Cr’") pourrait interagir directement avec I’ADN, et que son potentiel redox serait impliqué

dans la production d’especes réactives d’oxygene et dans des dommages oxydatifs induisant
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des mutations déléteres de I’ADN (Balamurugan et al., 2004 ; Vincent, 2003). Cet effet géno-
toxique pourrait étre 1ié & sa capacité du chrome III (Cr’") a participer a la réaction de Fenton

et produire des espéces radicalaires de type °OH (Tsou ef al., 1996) selon la réaction:
Cr(11I) +H,0, —> Cr(1V) + °OH +OH'.

La toxicité du chrome III (Cr’") pourrait aussi étre provoquée en partie par son ligand. En
effet, plusieurs études ont montré I’implication de 1’acide picolinique dans des aberrations
chromosomiques, ainsi que 1’implication des adduits de I’ADN provoqués lors de traitement
par le picolinate de chrome (Speetjens et al., 1999; Stearns et al., 1995b). Cependant ces étu-
des, toutes réalisées in vitro, présentaient de nombreuses limites méthodologiques. Paradoxa-
lement, d’autres travaux chez des patients diabétiques (Anderson et al., 2001 a; Racek et al.,
2006 ; Yang et al., 2006) ont montré que le chrome III (Cr’") avait des propriétés antioxydan-
tes qui pourraient en partie rendre compte de son effet bénéfique, la prévention du stress oxy-
dant étant étroitement liée a la lutte contre les complications du syndrome métabolique et du

diabéte de type 2.

Dans ce contexte, 1’objectif de notre travail sur le chrome III (Cr3+) a été :

e d’une part, de déterminer si les différentes formes galéniques de chrome IIT (Cr’") utilisées
comme suppléments ou traitements pharmacologiques dans la prévention ou le traitement
de I’obésité, du diabéte de type 2, et du syndrome métabolique présentaient une toxicité.
Nous avons dans ce but évalué et comparé¢ le risque de toxicité et de génotoxicité des for-
mes de chrome III les plus utilisées (histidinate, picolinate, chlorure), ce qui nous permis de
proposer un classement de ces formes en fonction de leur innocuité (Publication E).

e L’histidinate de chrome (Cr(His);) se révélant la forme la plus intéressante, capable de pro-
téger les cellules d’un stress oxydant, nous avons cherché a déterminer par quel mécanisme
I’hisdinate de chrome (Cr(His)s) pouvait agir comme antioxydant. Nous avons ¢étudi¢ 1’effet
du chrome (Cr(His)3) sur I’expression des génes antioxydants et de la réparation, a partir
d’un modele de biopuce réalisée au laboratoire en collaboration avec le Département de

biologie intégrée du CHU de Grenoble (Publication F).

IX-3-2 - Présentation des résultats de la publication E :

Les résultats de ce travail sont présentés dans ’article :

"Safety of trivalent chromium complexes: No evidence for DNA damage in human Ha-
CaT keratinocytes".
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Isabelle Hininger-Favier , Rachida Benaraba, Mireille Osman, Henri Faure, Anne Marie
Roussel, and Richard A. Anderson

Free Radical Biology & Medicine, 2007, 42 1759-17635.

Nous avons évalué la cytotoxicité des formes galéniques du chrome III les plus utilisées sur le
march¢ (picolinate, histidinate, chlorure) en la comparant a celle du chrome VI qui a été notre
témoin positif tout au long de ce travail. Pour cela, nous avons d’abord cherché a déterminer
la concentration en chrome III (Cr’") nécessaire pour induire 50 % de cytotoxicité (DL50) sur
un modele cellulaire de type kératinocytes humains non transformés. La cytotoxicité du
chrome III (Cr’") évaluée par le test de survie (MTT) a été obtenue pour des doses trés large-
ment supérieures a celle du chrome VI (120 fois et 200 fois plus pour le chlorure et
I’histidinate de chrome (Cr(His)s) respectivement). Ce premier travail nous a permis de pro-

poser un classement de toxicité (DL50) des différentes formes de Cr :

Cr VI (CrO4Nay) : 50 uM > chlorure de chrome (CrCls, 6H,0): 6mM > histidinate de
(Cr(His)3) : 10mM

En raison du seuil de solubilité du picolinate, nous n’avons pas pu atteindre sa DL50. Toute-
fois, nous avons pu vérifier qu’a sa dose maximale de solubilit¢ (120 uM), le picolinate

n’était pas cytotoxique.

Parall¢lement au test de MTT, nous avons réalisé les dosages de lactate déshydrogénase, un
marqueur enzymatique de nécrose. Quelle que soit la forme testée, nous ne montrons aucun
effet délétére du chrome sur ce test, ce qui suggere que la diminution de la viabilité cellulaire
observée avec le test MTT n’est pas due a une mort cellulaire, mais plutdt a un arrét de crois-
sance cellulaire. Cet effet sur la croissance cellulaire pourrait étre relié soit a un arrét du cycle
cellulaire pour permettre aux systemes de réparation d’entrer en action, soit a un effet spécifi-

que du chrome sur les facteurs de croissance.

Nous avons alors cherché a définir le mécanisme pouvant étre impliqué dans la cytotoxicité
du chrome III (Cr3+), en évaluant le risque génotoxique (Tableau XII et Figure 28). Apres
exposition aux différentes DL50, nous confirmons la forte génotoxicité du Cr VI (O'Brien et
al., 2005) évaluée par une augmentation significative des dommages a I’ADN a la fois par le
test des comeétes et le dosage des 8-OHdG (Blasiak et Kowalik, 2000; Lee et al., 2004). Le
chlorure de chrome a la DL50 (6 mM) comme le chrome VI, bien qu’a un niveau d’intensité
plus faible, entrainent une augmentation significative des lésions de I’ADN par cassures sim-

ple brin (Tableau XII) et une augmentation des bases oxydées (Figure 28), suggérant un effet
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proxydant du CrCl;, Cet effet pro-oxydant semble confirmer les travaux de Balamurugan et al.
(2004) montrant une activation de la caspase 3, donc une mort par apoptose. En revanche,
nous n’observons aucune augmentation des dommages a I’ADN avec le (Cr(His);) comparati-
vement aux cellules témoins n’ayant pas été exposé€es au chrome. Le mécanisme d’action
pourrait étre une inhibition de la croissance cellulaire ou une intervention du ligand dans la
toxicité potentielle attribuée au chrome III , ce qui avait ét¢ déja proposé pour le picolinate de

chrome dans un travail antérieur (Stearns et al., 1995a).

Tableau XII : Taux de dommages a ’ADN en présence de chrome VI et des différentes
formes de chrome III aux doses DL50

%Tail
Controle 2.12+£0.58
Histidinate de chrome (10mM) 2.13+£0.34
Chlorure de chrome (6mM) 5.68 + 1.68%*
Dichromate de sodium (50uM) >] 2%k

Chaque traitement a été répété dans trois essais séparés. Le nombre de cellules analysées par
essai était de 150. Les données sont exprimées en % Tail £ SD mesurés par la technique Co-
mete. *p< 0.05; ***p< 0.001
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501"]
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Figure 28 : Taux de 8-OHdG aprés exposition des keratinocytes HaCaT aux concen-
trations de chrome III et chrome VI correspondant aux DL 50

Les cellules ont été exposées pendant 24 a 37°C au (Cr(His)3) (10mM) ou CrCl; (6mM);
CrVI (50uM). Les données sont exprimées en % de dommages a I’ADN exprimées par
rapport au contrdle estimé a 100%. *p<0.05, *** p<0.001
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La premicere partie de I’étude ayant été réalisée sur les cellules ayant résisté aux effets toxi-
ques, il était important de déterminer quel pouvait étre I’effet du chrome a des doses inférieu-
res aux DL50, afin de s’amender de I’effet "cellules-résistantes". Dans la suite de ce travail,
nous avons donc cherché a définir si le chrome, a des doses non cytotoxiques, pouvait cepen-
dant présenter un risque génotoxique. Nous avons alors choisi de travailler aux doses maxi-
males pour chacune des formes pour lesquelles le risque cytotoxique était nul (100 % de sur-
vie). Nous avons expérimentalement défini ces doses comme 250 uM pour (Cr(His);) et
CrCl;, et 120 uM pour le picolinate de chrome. A ces doses, nous avons mis en évidence une
diminution significative des bases oxydées, évaluée par le taux de 8-OHdG, illustrant un effet
protecteur des formes de chrome vis a vis de 1’oxydation des bases oxydées (Figure 29). Nous
avons observé également une baisse non significative des cassures simple brin (Tableau XIII).
Le manque de sensibilité de la technique pour déterminer une diminution d’un taux basal peut
rendre compte du manque de significativité (cette technique est en effet surtout utilisée pour
déterminer une augmentation des dommages suite a une exposition a un agent génotoxique).
Toutefois, cette baisse n’est pas surprenante, puisque le taux de cassures par la technique co-
mete peut étre di soit a une augmentation des dommages par cassures directes, soit également
a une augmentation de 1’activité des systémes de réparation des bases oxydées. Ainsi la dimi-
nution du taux de bases oxydées par le chrome peut étre expliquée par une moindre sollicita-

tion des systémes de réparation, puisque le taux de bases oxydées est diminué.

Tableau XIII : Taux de dommages a I’ADN en présence des différentes formes de
chrome III pour les doses non toxiques les plus élevées.

%Tail
Controle 2.05+0.55
Histidinate de chrome (250uM) 1.97 £ 0.31
Chlorure de chrome (250 uM) 1.93 £0.32
Picolinate de chrome (120uM) 1.50 £ 0.18 (p<0.07)

(saturating solution)
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Chaque traitement a été répéte dans trois essais séparés. Le nombre de cellules analysées par
essai était de 150. Les données sont exprimées en % Tail £ SD mesurés par la technique Co-
mete.

100+

[e2]

<
\\\\\\I\\\\

e

Control Cr Pic. CrHis CrCl3

Figure 29 : Taux de 8-OHdG aprés exposition des keratinocytes HaCaT aux diffé-
rentes formes de chrome III pour les doses non toxiques les plus élevées.

Les données sont exprimées en taux de % de 8-OHdG comparativement au controle

correspondant au 100 %. *p<0.05

Chaque traitement a été répété dans 3 essais séparés. Les concentrations étaient : picolinate de

chrome 120 puM, histidinate de chrome 250 uM, chlorure de chrome 250 uM.

Enfin, certains travaux ayant fait état d’un risque réactionnel du chrome III (Cr’") & participer
a la réaction de Fenton et produire des especes radicalaires de type °OH en présence de H,O,
, (Tsou et al., 1996), nous avons évalué ce risque en exposant nos cellules préalablement in-
cubées avec les différentes formes de chrome a une concentration en H,O, de 50 uM durant
30 minutes. Cette concentration a été expérimentalement définie pour entrainer une augmen-
tation de 50 % des dommages a I’ADN mesurés par le test des comeétes. En présence d’H,O,,
I’exposition des cellules aux différentes formes de chrome III aux doses maximales dépour-
vues d’effets néfastes (histidinate de chrome 250 uM, chlorure de chrome 250 uM et picoli-

nate de chrome 120 pM) n’a provoqué aucune augmentation des dommages a I’ADN.

Ainsi, contrairement a d’autres auteurs qui avaient évoqué un effet “Fenton-like” du Cr III et
avaient rapporté un effet génotoxique (Bencheikh-Latmani et al., 2007 ; Qi et al., 2000 ; Tsou
et al., 1996), nous n’avons pas observé de toxicité. Les différents modeles utilisés dans les
études et la nature du composé (chrome VI métabolisé en chrome III) expliquent les résultats

contradictoires. En effet, dans la majorité des études ayant relaté une toxicité du Cr’”, les au-
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teurs ont travaillé sur de I’ADN isolé de type plasmide, alors que nous avons travaillé sur des
modeles cellulaires pour respecter au mieux les conditions physiologiques, car il est largement

admis que le chrome III (Cr3+) est trés peu absorbé par la cellule (Anderson ef al., 2004 b).

Tableau XIV : Dommages a I'ADN de cellules préalablement incubées avec différentes
formes de chrome et exposées a un stress oxydant

% Tail
Controle stress oxydatif induit par H,O, 3,60 +0,10
+ histidinate de chrome (250 uM) 3,59+ 0,04
+ histidinate de chrome (50 pM) 2,70 £ 0,25 *
+ histidinate de chrome (5 uM) 2,90 £0,35 *
+ chlorure de chrome (250 uM) 3,04+0,19
+ chlorure de chrome (50 M) 2,60 £0,14 *
+ chlorure de chrome (5 uM) 2,75+£0,15*
+ picolinate de chrome (120 uM) 3,59+0,10
+ picolinate de chrome (50 uM) 2,90 £ 0,25 *
+ picolinate de chrome (5 uM) 2,90+0,15*

Chaque traitement a été répété dans 3 essais séparés. Le nombre decellules analysées par
essai était de 150. Les données sont exprimées en % Tail £ SD mesurés par la technique Co-
mete. * p<0.05.

De plus, a des doses comparables a celles supposées étre absorbées apres une supplémentation
apportant 200 pg de chrome, de I’ordre de 50 et 5 uM, nous avons observé un effet bénéfique
contre les dommages oxydatifs induits par le peroxyde d’hydrogéne H,O, (Tableau XIV),
illustrant un effet protecteur du Cr(IIl) contre les effets génotoxiques de H,O,. Nos résultats
sont en accord avec ceux de Jain et Kannan, (2001) qui ont montré, sur des monocytes en
cultures (U937 monocytes), une inhibition par le CrCls du stress oxydant associée a une dimi-
nution de la lipoperoxydation et de la sécrétion de TNF-a.. Dans des hépatocytes, Tezuka et
al., (1991), ont, eux aussi, observé que le CrCl; diminuait le taux de peroxydation lipidique.
Ces résultats sont en accord avec des études chez des diabétiques de type 2 (Anderson ef al.,
2001 a) (Racek et al., 2006) (Yang et al., 2006) qui rapportent une diminution de la peroxyda-

tion lipidique chez les sujets supplémentés.

En conclusion, I’ensemble de ces résultats met en évidence I’absence de risque génotoxique

du chrome III (Cr 3+) évalué par le taux de cassures a ’ADN et le taux de 8-OHdG pour
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les différentes formes de chrome III utilisées comme compléments alimentaires et testées
dans cette étude. De plus, la forme histidinate de chrome présente méme, dans les condi-

tions de notre étude, des propriétés antioxydantes.

Dans la suite du travail de thése, nous avons poursuivi 1’étude de I’histidinate de chrome et

cherché a établir quel était le mécanisme potentiellement impliqué dans cet effet antioxydant.

IX-3-3 - Publication E

Free Radical in Biology and Medicine, 2007, 42, 1759-1765

Safety of trivalent chromium complexes: no evidence for DNA damage in human Ha-
CaT keratinocytes

Isabelle Hininger”, Rachida Benaraba®, Mireille Osman®, Henri Faure®, Anne Marie Rousse-
1, and Richard A. Anderson®

*Laboratoire NVMC (Nutrition, Vieillissement, Maladies Cardiovasculaires), EA 3746, J. Fourier University,
Domaine de la Merci, 38700 La Tronche, France and SNutrient Requirements and Functions Laboratory, Belt-
sville Human Nutrition Research Center, USDA, ARS, Beltsville, MD

Address all correspondence to: Dr. Richard A. Anderson; USDA, ARS, BHNRC, NRFL; Bldg. 307C, Rm. 222,
BARC-East; Beltsville, MD 20705-2350; telephone: 301/504-8091; fax: 301/504-9062; E-mail:
andersonr(@ba.ars.usda.gov

This work is part of the Scientific Cooperative Convention Agreement (# 58-1235-4N-F033) between the Hu-
man Nutrition Research Center (Belstville, MD, USA) and the Joseph Fourier University (Grenoble, France).
Running title: Safety of chromium II1

ABSTRACT

While the toxicity of hexavalent chromium, which is used for industrial purposes, is well es-
tablished, trivalent Cr is an essential nutrient with very low toxicity. Several studies have
demonstrated beneficial effects of supplemental trivalent Cr in subjects with reduced insulin
sensitivity with no documented signs of toxicity. However, recent studies have questioned the
safety of supplemental trivalent Cr complexes. The objective of this study was to evaluate the
cytotoxic and genotoxic potential of the Cr(IIl) complexes (histidinate, picolinate and chlo-
ride) used as nutrient supplements compared with Cr(VI) dichromate. The cytotoxic and
genotoxic effects of the Cr complexes were assessed in human HaCaT keratinocytes by de-
termining the concentrations of Cr required to decrease cell viability assessed by determining
the ability of a keratinocyte cell line ( HaCaT) to reduce tetrazolium dye, MTT [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5- diphenyltetrazolium bromide]. DNA damage using Comet assay
and the production of 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OHdG) were also determined with and
without hydrogen peroxide-induced stress. The LC50 for human cultured HaCaT keratino-

cytes was 50uM for hexavalent sodium dichromate and more than 120-fold higher for Cr
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chloride (6mM) and Cr histidinate (10mM). For Cr picolinate, at saturating solution (120
uM), the LC50 was not attained. High Cr(III) concentrations, 250uM Cr as Cr chloride and
Cr histidinate and 120 uM Cr picolinate (highest amount soluble in the system), not only did
not result in oxidative DNA damage but exhibited protective antioxidant effects when cells
were exposed to hydrogen peroxide-induced oxidative stress. These data further support the

low toxicity of trivalent Cr complexes used in nutrient supplements.
Key words : trivalent chromium, Cr(II) genotoxicity, DNA damage, oxidative stress

INTRODUCTION

Naturally occurring trivalent Cr (Crlll) can be converted to the hexavalent form (CrVI) at
high pH and temperature. Hexavalent Cr is a well documented toxin, mutagen and carcino-
gen [17]. Cr (VI) induces oxidative stress, DNA damage, apoptotic cell death and altered gene
expression [28]. In contrast, trivalent Cr is an essential trace element that potentiates insulin
action and is required for normal lipid and carbohydrate metabolism [3] [4] [15]. Western
diets are often low in Cr(III) and numerous studies have shown beneficial effects of supple-
mental Cr on glucose, insulin, lipids and related variables of subjects with glucose values
ranging from slightly elevated to diabetic [3] [4] [15] [1]. Chromium is an essential nutrient
and not a drug; therefore only subjects whose impaired glucose, insulin, lipid and related ab-
normalities are related to insufficient dietary Cr will be improved by additional Cr [3]. Several
dietary Cr(III) supplements are currently available to alleviate this deficiency and they are
widely used since interventional trials have demonstrated the beneficial effects of Cr(III) sup-
plementation on insulin sensitivity, blood lipids, related abnormalities and potential effects in
reducing weight [2] [29]. Effects on weight reduction are controversial [43] but most studies
that do not report effects on weight or lean body mass are short-term (less than 12 weeks),
involve healthy, young normal subjects with good insulin sensitivity and also involve 200 pg
or less of supplemental Cr [2]. A recent well-controlled study involving subjects with type 2
DM on sulfonylurea therapy documented an effect of supplemental Cr(III) on attenuated body
weight gain and visceral fat accumulation in addition to improvements in insulin sensitivity

and glucose control [27].

When Cr(VI) enters the cells it is reduced to Cr(IIl) and the resulting trivalent Cr can attack
cellular components including DNA. However, naturally occurring Cr(IIl) has a weak ability
to enter the cell and only very low levels of Cr(Ill) enter the nucleus. Despite this, there are
reports of DNA-damaging effects of Cr(III) both in the cellular and cell-free systems. The

redox potential of Cr has been implicated in the generation of oxidative damage causing dele-
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terious DNA mutations [38] [43] [40]. The deleterious interaction of Cr(IIl) with DNA is sup-
ported by direct Cr-DNA binding [25] [45]. The possible carcinogenic mechanisms of Cr(III)
might also be related to its ability to generate hydroxyl radicals (°OH) via a Fenton reaction
[42]. It has been reported that Cr(III) picolinate causes chromosomal damage and DNA dam-
age and some of these papers demonstrated that the picolinate moiety may be responsible for

this toxicity [36] [38].

The objective of this study was to elucidate the safety of trivalent Cr complexes used as sup-
plements by evaluating the cytotoxic and genotoxic potential of the Cr(III) complexes (histid-
inate, picolinate and chloride) as compared with Cr(VI) dichromate. DNA damage in human

HaCaT keratinocytes with and without H,0,-induced oxidative stress was evaluated.

MATERIALS AND METHODS

Reagents

Cell medium RPMI 1640 was obtained from Invitrogen Corporation, (95613 Cergy Pontoise
Cedex, France), Fetal Calf Serum from ATGC Biotechnologie (Noisy-le-grand, France),
penicillin and streptomycin from Roche Diagnostic, (France) and sodium dichromate from
Aldrich Chemical Co. (Milwaukee, WI, USA). All chemical compounds were of analytical
grade or higher.

Cell culture and chromium complexes

HaCaT keratinocytes (2x10° cells/ 35 mm Petri dish) were incubated for 24 h at 37°C in
RPMI 1640 medium supplemented with 10% fetal calf serum containing penicillin (1.25
U/ml) and streptomycin (0.00125 U/ml) with varying concentrations of the forms of Cr evalu-
ated in this study (histidinate, picolinate and chloride). Synthesis and absorption of the Cr(III)
complexes have been described [6]. The chromium histidine complex contained 3 moles of
histidine per mole of chromium and the binding of the Cr to the imidazole nitrogen was con-

firmed using proton and 13C NMR.
Cell viability (MTT assay)

The concentrations of Cr(III) required to induce a decrease of cell viability were assessed by
determining the ability of the HaCaT cells to reduce tetrazolium dye, MTT [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5- diphenyltetrazolium bromide]. The assay is based on cleavage of
the tetrazolium salt, MTT, by mitochondrial succinate dehydrogenase to form a colored solu-
ble formazan complex which is quantified spectrophotometrically at 570 nm. The keratino-

cytes suspension with 100 pul of medium (20,000 cells/well) was seeded in 96-well culture
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plates. The next day, varying amounts of the Cr complexes were added to the wells and the
culture plates were incubated for 24h at 37°C. For the MTT assay, 10 ul MTT (5 mg/ml stock
in PBS) were added to each well and cells were incubated at 37 °C for 2h. Viable cells con-
vert the soluble yellow MTT to insoluble purple formazan by the action of mitochondrial suc-
cinate dehydrogenase. 100 ul of dimethylsulfoxide (DMSO) were added to dissolve the for-
mazan crystals. The optical density was measured at 570 nm with a microplate reader (Mul-
tiskan, Labsystem) and the amount of formazan produced was calculated by using molar ex-
tinction coefficient of 51,000. The absorbance is proportional to viable cell number and sur-

vival was calculated as the percentage of the staining values of untreated cultures.

LDH release

The release of lactate dehydrogenase (LDH) is a marker of cell necrosis, and the activity of
LDH is correlated with cell death. LDH activity was measured using Sigma Diagnostics LDH
kit # 500 (St. Louis, MO).

DNA damage by the Comet assay

The Comet assay was performed according to the procedure of Sing et al., [34] modified by
Hininger et al. [20]. Ten microliters containing roughly 20,000 cells were mixed with 110 pl
of 0.6 % low melting point agarose in RPMI 1640 at 37 °C. 110 pl of the mixture were lay-
ered onto a slide pre-coated with thin layers of 1% agarose, and immediately covered with a
cover glass. Slides were left for 10 min on ice to allow the agarose to solidify. After gently
removing the cover glass, the slides were immediately immersed into an ice-cold freshly pre-
pared lysis solution (2.5 M NaCl, 10 mM Na,-EDTA, 10 mM TRIS hydroxymethyl-
aminomethane, 1% sodium sarcosinate, 1% Triton 100 X and 10 % DMSO, pH 10) to lyse the
cells and to allow DNA unfolding. After 1h in the dark at 4°C, the slides were immersed for
25 min in a fresh alkaline electrophoretic buffer (300 mM NaOH, 200 mM Na,-EDTA, pH
13) for unwinding and then separated by electrophoresis (25 V / 300 mA, 25 min). All the
steps were carried out under minimal illumination. The electrophoresis tank was covered with
black paper to avoid any additional light-induced DNA damage. Once electrophoresis was
completed, slides were neutralized (3 x 5 min; 0.4 M TRIS pH 7.5). The dried microscope
slides were stained with ethidium bromide (20 pg/ml in distilled H,O; 50 pl/slide), covered
with a cover slip prior to be analyzed using a Zeiss fluorescence microscope under green
light. Results were expressed as percentage of DNA in the tail (% Tail). Fifty images were

randomly selected from each sample, and the size of the tail, which corresponds to the in-
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creased DNA damage, was measured. Three parallel tests with aliquots of the same sample of

cells were performed for a total of 150 cells, and the % mean tail was calculated.

Measurement of oxidized bases (8-OHdG)

After cell membrane disruption, DNA was extracted at pH 8 in presence of 100 uM desferox-
amine solution with Nal, 4 mM, and isopropanol, washed once with 2 ml isopropanol and

once with 2 ml 70% ethanol, and dissolved in 175 pl of desferoxamine solution.

DNA was hydrolysed for 1 hour with 10 U of nuclease P1 at 37°C. Nucleotides were dephos-
phorylated using 8 U of alkaline phosphatase for 1 hour at 37°C. Proteins were removed by
ultrafiltration with the MPS-1 kits. The nucleoside solution was then analyzed by HPLC and
coulometric detection using the general methods described by the ESCODD group [19].

8-Oxo0-deoxyguanosine (80OHAG) production was measured in the column eluent by coulome-
try with a 190 mV potential applied on the first electrode and a 310 MV potential on the sec-
ond electrode and detected by spectrophotometry at 280 nm. Mobile phase consisted of 2 li-
ters of a 50 mM pH 5.5 phosphate buffer containing 12% methanol and HPLC separation was
run at 26°C. Under these conditions, 8-oxo-deoxyguanosine (8-OHdG) was eluted at 12 min
and desoxyguanosine (dG) eluted at 9 min. The data are expressed as % of 8-OHdG/10°dG

compared with control.

H,0,- induced oxidative stress

The cells were submitted to hydrogen peroxide (50 uM) for 30 min at 37°C after a 24h prein-
cubation period with concentrations of Cr(III) at 5, 50 and 250 uM. Each experiment included

a control group of cells exposed to H,O, at 50uM without Cr preincubation.

Statistical methods

The data were expressed as mean + SD. The differences between means were evaluated by
applying Student’s t and ANOVA test. The level of statistical significance was set at p<0.05.

The data were analyzed using Statistica Package (StatSoft Software, Paris, France).

RESULTS
Evaluation of DNA damage at LC50
- Cell viability

Cell viability, expressed by % of cell survival in presence of Cr(IlI) compounds and sodium
dichromate, is presented in Figure 1. The LC50, evaluated by MTT test, was 50uM for
hexavalent sodium dichromate and more than 120-fold higher for Cr chloride (6mM) and Cr
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histidinate (10mM). For Cr picolinate, at saturating solution (120 uM), LC50 was not at-
tained.

- Cell necrosis

There was no significant cell necrosis assessed by LDH release when keratinocytes were in-
cubated with Cr chloride (6mM) and Cr histidine (10mM) at LC50.
- DNA damage-

Cell exposure to sodium dichromate and Cr chloride at LC50 led to a significant increase, 500
and 250% increase of tail extent, respectively, in DNA damage assessed by Comet assay in
comparison with control cells (Figure 2) whereas there were no oxidative DNA alterations in
cells exposed to Cr histidinate (Figure 2, Table 1) assessed using both the Comet assay and 8-
OHAG production. A significant increase of oxidized bases as 8-OHdG was observed with

sodium dichromate and Cr chloride and no detected changes with Cr histidinate (Figure 3).
Evaluation of DNA damage at the highest noncytotoxic concentrations of

Cr(I1)

Using the MTT test, we determined the highest doses that did not result in cytotoxic effects:
250 uM for Cr chloride; 250uM for Cr histidinate and 120 uM for Cr picolinate. As shown in
Table 2, after 24h incubation with Cr chloride (250uM), Cr histidinate (250uM) and Cr pi-
colinate (120uM), these high metal concentrations did not cause DNA damage assessed by
the Comet assay (Table 2) and, in parallel, we observed a decrease in 8-O0HdG of 30% or
more (p<0.01) (Fig 4).

Evaluation of DNA damage in cells submitted to H,O, induced stress

In cells preincubated for 24h with Cr(III) forms and then submitted to H,0, - induced oxida-
tive stress, there was no evidence for pro-oxidant effects of the forms of Cr tested. In contrast,
we observed significant protective effects on DNA oxidative damage monitored by a decrease
in % tail moment when cells were preincubated with Cr histidinate, Cr picolinate and Cr chlo-

ride at 50 and 5 uM (Table 3).
DISCUSSION

Skin cells, HaCaT human keratinocytes, were used as a model for Cr toxicity since Cr salts
have been shown to induce skin cancer and contact allergic dermatitis [21]. These cells have
been used as a suitable model for chromium, nickel and cobalt toxicity studies [18]. Lympho-

cytes [10] [11], bacterial cells [30] and dermal fibroblasts [33] have also been used to study
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the genotoxicity and cytotoxicity of chromium. However, cells in culture do not mimic the

environment of the GI system, and are a limitation for interpreting the data.

Reduction of Cr(VI) is associated with free radical reactions and plays an important role in
Cr(VI)-induced carcinogenesis [13]. In human HaCaT keratinocytes, we confirmed that so-
dium dichromate was highly genotoxic with increased DNA damage evaluated by Comet as-
say, a sensitive method to assess DNA damage [26] and an increased 8-OHdG production, a
good marker of oxidative stress [32]. In comparison, Cr(III) compounds as chloride and his-
tidinate, were 120 and 200-fold less toxic, respectiviey. The range for LC50 toxicity was
NaCr(VI) (50uM)>Cr chloride (6mM) >Cr histidinate (10mM). These concentrations are in
the same range as those studied in human HaCat keratinocytes [ 18] with EC50 (24h) values of
30uM for Cr(VI) and Cr chloride not toxic up to ImM. In our study, the toxicity at LC50 is
not associated with an increase in LDH release, a marker of necrosis. Despite the toxicity of
Cr (ITI) as chloride is very low, this toxicity was already reported higher than those of picoli-
nate in human fibroblast studies [33]. In cell free systems, caspase 3 activation has also been

described as possibly involved in Cr chloride - induced apoptosis [10].

Even though the toxicity of Cr picolinate has never been demonstrated in humans, the safety
of this form has been questioned [43] and extensively examined for its toxicity regarding its
ability to generate oxidative stress and being mutagenic. In the present work, we observed that
Cr picolinate at 125uM (saturating solution) exhibited the least toxicity in decreasing the sur-
vival rate of the cells (data not shown) compared with Cr chloride and Cr histidinate. Our ob-
servation is in agreement with those of Shrivastava et al. [33] in fibroblasts that showed a
lower decrease of cell viability with Cr picolinate than with Cr chloride. Most studies of
genotoxicity in cellular systems have been negative for chromium. However, other studies
suggest that Cr picolinate may cause oxidative DNA damage and therefore could be
mutagenic. Cr(Ill) picolinate has been reported to generate increased hydroxyl radicals [9],
cleave DNA [36], induce apoptosis of lymphocytes [11] and alter DNA topology in bacterial
cells [30]. It has been suggested that the potential intracellular accumulation of Cr(III) could
be a leading factor of the formation of bonds between Cr(III) and DNA, causing genotoxic
effects. However, most of these studies were done in cell free systems using DNA purified as
biological materials whereas it is generally considered that only small amounts of Cr(III)
compounds are absorbed and enter cells in animals. The absorption of Cr in animals is very
low, usually less than 2% [2] [6], therefore the nucleus of the cell is not exposed to high levels

of Cr. Recently, mutagenicity of chromium picolinate and chloride was studied in Salmonella
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typhimurium and L5178 lymphoma cells [44]. Neither chromium picolinate nor chromium
chloride induced a mutagenic response in Salmonella typhimurium. In contrast, in the
L5178Ymouse lymphoma mutation assay, chromium picolinate induced mutagenic response
at relatively non-toxic dose levels. While lymphocytes exposed to Cr(VI) displayed extensive
DNA damage, such an effect was not observed when Cr(III) was tested and the Comet assay
did not indicate the involvement of oxidative mechanisms in the DNA damaging activity of

trivalent Cr [13].

In J 774A.1 macrophages, Bagchi et al., [8] reported low levels of oxidative stress, low (1.2-
1.3-fold) increases in DNA fragmentation and no significant loss in cell viability with 30 to
50 pg/ml concentrations of Cr picolinate. In parallel, characterization of non-mutagenic
Cr(IIT)-DNA interactions have been published [12]. In animals, data are also controversial. In
rats, the lack of toxicity of Cr chloride and Cr picolinate have been established [5]. Similarly,
Cr chloride or Cr niacin, used also as nutritional supplements, were unlikely to produce oxida-
tive damage in animals [9]. In contrast in hamster cells in culture, Cr picolinate was reported
to be mutagenic and inducing morphological damage [39]. It was suggested that the coordina-
tion of Cr(III) with picolinic acid may make the metal more genotoxic than other forms of
Cr(Ill). However, these data are now contested since another recent study did not find a

mutagenic effect of Cr picolinate using the same hamster ovary cell model [35].

In obese subjects supplemented with 400 pg/d of Cr as Cr picolinate, Kato et al., [24] did not

observe increased oxidative DNA damage as measured by anti-HMdU antibody levels.

Regarding Cr histidinate, which is better absorbed than other available forms of Cr [6], there
was no DNA damage at the LC50 as assessed using the Comet assay and 8-OHdG production.
At this dose, an arrest to DNA synthesis could be suggested, given that non mutagenic Cr(III)-
DNA interactions have been shown to arrest DNA synthesis [14] [12].

The level at which trivalent Cr could become potentially harmful is however still an unan-
swered question. In this study, using the MTT test of cell viability, we determined the highest
noncytotoxic concentrations of Cr chloride, Cr histidinate and Cr picolinate. At these doses,
we observed a trend of the Comet tail moment to decrease and, for all the forms, a significant
(p<0.01) decrease of 8-OHdG production. These data suggest an antioxidant effect of Cr(III)
forms. They are in agreement with the study of Jain et al., [22] showing that Cr(III) chloride
inhibited oxidative stress and decreased lipid peroxidation and TNF-[] secretion in cultured
U937 monocytes. In hepatocytes, Tezuka et al., [41] also demonstrated that Cr(III) chloride

inhibited oxidative stress and decreased lipid peroxidation.
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In humans, our group also reported antioxidant effects of Cr (III) supplementation in a dou-
ble-blind clinical study involving people with type 2 diabetes [7]. These antioxidant effects
were also confirmed by another study using 600 pg/d of Cr from yeast in people with type 2
diabetes [16].

This study was also designed to investigate the effects of Cr(IIl) compounds on DNA damage
in presence of H0, (50uM) induced stress resulting in a 50% decrease in cell viability. After
24h preincubation of the cells with the Cr(III) compounds, there was a significant protective
effect on DNA damage for all forms of Cr(III) at doses below 100 uM and no deleterious ef-
fects at 250 uM. The dose range of Cr(Ill) showing protective effects was 50 and 5 uM.
These doses are comparable to the amounts humans are postulated to absorb in long term
daily supplementation with 200 pg of Cr as picolinate [37]. At these doses, we confirmed
antioxidant protective effects of Cr(III) complexes against H,O,. These effects have been re-
ported on protein oxidation and lipid peroxidation in a human promonocytic cell line [23].
Contrary to our data, another study [31] reported Cr(II1)/H202-induced DNA damage and a
Cr(IlT)-mediated Fenton-like reaction has been evoked. This notion can be refuted since such
a mechanism of DNA damage only occurs at supra-physiological doses of H,0, and there is
no evidence that this is a viable mechanism at environmental/nutritional concentrations of

Cr(IIT) and physiological amounts of H202.
CONCLUSION

We did not detect significant increased DNA breakage or increased levels of 8-0xodG in
Cr(IIT) treated cells and our data do not support genotoxicity of dietary Cr(Ill) complexes
used as dietary supplements. We demonstrated that high Cr(IlI) concentrations (250 uM Cr
chloride and Cr histidinate and 120 uM Cr picolinate) not only did not result in oxidative
DNA damage but rather antioxidant effects. When cells were exposed to H202-induced
stress, no oxidative damage was observed even at high Cr(IIl) concentrations (250uM). At
lower concentrations, below 100uM, which could be potentially found in nutritional supple-
mentation, we showed beneficial antioxidant effects of all the studied Cr(IlI) compounds

(chloride, histidinate and picolinate) in protecting DNA from oxidative damage.

This study does not support a lack of Cr(IIl) toxicity but rather low toxicity- lower than that

observed for most nutrients.
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Figure 1 : Viability of HaCaT keratinocytes in the presence of Cr(IlII) compounds and
sodium dichromate (Cr(VI))
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Table I : DNA damage in HaCaT keratinocytes in presence of Cr(VI) and Cr(III) forms
at LC50

%Tail
Control 2.12+£0.58
Cr histidinate (10mM) 2.13+£0.34
Cr chloride (6mM) 5.68 +1.68*
Sodium dichromate (50uM) >] 2%k

Each treatment was repeated in three separate assays. The number of cells in each treatment
was 150.

Data are expressed as % tail = SD assessed by Comet assay.

*p< 0.05; ***p< 0.001

Figure 2 : % DNA damage in HaCaT keratinocytes in presence of Cr(VI) and Cr(III)
compounds at LC50
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Human HaCaT keratinocytes were exposed for 24 h at 37°C to Cr(Ill) histidinate (10mM);
Cr(Ill) chloride (6mM); sodium dichromate (50uM). The number of cells in each treatment
was 150.

Data are expressed as DNA damage assessed by Comet assay compared with control as
100%.

*:p<0.05 - ***:p<0.001
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Figure 3 : 8-OHdG production in HaCaT keratinocytes in presence of Cr(I1I) and
Cr(VI) LCS50 concentrations
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Human HaCaT keratinocytes were exposed for 24 h at 37°C to Cr(Ill) histidinate (10mM);
Cr(Ill) chloride (6mM); sodium dichromate (50uM). The number of cells in each treatment
was 150. Data are expressed as DNA damage assessed by Comet assay compared with con-

trol as 100%.
*:p<0.05 - ***:p<0.001

Table 2 : No DNA damage in HaCaT keratinocytes in presence of Cr(IIl) forms at the
highest non cytotoxic doses

%Tail
Control 2.05+0.55
Cr histidinate (250uM) 1.97 £0.31
Cr Chloride (250 uM) 1.93+0.32
Cr Picolinate (120uM) 1.50 £ 0.18 (p<0.07)
(saturating solution)

Each treatment was repeated in three separate assays. The number of cells in each treatment
was 150.
Data are expressed as % tail = SD assessed by Comet assay.
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Figure 4 : 8-OHdG production in HaCaT keratinocytes in presence of Cr(IIT) forms at
the highest noncytotoxic doses
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Each treatment was repeated in three separate assays. In each assay, number of cells was 150
by treatment.

Concentrations: Cr picolinate 120uM, Cr histidinate 250uM, Cr chloride 250uM.

Data are expressed as % of 8-OHdG production compared with control group as 100%.

*: p<0.05

Table 3: DNA damage in cells preincubated with Cr(III) forms at various concentrations
and exposed to H,0,-induced oxidative stress

Tail %
Control
H202 induced oxidative stress 3.60 +0.10
Plus Cr histidinate (250uM) 3.59+0.04
Plus Cr histidinate (50uM) 2.70 £ 0.25*
Plus Cr histidinate (S5uM) 2.90 £0.35*
Plus Cr chloride (250uM) 3.04 £0.19
Plus Cr chloride (50uM) 2.60 £ 0.14%*
Plus Cr chloride (5uM) 2.75+ 0.15%*
Plus Cr picolinate (120uM) 3.59+0.10
Plus Cr picolinate (50uM) 2.90 + 0.25*
Plus Cr picolinate (5uM) 290+ 0.15%*

Each treatment was repeated in three separate assays. The number of cells in each treatment

was 150. The data are presented as % tail = SD.

*P<0.05.
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IX-3-4 - Présentation des résultats de la publication F

Les résultats de ce travail sont présentés dans I’article "Chromium III Histidinate Expo-
sure Modulates Antioxidant Gene Expression in HaCaT Human Keratinocytes

Exposed to Oxidative Stress"'.

Rachida Benaraba, Florence Hazane, Kita Valenti, Mireille Osman,Alain Favier, Anne-

Marie Roussel, Richard A. Anderson ,Isabelle Hininger-Favier
Soumis a Free Radical in Biology & Medicine, June 2007

Apres avoir montré qu’en situation de stress oxydant, le chrome III pouvait prévenir les
dommages oxydatifs induits par H,O, a I’ADN, nous avons cherché dans la suite de ce travail
a évaluer les mécanismes moléculaires impliqués dans ces effets, en étudiant la modulation de
I’expression des génes de défenses antioxydantes et de la réparation par le (Cr(His);), en si-
tuation basale et apres un stress H,O,. Cette étude devait nous permettre de savoir si les pro-
priétés antioxydantes du (Cr(His)s) étaient dues a un effet piégeur direct, ou s’il agissait en

modulant I’expression de genes de défenses antioxydantes.

Nous avons utilisé une biopuce a ADN contenant une batterie de génes impliqués dans la dé-
fense antioxydante et des geénes de la réparation. Cette biopuce a ¢été mise au point au Dépar-
tement de Biologie Intégré (CHU de Grenoble - Pr A Favier) en vue de 1’étude, sur des fibro-

blastes, des processus de vieillissement induits par un stress oxydatif.

Dans une premicre analyse, nous avons défini un profil d’expression propre aux kératinocytes

par I’analyse des transcrits qui sont toujours détectés et de ceux qui ne le sont jamais.

Nous avons pu ainsi relever, dans notre modele cellulaire, que les geénes les plus détectés
étaient ceux appartenant au systéme de défense antioxydant (7 sur 17 déposés) alors que ceux
appartenant a la famille des protéines régulatrices extracellulaires (ECM), spécifiques des
fibroblastes (Kahari et Saarialho-Kere, 1997) (Toy, 2005) ne le sont pas. Ce dernier résultat

¢tait intéressant, car il permettait de valider en partie la spécificité de la biopuce.

Parmi les transcrits de génes toujours détectés, on compte ceux appartenant a la famille des
enzymes antioxydantes : GPX1 impliqué dans la détoxication cellulaire de H,O, et celui de
thioredoxine (TXN), une oxydoréductase contenant des groupements dithiol-disulfide au sein
de son site actif, le géne Xeroderma pigmentosum C (XPC) appartenant au systeme de répara-

tion (XPC) (1 sur 32). Enfin 3 sur 5 génes ménagers, BACT, GAPDH et RPL32 sont expri-
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més. Nous montrons ainsi que le profil transcriptionnel des kératinocytes inclut les transcripts

des genes GPX1, TXN et XPC, leur permettant de se protéger des dommages oxydatifs.

Effet H,0, :

En réponse a un stress induit par H,O,, nous observons une augmentation significative de
I’expression de deux genes appartenant au systeme de défense antioxydante (AOE372, SCH1)
directement apres le traitement H,O,. Cette augmentation est maintenue 6 heures apres le trai-
tement H,O,. Six heures apres le traitement H,O,, on observe également une diminution de
I’expression de GSS, alors que I’expression de la SOD1 augmente de facon significative a 6
heures. La SOD 1 dismute le radical O, en H,0,. GSS catalyse la synthése du GSH, et la
protéine codant pour le gene AOE372 est une enzyme antioxydante appartenant a la famille
des peroxyrédoxines. L’activité peroxydase de I’enzyme réduit le peroxyde d’hydrogene et les
alkyl hydroperoxydes en eau et en alcool, en oxydant les équivalents-réducteurs fournis par
les groupements thiols de molécules agissant comme "donneurs". Il a été également suggéré
que cette protéine jouait un role clé dans 1’activation de la voie de signalisation en cascade
NF-kB en réponse a un stress oxydant. Faisant intervenir H,O, comme second messager, cette

voie est impliquée dans 1’apoptose et la régulation de la prolifération cellulaire.

Considérant le role clé de ces enzymes pour éliminer H,0, et les ERO, leur surexpression est
en accord avec nos conditions expérimentales. De plus, conformément a nos résultats, une
surexpression de AOE372 a également ét¢ décrite en réponse a un stress oxydant (induit par
I’irradiation gamma), dans des cellules HaCaT (Isoir et al., 2006). Enfin, la surexpression de
SHCI1 en réponse a un stress oxydant, un géne qui se trouve au croisement du stress oxydant
et de la génétique du vieillissement, a également ét¢ décrite dans d’autres modeles de stress
oxydant (Pandolfi et al., 2005). L expression de ce geéne a ét¢ impliquée dans 1’induction de
I’apoptose et le vieillissement cellulaire, ce qui encore une fois en accord avec nos conditions

expérimentales (Migliaccio et al., 1999).
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Tableau XV : Résumé des principaux résultats obtenus pour I’expression des genes a 0

heure et 6 heures
i) apreés un stress H,O,,

ii) aprés traitement des cellules par 50 pM Cr(I1I)His
iii) apreés un stress H,0, sur des cellules prélablement traitées par 50 pM Cr(III)His .

iEffet du traitement H,O, versus controle Oh 6h

SOD 1 ™ (p=0.0217)
AOE372 ™ (p=0.05) T (p=0.08)

SCH1 ™ (p=0.0302) T (p=0.1)

GSS 34 vs Oh (p=0.024)
FOSB ™ (p=0.03) 4 vs Oh (p=0.07)
ii Effet CrHis versus controle

AOE372 ™ (p=0.01)

GSS ™ (p=0.0201)

SCH1 ™ (p=0.0515)

POLD2 ™ (p=0.6)

FOSB ™ (p=0.045)

iiiDifférence dans 1'expression des génes en- 0 h H,0, 6 h H,O,

tre un traitement H,O, et un traitement HO, ,,,.¢;/¢ T

précédé d'une supplémentation CrHis. 0 h CrHis +H,0, 6 h CrHis + H,0,
POLD2 ™ (p=0.04)
SOD 2 ¥ (p=0.06)

GSS ™ (p=0.006)

Toutefois,, parallelement a I’induction de ’expression des génes impliqués dans la défense

antioxydante en réponse a H,0,, nous observons une augmentation des marqueurs du stress

oxydant (tableau XVI), suggérant donc que I’induction des systémes antioxydants induit par

H,0; n’est pas suffisante pour prévenir les dommages oxydatifs.
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Tableau XVI : Concentrations en groupements SH (umol/g prot) et TBARS (umol/g
prot) de cellules HaCaT en fonction de leur exposition a I’histidinate de chrome (50 pM)
et a un traitement a 50 pM H,0,

Controle H,0, Cr(His)III Cr(His)III +H,0,
SH 77.99 +£5.88*° 53.48 +£534° 71.06+ 8.96%¢ 62.57 £ 7,93¢
umol/g prot
TBARS 0.11 % 0.03" 0.1740.02°  0.10+0.05° 0.1140.01°
umol/g prot

Les valeurs qui ne partagent pas la méme lettre™” sont significativement différentes a p<0.04.
Les valeurs qui ne partagent pas la méme lettre” © sont significativement différentes a p<0.02.

Effet de I’histidinate de chrome

L’exposition des cellules au Cr(IIT)his induit une augmentation significative des génes appar-

tenant a la défense antioxydante (AOE372, GSS, SCH1) (Figure 30) et au systéme de répara-
tion de ’ADN (POLD?2), ainsi que celle du gene FOSB. La surexpression des genes de la dé-
fense antioxydante et de réparation pourrait expliquer, en partie, la diminution de 1’oxydation
8-OHdG en présence du histidinate de chrome que nous avons observée dans la premiére par-
tie de cette étude. Cependant, ces effets ne sont pas associés a des modifications du statut ré-
dox évalué par le taux d’oxydation protéique et lipidique (Tableau XVI). Les études sur les
risques génotoxiques du chrome III sont contradictoires. Certaines rapportent une augmenta-
tion de mutations de type cross-link en raison d’une inhibition de I’activit¢t DNA polymérase
(Snow et Xu, 1991) en présence de fortes concentrations de chrome III, alors qu'a faibles
concentrations le chrome III pourrait se substituer au Mg”" et activer la DNA polymérase
(Snow, 1994). Nos résultats sont en accord avec ces derniers auteurs, car nous n’avons pas
observé d’effets toxiques évalués par la technique comete dans la premicre partie de cette

¢tude (Hininger et al., 2007).
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Figure 30 : Effet d’un traitement histidinate de chrome (50 pnM ) pendant 24h a 37°C
sur ’expression de genes de cellules HaCaT. Les résultats représentent la moyenne £ SD
de 8 analyses par biopuce (HaCaT controle n=4; HaCaT traitées par de I’ histidinate de
chrome (n=4) **p<0.05.

Effet de la préexposition des cellules a ’histidinate de chrome suivie d’un stress
H,0,:

La préexposition des cellules a I’histidinate de chrome, suivie d’un stress H»0,, augmente

I’expression de genes impliqués dans la défense et la réparation (Tableau XV) : ainsi le taux
de transcrit du géne antioxydant GSS, qui était diminué 6 heures aprés un stress H,O», est
augmenté sous 1’action de I’ histidinate de chrome, cet effet est maintenu pendant 24 heures
(p<0.05). L’autre augmentation du taux de transcrits concerne le géne de la réparation
POLD2, 6 h apres le stress H,O, versus les cellules prétraitées a 1’histidinate de chrome
(p<0.05). En revanche, nous observons une diminution du taux de transcrits du gene de la
SOD 2. La diminution de la SOD 2 peut étre expliquée par les propriétés antioxydantes de
I’histidinate de chrome qui induit parallélement une surexpression de GSS et POLD2. Cette
surexpression conduit & une diminution des besoins de détoxication par SOD 2, surtout que

SOD 2 peut induire une augmentation d’ H,O,.
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Dans ce travail, nous n’observons pas d’effet de I’histidinate de chrome sur I’expression des
GST. Cependant il est possible que, selon les formes et les doses utilisées, les effets soient
différents, car nous avons décrit une génotoxicité uniquement avec de fortes concentrations de
chlorure de chrome (Hininger et al., 2007). Une étude rapporte une diminution de
I’expression des GST (Glutation S-transferase) en présence du chlorure de chrome, diminu-
tion qui serait impliquée, selon les auteurs, dans 1’hépatotoxité du chlorure de chrome (Roling
et Baldwin, 2006). Toutefois ces résultats ne sont pas confirmés par Tezuka ef al. (1991), qui

au contraire observent un effet antioxydant.

Parallélement, dans nos conditions expérimentales, les biomarqueurs du stress oxydant ne
sont pas modifiés (Tableau XVI), suggérant donc un effet protecteur d’une préincubation au

histidinate de chrome préalablement a un stress H,O,.

En conclusion, nous montrons que, a la fois H,O, et I’histidinate de chrome modulent
I’expression des geénes. L’exposition de cellules HaCaT a I’hisitidinate de chrome préalable-
ment a un stress H,O, a un effet antioxydant, évalué par une diminution de 1’oxydation lipidi-
que et protéique induite par H>O,, et module 1’expression de génes impliqués dans la défense

antioxydante et dans la réparation des ADN.

Ces résultats suggerent que I’histidinate de chrome, en plus de ses effets bien établis sur le
métabolisme du glucose et de I’insuline, a également des effets antioxydants. Considérant le
role du stress oxydatif induit par une hyperglycémie dans 1’établissement de 1’insulino-
résistance, un traitement a 1’histidinate de chrome pourrait controler simultanément ces deux

facteurs de risque du syndrome métabolique.
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ABSTRACT

While the toxicity of hexavalent chromium is well established, trivalent Cr (CrIIl) is an essen-
tial nutrient involved in insulin and glucose homeostasis. Recently, antioxidant effects of
Cr(II) histidinate (Cr(IIT)His) were reported in HaCaT human keratinocytes exposed to oxi-
dative stress. The aim of this work was to assess a possible molecular mechanism of these
effects by investigating the modulation of antioxidant gene expression by Cr(III)His in Ha-
CaT human keratinocytes submitted to oxidative stress. We used cDNA microarray to identify
common batteries of genes implicated and routine methods were performed to measure oxida-
tive stress parameters in the cells as thiobarbituric acid reactants (TBARS) and thiol groups
(SH). HaCaT keratinocytes were preincubated with 50 uM Cr(IlI)His beforeand after H,O,
treatment (50uM). Total RNA was isolated immediately after stress or after 6h. Gene modula-
tion was studied as a function of H,O, and/or Cr(IlI)His by multiple analyses (n=4). In
Cr(IIHis exposed cells, transcripts related to antioxidant family were upregulated (AOE372,
GSS, SCHI) as POLD2 and FOSB. When cells were preincubated with the Cr(III)His before
H202 an increased expression in genes implicated in oxidative repair (POLD2) and antioxi-
dant defense (GSS) was observed whereas the SOD2 transcript was down-regulated. These
results were associated with protective antioxidant effects, assessed by a decrease in TBARS
and an increase in SH to combat oxidative stress. In summary, these results show up regula-
tion in antioxidant gene expression in cells exposed to Cr(III)His and help explain the anti-

oxidant effects and the lack of toxicity reported for Cr Histidinate.
Key words: oxidative stress, H,O,, Cr(IIl)His supplementation, gene expression, HaCaT
1. INTRODUCTION

Trivalent chromium (Cr(III)) is an essential trace element that potentiates insulin action and
is required for normal lipid and carbohydrate metabolism [1]. Numerous studies have shown
beneficial effects of chromium on glucose tolerance and lipid profiles of people with impaired
glucose tolerance and type 2 diabetes [2]. Chromium (III) is widely popular as a dietary sup-
plement and has been reported to increase fat loss and promote lean mass [1]. Cr(IIl), the
most prevalent form in the environment and biological tissues [3], has been regarded as non-
toxic and non-genotoxic. The absorption of Cr(IIl) is low, usually less than 2 percent, and
only small amounts enter the nucleus, however, the absorption Cr(VI) is much greater and it
readily enters the nucleus and is reduced to the trivalent form [4]. Cr(III) has been shown to

produce free radicals in the presence of H,O, or hydroperoxides [5], and has been shown to
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induce mutagenicity [6] but contradictory results have been reported. The lack of carcinogenic
activity of inorganic Cr(III) complexes is supported by negative results in animal experiments
and cellular genotoxicity studies [7 ]. Furthermore, antioxidant effects of Cr(Ill) have been
described in humans [8]. In addition, in a recent study evaluating the possible toxic effects of
Cr(IIT) on HaCaT cells, we did not observe any deleterious effects of Cr(IIl) and, moreover,
we observed DNA protective effects of Cr(III) histidinate in keratinocytes submitted to H,O,—

induced oxidative stress [9].

There have been limited studies of the effects of Cr(Ill) on antioxidant gene expression. To
investigate the possible mechanisms through which Cr(III)His could counteract H,O,.induced
oxidative stress, we used the technology of gene transcripts as potential diagnostic markers
for Cr(II)His antioxidant effects. The aim of the present study was to evaluate the effects of
Cr(IIDHis on antioxidant gene expression in basal and oxidative environments using cDNA

microarray [10], specific for genes involved in cell defence, oxidative stress, and DNA repair.
2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Cell culture and H,0, induced stress

HaCaT keratinocytes were incubated in RPMI 1640 medium (Gibco, invitrogen, Grand Is-
land, NY USA) supplemented with 10% fetal calf serum (Gibco, invitrogen, Grand Island,
NY USA) containing penicillin (1.25 U/ml) and streptomycin (0.00125 U/ml) (Roche Diag-
nostic, France) in 75 cm? flasks (Falcon France) in humidified incubators at 37°C enriched in
5% CO,. HaCaT were passaged each week (ratio 1:6). 2x10° cells were subcultured in 75 cm?
flasks one day before H,O; stress (50 uM hydrogen peroxide (Sigma-Chemicals Co. St Louis

MO, USA) in culture medium, 30 min, at room temperature in the dark).
2.2. Cr(l1NHistidinate form

Synthesis and absorption of the Cr(III) complexes have been described (Anderson et al.,
2004). The chromium histidine complex contained 3 moles of histidine per mole of chromium
and the binding of the chromium to the imidazole nitrogen was confirmed using proton and
13C NMR. Cr(IlT)His solution was prepared in RPMI 1640 medium and purified on 0.22 uym

filter (Nunc, Brumath, France).
2.3. Cr(111)His plus H,0 induced stress

Cells were subcultured and supplemented as described above. After the stress, cells were

washed twice with excess phosphate buffer saline (PBS) (Gibco, invitrogen, Grand Island,
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NY USA) and then harvested at 0 h or given fresh growth medium and harvested 6h post-
stress. Each experiment included a control group of cells exposed to H,O, at 50uM without
Cr(IIDHis preincubation. The 50 pM concentration was selected from previous work, show-
ing no toxic effects on cell viability assessed by MTT and because it was associated with a

beneficial effect against DNA damage [9].
2.4. H,0,and Cr(I111)His evaluation of cytotoxicity

The H,0; and Cr(III)His exposure toxicities were measured by determining the ability of the
HaCaT cells to reduce tetrazolium dye, MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide] (Sigma-Chemicals Co. St Louis MO, USA). This assay is based
on cleavage of the tetrazolium salt, MTT, by mitochondrial succinate dehydrogenase to form
a colored soluble formazan complex which is quantified spectrophotometrically at 570 nm. 2
x 10° HaCaT keratinocytes were seeded in 96-well culture plates (Falcon, France). The next
day, H,O, solution (50 uM, 100 uM, 150 uM, 200 uM, 5 mM, 1mM, 10 mM) or Cr(III)His
solutions (50 nM, 75nM,100nM, 0.4uM,0.64 uM, 1 uM, 25 uM, 50, uM) were added to the
wells. For H,0, toxicity, cells were exposed for 30 min, at room temperature in the dark, then
wells were washed with excess PBS, cells were fed with fresh culture medium and plates
were placed in incubators for 24 h. For Cr(III)His toxicity, cells were supplemented 24 h with
Cr(IIDHis solution. For the MTT test, 10 ul MTT (5 mg/ml stock in PBS) were added to each
well and the plates were placed in the incubators for 2 h., 100 ul of dimethylsulfoxide
(DMSO) (Merck Hohenbrunn, Germany) were added to dissolve the formazan crystals. The
optical density was measured at 570 nm with a multiplate reader (Multiskan, Labsystem,
Cergy Pontoise, France). The absorbance is proportional to viable cell number and survival

was calculated as the percentage of the staining values of untreated cultures.
2.5. Total RNAs preparation and control quality

After the Cr(Il)His supplementation and/or H,O; stress, cells were harvested immediately
(Oh) or at 6h. The cells were washed twice with excess phosphate buffer saline, and disaggre-
gated with 2.5% trypsin (Gibco, Invitrogen, Grand Island, NY USA), 5 min, 37°C. Cell sus-
pensions were centrifuged, 1200 rpm, 5 min, 4°C, washed with PBS and this operation was
repeated twice. Pellets were frozen in liquid nitrogen and placed at —80°C until total extrac-
tion was performed. Total RNAs were extracted with RNeasy® MiniKit (Qiagen, Saint Louis,
USA) according to the manufacturer’s recommended protocol. The amount and purity of each

RNA sample were determined by Bioanalyseur Agilent 2100 (Agilent Technologies, Massy,
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France). Briefly, total RNA concentrations were measured spectrophotometrically at 260 and
then, samples were diluted in Tris-HCI, 0.1 M (Sigma-Chemicals Co. St Louis MO, USA) to
obtain a concentration between 25 and 500 ng/ul. Samples and molecular weight markers
(RNA 6000 Ladder, Agilent Technologies, Massy, France) were denatured 2 min, 70°C, and
then placed in ice. 5 pl buffer and 1 pl sample were deposited in each well. Migration was

performed (100 V, 30 min) and samples quantity and quality were determined.
2.6. Preparation of microarray

Choice of genes, bacteria culture, EST amplification, nylon microarray preparation, cDNA
synthesis, radioactive labeling, hybridization, washing and image acquisition were as de-
scribed [Hazane et al, 2004]. Briefly, genes tested were represented by 82 cDNA clones cor-
responding to the 3° end of the mRNA of antioxidant enzymes (n=21), DNA repair (n=32),
tumor suppressive genes or associated family (n=9), protooncogene family or associated
(n=7), extracellular matrix related genes (n=5), inflammatory or immune response family
(n=3) and house keeping genes n=(5). For ESTs amplification, bacteria were cultured, 37°C,
200 rpm, in a shaking incubator for 12h. The bacterial suspension was centrifuged and the
pellet was resuspended in 10ml sterile water to lyse bacteria and release the plasmid clones.

10ul of this suspension were used for EST amplification.

The ¢cDNA clones were amplified by PCR and the identity of each clone was checked. Fi-
nally, PCR products were purified, quantified and adjusted to a concentration of 200 ng/ul
with milliQ water. At this concentration, PCR were spotted onto N+ membranes (Hybon +
Amersham Biosciences, Orsay, France) using the solid-pin micro spotting arrayer, GMS 417
(MWG Biotech, Courtaboeuf, France). After spotting, nylon membranes were denatured, neu-

tralized and a UV treatment cross linked the DNA to the membranes.

Labeled cDNAs were prepared from total RNA (5 pg) by reverse transcription with incorpo-
ration of [a33P]dCTP and oligo dT25 as primers. Before reverse transcription, total RNAs
were treated with DNAse. Template RNA was degraded. Labeled cDNA was neutralized and
denatured before hybridization. Arrays were pre-hybridized and hybridizations were per-
formed in a volume of 500 ul. Arrays were washed, allowed to air dry and were placed in a

Fujifilm BAS Cassette 2025 (Raytest, Courbevoie, France) for 48 h.

Image acquisition was performed using the phosphorimager BAS 5000 (Raytest, Courbevoie,

France). Signal was quantified by Image Gauge 4.0 software (Raytest, Courbevoie, France).

2.7. Data normalization, analysis and statistical comparisons
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The data were evaluated to analyze gene expression. First, we subtracted the signal back-
ground at each spot level and identified visually each spot to exclude artifacts. For each array,
spots associated with a signal inferior to the mean background were considered as non-
detectable. Signals were normalized by dividing all signals with the mean value of house
keeping genes signals. GAPDH, BACT and RPL32 were retained, whereas HPRT and
PLA2GS5 were excluded, because of too weak expression intensity and non-detected on the

array.
2.8. Protein oxidation

Plasma thiol groups (-SH) were assayed as described by Faure and Lafond (1995) [11]. The
calibration was obtained from a stock solution of 100 mM N-acetyl cysteine (NAC, Sigma-
Chemicals Co. St Louis MO, USA) in the range of 0.125 to 1 mM. Standards and cell samples
(200 pl of cell homogenates) were diluted in phosphate buffer 0.05 M, EDTA 1 mM, pH 8
and DTNB, 2.5 mM, and absorbance measured at 412 nm (Hitachi 704, Roche Diagnostics,

France).
2.9. Lipid oxidation

Plasma Thiol Barbituric Acid Reactive Species (TBARS) concentrations were assessed as
described by Richard er al. (1992) [12]. Briefly, lipid peroxidation was assayed by
fluorimetry, by measuring TBARS after butanol extraction (Prolabo, Fontenay Sous Bois,
France) using a standard curve (1,1,3,3-tetra ethoxy propane) (Sigma-Chemicals Co. St Louis
MO, USA). A 750 pl mix of thiobarbituric acid/perchloric acid 7 % (Merck Hohenbrunn,
Germany) was added to 100 pl samples. The resultant mix was capped and incubated at 95°C
for 1 h and then cooled in ice. Fluorescent compounds were extracted by butanol, 2 min. After
centrifugation, fluorescence was determined (Hitachi 540500, Tokyo, Japon) (Aex= 532 nm,

Ae=553 nm).
2.10. Statistical analyses

Statistical analyses of the data were performed by analysis of variance. Comparisons were
identified using the ANOVA test (Statistica software). Unifactorial and bifactorial ANOVA
were used to evaluate H,O, and Cr(Il)His treatments individually and combined, respec-
tively, on each gene expression profile. Values were expressed as mean = SEM. Statistical

significance was set at p<0.05.
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3. RESULTS

The results were obtained from a data set of 4 experiments. Each experiment contained con-
trol (HaCaT without H,O, treatment or Cr(III)His supplementation), HaCaT stressed with 50
uM H,0,, HaCaT supplemented by 50 uM Cr(Il)His, and HaCaT pretreated by 50 uM
Cr(IlHis and exposed to 50 uM H,0O,. Total RNA was isolated at two different times (Oh
and 6h) post Cr(III)His supplementation and/or H,O; stress.

3.1. Transcript profile

Before analyzing Cr(III)His and H,O, treatment effects on gene expression changes, we fo-
cused our attention on the transcript profile of the HaCaT keratinocytes by the edition of tran-
scripts seldom and normally detected. The results for transcripts seldom detected are illus-
trated in Table 1. All gene families were represented. Twenty five transcripts were not de-
tected out of 82 spotted. The most represented families were DNA repair (n=6 out of 32 spot-
ted) and antioxidant (n=6 out of 21 spotted). All transcripts (n=3) from extracellular matrix

regulator family, specific to cells as fibroblasts [10], were not detected.

Transcript PLA2GS related to house keeping family (n=5) was also not detected and excluded

from the data analyses.

Table 2 shows transcripts normally detected; six transcripts out of 82 spotted were always
detected. GPX1 and TXN transcripts related to antioxidant enzyme family (2 out of 21 spot-
ted), house keeping genes BACT, GAPDH and RPL32 (3 out of 5 spotted), DNA repair tran-

script XPC (1 out of 32 spotted) were among the most expressed transcripts.
3.2. Effects of H,0O, stress on gene expression changes in HaCaT

It is apparent that few genes showed marked differences in expression as a consequence of
H,O; treatment. Four transcripts belonging to antioxidant family (SOD1, AOE372, SCH1 and
GSS) and one related to protooncogene family (FOSB) were modulated by H,O, treatment as

shown in Fig.1.

Concerning the transcript of SOD1, known to detoxify cells from superoxide anion, reviewed
in [13], there is a tendency to increase at the end of exposure and significantly 6h after the
stress (p<0.05). Expression of transcript AOE372, an antioxidant thioredoxin-dependent per-
oxidase, increased significantly immediately after the H,O, treatment (p<0.05) and the level
was maintained 6h after (p<0.1). The transcript of SCH1, known as p66°", increased signifi-

cantly immediately after H,O, stress (p<<0.05) and this level was maintained for 6h (p<0.1).
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The transcript of GSS, involved in glutathione synthesis [14], increased immediately after the

H,0; treatment and a significant depletion of GSS was observed 6h after the stress versus Oh .

The FOSB transcript expression was transient. The FOSB transcript was not detected at the

basal state, increased at Oh (p<0.05) and decreased 6h after the stress (p=0.07).
3.3. Effects of cells exposure to Cr(l11)His on gene expression in HaCaT

Few transcripts were significantly modulated with Cr(III)His in HaCaT cells. Indeed, we
noted that five transcripts were significantly modulated by chromium exposure as shown in
Fig.2. Among those transcripts, three of them were related to antioxidant family (AOE372,
GSS and SHC1), one related to DNA repair family (POLD2) and one belonging to protoon-
cogene family (FOSB). The transcripts of AOE372, GSS, SCH1, FOSB and POLD?2 in-
creased significantly with Cr(III)His exposure (p<0.05).

3.4. Effects of cells exposure to Cr(l11)His and H,0, stress on gene expression in HaCaT

Only three genes were expressed when cells were previously treated by Cr(III)His and then
exposed to H,O, stress (Fig.3). The level transcript of GSS, downregulated 6h after H,O,
treatment was upregulated 6h after H,O, treatment in cells supplemented by Cr(III)His for
24h (p<0.05). The transcript of POLD2, was upregulated 6h after H,O, treatment in cells sup-
plemented by Cr(IlI)His for 24h versus cells not pretreated with Cr(III)His (p<0.05) indicat-
ing that Cr(III)His enhanced the level of expression of these two transcripts. On the contrary,
the SOD2 transcript was down regulated by Cr(III)His followed by H,O, treatments (6h) ver-
sus 6h H,O,-treated cells (p<<0.05). The Cr(IlI)His supplementation also caused a deficit in

the SOD2 transcript expression.

3.5. Protective effects of cells exposed to Cr(111)His against H,O, stresson thiol groups and
TBARS

To determine the effects of Cr(III)His against H,O,-mediated oxidative stress, we compared
the concentrations of the thiol groups and TBARS in HaCaT cells supplemented with
Cr(IIl)His and treated with H,O,. Cells were pretreated with 50 uM Cr(III)His for 24h, then
exposed to 50 uM H,O,, and harvested immediately after the stress. When cells were incu-
bated with Cr(III)His alone, we observed no effects on oxidative markers: SH groups concen-
trations were not modified compared with control (71.06 pmol/g prot versus 77.99 pmol/g
prot in control) or in TBARS (Table 3). In contrast, H,0, induced an oxidative stress assessed
by decreased thiol groups (53.48 pumol/g prot versus 77.99 pmol/g prot in control, p=0.04)
and increased TBARS (0.17 umol/g prot versus 0.11 pmol/g prot in the control; p=0,04).
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When cells were pre-incubated with Cr(III)His in presence of H,0,, we observe a protective

effect of Cr(IIT)His and the data were not different from control for thiols and TBARS.

4. DISCUSSION

In a previous study, using the comet assay, we demonstrated that Cr(III)His prevented the
peroxide-induced genotoxicity in HaCaT cells [9]. In this study, we evaluated the effects of
Cr(IIDHis and H,O, on gene expression, particularly antioxidant enzymes. We were particu-
larly interested in genes responding rapidly since previous studies demonstrated that several
genes were induced in HaCaT cells between 4h and 6h after an oxidative stress, particularly
those implicated in reparative, protective or apoptotic functions [15,16]. In the HaCaT tran-
script profile, 25 transcripts were not detected. The most representative family was related to
antioxidant enzymes (7 out of 17 spotted). Transcripts associated with extracellular matrix
regulator family (ECM), particularly specific for fibroblasts [17,18], were not detected in Ha-
CaT cells. Only 6 transcripts out of 81 spotted were always detected (Table 2) and 3 families
were represented: antioxidant, house keeping genes and DNA repair. Glutathione peroxidase
1 (GPX1) is implicated in the cell detoxification of hydrogen peroxide and thioredoxin (TXN)
is an oxidoreductase enzyme containing a dithiol-disulfide active site. The transcript of
Xeroderma pigmentosum C (XPC) was highly expressed under all conditions tested. A recent
study [19] showed that XPC plays multifaceted roles in cell protection from oxidative DNA
damage in cutaneous cells and in absence of XPC, a decrease in the repair rate of 8-OH-dG
was observed. All together, these data show that keratinocytes transcriptional profile includes

expression of GPX1, TXN and XPC transcripts to protect cells from oxidative damage.

Five transcripts were differentially regulated by H,O, treatment in HaCaT cells (Fig.1). Three
of them were related to antioxidant enzymes (SOD1, AOE372 and GSS), suggesting that
H202 induces antixoxidant response to prevent oxidative stress. The induced-response may
not be sufficient to prevent an oxidative stress since H,O, exposure induced significant in-
creases of lipid oxidation assessed by a higher TBARS and by depletion of SH groups (Table
3). In response to H,O,-induced oxidative stress, the cells displayed a protective response by

an over expression of the antioxidant enzymes, SOD1, AOE372, and GSS.

SODI1 converts free superoxide radicals in molecular oxygen and hydrogen peroxide. GSSG
is a homodimer that catalyzes the second step of glutathione (GSH) biosynthesis. GSH is im-
portant for a variety of biological functions including cell protection from oxidative stress.

The protein encoded by AOE372 gene is an antioxidant enzyme and belongs to the peroxyre-
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doxin family; the protein is localized to the cytoplasm. Peroxidases of the peroxyredoxin fam-
ily reduce hydrogen peroxide and alkyl hydroperoxides to water and alcohol with the use of
reducing equivalents derived from thiol-containing donor molecules. This protein has been
found to play a regulatory role in the activation of the transcription factor NF-kappaB cellular
protection against oxidative stress, modulation of intracellular signaling cascades that utilize
hydrogen peroxide as a second messenger molecule, and regulation of cell proliferation. Con-
sidering the key role of these enzymes to eliminate H,O, and ROS, their over expression is in
accordance with our experimental conditions. Furthermore, in agreement with our results,

AOE372 protein was found upregulated after an oxidative stress in HaCaT cells [20].

FOSB is identified as a mediator of oxidative stress pathway by its ability to activate nuclear
genes in response to oxidative stress [21]. We found that the FOS transcript was also in-
creased immediately after the stress, suggesting that H,O, stress induces the redox signaling
pathway, associated with an increased risk of cell proliferation. The increased expression of
FOSB was transient, and it returned to control values 6 h after the stress, suggesting that our

stress conditions induced rapid activation of redox signaling pathway.

SCH1, known as p66sch, is postulated to be at the crossroad of oxidative stress and the genet-
ics of aging [22]. It plays a crucial role in the regulation of oxidative stress responses and
Migliaccio ef al., [23] showed that the ablation of the p66™" gene boosted cellular resistance
to apoptosis induced by hydrogen peroxide. In our study, SCH1 transcript was induced imme-
diately after H,O, stress and was maintained for 6h. This is in accordance with numerous

studies showing that p66sch1 expression is increased by oxidative stress [24].

In this study, we showed that antioxidant enzymes were upregulated by H,O,-induced oxida-
tive stress, whereas a study of Isoir et al. showed that GSR, GST and GPX were decreased
after gamma rays-mediated oxidative stress on HaCaT cells [20]. It can be speculated that this
discrepancy was related to the concentration of ROS delivered since ROS are higher after

gamma ray exposure than in H,O, treatment, at the levels we used.

When cells were incubated with Cr(IIT)His, there was an up-regulation of many transcripts
related to antioxidant enzymes such as AOE372, GSS, SHCI and to other families such as
FOSB and POLD2 (Fig.2.). The up-regulation on antioxidant genes with chromium could
explain partly our previous results showing a decrease on 8-0HdG on HaCaT cells after
Cr(II)His exposure [9] but this regulation is not related to modifications of oxidative parame-
ters (TBARS and SH groups) suggesting a specific role at the DNA level (Table 3) or differ-

ences in sensitivity of analyses.
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Cr(IIDHis induced POLD2 transcript expression. The POLD protein is a heterodimer with
subunits of 125 and 50 KDa. The 125-KDa subunit possesses proof reading activity [25] and
is involved in replication and repair of DNA [26] while the 50 K-Da subunit (POLD2) is the
regulatory subunit. It has been reported that high concentrations of Cr(III) lead to the produc-
tion of DNA-DNA cross-links and inhibition of polymerase activity [27]. Moreover, a study
reported that nucleotide excision repair (NER) was involved in the protection of cells by the
removal of Cr(III)-DNA adducts [28], leading to activation of polymerases activities. Never-
theless, low concentrations of Cr(IIl) (micromolar) can substitute for Mg2+ and activate DNA
polymerase [29]. The increase of POLD2 activity might be related to this since we did not
observe a genotoxic effect of Cr(IlI)His on HaCaT by the Comet Assay [9].

When cells were submitted to H,O;-induced oxidative stress, the pretreatment of cells with
Cr(IIDHis prevented the damaging effects of H,O, on SH groups and TBARS, suggesting that
Cr(Ill)His acts as an antioxidant under these conditions. An antioxidant effect of Cr(III)His
was previously described in people with diabetes supplemented with chromium [8]. This pro-
tective effect could be related to the over expression of antioxidant genes (Fig.3), such as
GSS, POLD2, whereas SOD2, which participates to an increase in H,O, production, was
down-regulated. SOD2 is usually used as a marker for oxidative stress as it expression is in-
creased under oxidative conditions [15]. Decreased SOD2 by Cr(Il)His may reflect its anti-
oxidant properties including the over expression of GSS and POLD?2. Our results were not in
accordance with a recent study [30] reporting a deleterious effect of Cr(III) but this toxic ef-
fect was observed during bioremediation of chromium through the reduction of hexavalent Cr
and not with only trivalent Cr. Finally another study [31], reported a toxic effect of Cr as
CrCl; evaluated by a down regulation of expression in several glutathione S-transferases in
liver, but this result was not in agreement with others studies on hepatocytes which reported
antioxidant effects of Cr chloride [32] We didn’t observe an effect of Cr(IlI)His on glu-
tathione S-transferases but it is possible that the use of different forms and doses of chromium
could be partly explain these discrepancies between studies since we reported increased DNA

damage only with high dose of CrCl; [9].

In conclusion, H,0O, and Cr(Il)His induced gene modulation. Addition of Cr(Il)His before
H,0, stress had antioxidant effects illustrated by the decreased TBARS and increased thiol
groups and modulation of gene expression in favor of antioxidant and DNA repair enzymes.
These data suggest that, in addition to its effects on glucose and insulin metabolism,

Cr(IIT)His has protective antioxidant effects.
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FIGURES AND LEGENDS

Fig. 1. Transcripts differentially regulated by H,O; treatment in HaCaT cells. Cells were
submitted to 50 uM H,0; treatment, 30 min, 37°C, and were harvested immediately (Oh) or
6h after the treatment. Results are represented by the mean £ SD of 12 analyzed microarrays
(control, non stressed, n=4; stressed and harvested immediately after H,O, treatment, n=4;
stressed and harvested 6h after H,O, treatment, n=4). **p<0.05 and *p<0.01.
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Fig. 2. Transcripts differentially regulated by Cr(III)His treatment in HaCaT cells. Cells
were submitted to 50 uM Cr(IIT)His treatment, 24h, 37°C. Results are represented by the mean (£

SD) of 8 analysed microarrays (control, non stressed, n=4; treated with Cr(III)His, n=4).
**p<0.05.
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Fig. 3. Transcripts differentially regulated by Cr(IIT)His plus H,O; treatments in HaCaT
cells. Cells were submitted to 50 uM Cr(III)His treatment, 24h, 37°C and were treated with 50
uM H,0,, 30 min, 37°C. Results are represented by the mean (£ SD) of 16 analysed microarrays
(control, non stressed, n=4; treated with Cr(IlI)His, n=4; stressed and harvested 6h after H,O,
treatment, n=4; treated with Cr(II1)His plus H,O, and harvested 6h after H,O, treatment, n=4).
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Table 1: Transcripts not detected on the microarray under our experimental conditions
(n=16)

Gene name GenBankID
Antioxydant family

Catalase CAT AlI076597

Fructose 1-6-biphosphatase FBP1 Al6774572
Glutathione reductase GSR AAS574223
Glutathione S-transferase A4 GSTA4 Al125246
Glutathione S-transferase M5 GSTMS5 AI239656
ZnCuSOD extracellular SOD3 AI015650

Inflammatory or immune system family

Interleukin 15 1115 AI379606
Melanoma growth stimulating activity alpha GRO1 W46900
Monocyte chemotactic protein SCYA2 MCP1 AA047236
DNA Repair family

Adenomatous polyposis coli protein APC AW000963

Cockayne syndrome 1 CKN1 AI078139

Homo sapiens excision repair cross-complementing AI918117
rodent repair deficiency complementation group 2

ERCC2/XPD

Homo sapiens excision repair cross-complementing AAT70518

rodent repair deficiency complementation group 4
ERCC4
Radiation sensitive abnormal 52 RADS52 Al056288

Extracellular matrix regulator family

InterCellular Adhesion Molecule I (CD54) ICAM1 AI656039
Interstitial collagenase MMP1 Al038497
Stromelysin 1 MMP3 AI281285

Matrilysin MMP7 Al095584

Tumor suppressive or associated family

Caspase 1 CASP1 Al695109
Growth arrest factor 1 GASI Al400635
Growth arrest factor 2 GAS2 Al758363
pS3 Al660717
Ageing related family
Telomerase associated protein TEP1 AW025109

House keeping genes

Phospholipase A2, group V PLA2G5 AI051138
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Table 2: Transcripts always detected under our experimental conditions (n=16 experi-
ments).

Gene name Gene name
Antioxidant family

Glutathione peroxydase 1 GPX1 Al218741

Thioredoxin TXN W95350/W95392
House keeping genes

Beta actine BACT R97461/R97417
GAPDH AA021601/AA021106
Ribosomal protein 32 RPL32 All93187

DNA repair family

Pigmentosum C Xerodema XPC AWO009176

Table 3: Concentrations of SH groups (umol/g prot) and TBARS (umol/g protein) in Ha-
CaT keratinocytes cells as a function of 50 pM Cr(III)His plus 50 pM H,O; treatments.

Values that do not share the same superscripta’b are significantly different p<0.04.
Values that do not share the same superscript® are significantly different at p<0.02.

Control H,0, Cr(His)III Cr(His)III +H,0,

SH pmol/g prot | 77.99+5.88% |53.48+534°% | 71.06+8.96> | 62.57+ 7,93¢

TBARS pmolig| 0.11+0.03* | 0.17+0.02° 0.10 £ 0.05° 0.11£0.01°
prot
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Table 4 : This table summarizes the main results obtained by the microarray on the effects
of i) 50 uM H,0O; treatment ii) treatment by 50 pM Cr(III)His and iii) Cr(IIT)His pretreat-
ment followed by H202 stress.

H,0, treatment effect versus control [0 h 6h

SOD 1 ™ (p=0.0217)
AOE372 ™ (p=0.05) T (p=0.08)

SCH1 ™ (p=0.0302) T (p=0.1)

GSS 4 vs 0h (p=0.024)
FOSB ™ (p=0.03) 4 vs Oh (p=0.07)
CrHis effect versus control

AOE372 ™ (p=0.01)

GSS ™ (p=0.0201)

SCH1 ™ (p=0.0515)

POLD2 T (p=0.6)

FOSB ™ (p=0.045)

Differential gene expression be-|0h H,O, 6 h H,O,

tween H,0, treatment and H)0, Versus Versus
treatment preceded by CrHis sup-

plementation 0 h CrHis +H,0, 6 h CrHis + H,O,
POLD2 ™ (p=0.04)
SOD 2 4 (p=0.06)

GSS ™ (p=0.006)
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DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES
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X - Discussion générale et perspectives

L’incidence du syndrome métabolique est une conséquence de 1’épidémie mondiale d’obésité et
de facteurs environnementaux au premier rang desquels les facteurs nutritionnels (régime "cafété-
ria"). Elle ne cesse d’augmenter dans les pays industrialisés, entrainant des risques accrus de dia-
betes et de maladies cardiovasculaires. La prévention nutritionnelle du syndrome métabolique

apparait donc comme un de nos enjeux importants de Santé publique.

La découverte récente des relations étroites entre 1’insulino résistance, signe majeur du syndrome
métabolique, et le stress oxydant devrait conduire a considérer les nutriments, a la fois antioxy-
dants et potentiellement insulino sensibilisateurs, comme des facteurs nutritionnels de choix dans

la stratégie de prévention du syndrome métabolique.

Parmi ces facteurs, trois microconstituants de notre alimentation ont retenu notre attention. Deux
appartiennent a la famille des polyphénols (cannelle et thé), le troisiéme (chrome™) est un oligoé-
lément essentiel au métabolisme glucidique. La cannelle avait été identifiée comme agissant sur
la cascade de signalisation de I’insuline en potentialisant son action, le thé montrait des propriétés
antioxydantes, et le chrome était décrit comme potentialisateur de I’insuline et antioxydant sans

que, cependant, le mécanisme de 1’effet antioxydant ait été¢ décrit.

L’objet de cette thése a été, en apportant les données manquantes, de démontrer la complémenta-

rité d’action de ces trois nutriments quant a leur effet protecteur dans le syndrome métabolique.

X-1 - Principaux résultats

Nous avons montré, sur modele animal, que les extraits de thé vert, riches en épigallocatéchine
gallate EGCG, non seulement exergaient une protection antioxydante sur les principales cibles
impliquées dans les complications oxydatives du diabéte (lipides, protéines et acides nucléiques)
comme décrit dans la littérature, mais étaient également de puissants modulateurs des métabo-
lisme glucidiques et lipidiques, effets encore peu décrits a ce jour dans le syndrome métabolique.
De plus, nous avons approfondi le mécanisme sous-jacent a cette action, en montrant que les ex-
traits de thé vert activaient la cascade de signalisation de 1’insuline et modifiaient I’expression

des genes impliqués dans son métabolisme.
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En ce qui concerne la cannelle, ses effets potentialisateurs de 1’insuline avaient été décrits in vi-
tro sur culture cellulaire, mais nous n’avions pas de données sur les propriétes antioxydantes des
extraits de cannelle. Chez 1’animal comme chez ’homme, des effets significatifs sur les parame-
tres biologiques du stress oxydant ont été obtenus. Chez I’homme comme chez ’animal, les ré-
gimes comportant des extraits aqueux de cannelle exercent une protection antioxydante, et une

corrélation avec la régulation de la glycémie a été trouvée.

Pour le thé, comme pour la cannelle, un mécanisme d’action anti inflammatoire pourrait égale-
ment contribuer aux effets constatés. En effet, dans 1’obésité, un processus inflammatoire est ob-
servé dans les adipocytes (Cancello et Clément, 2006) générant un stress oxydant. Or, les extraits
de thé vert (Publication B) comme ceux de cannelle (Cao et al, 2007b) régulent 1’expression de

genes impliqués dans I’inflammation.

La premicre partie de ce travail, qui focalisait sur 1’étude de sources alimentaires de polyphénols,
faciles a mettre en ceuvre et dépourvues d’effets secondaires, conforte donc notre hypothése selon
laquelle une prévention efficace du syndrome métabolique doit s’appuyer sur des apports en an-
tioxydants qui modulent également I’insulino résistance. Cette constatation s’accorde avec des
résultats similaires observés avec la Metformine, puissant régulateur de I’insulinorésistance dont
I’effet antioxydant a été également décrit (Faure ef al.,, 1999) ou avec la vitamine E, puissant an-
tioxydant donc I’effet insulinosensibilisateur a également été décrit chez 1’animal en syndrome

métabolique (Faure ef al., 1997).

En ce qui concerne le chrome III, nous avons apporté, sur cultures cellulaires, les preuves de son
absence de génotoxicité¢ a des doses trés supérieures a celles utilisées dans les supplémentations
chez ’homme, ainsi que des données nouvelles sur son mécanisme d’action antioxydant, impli-
quant un mécanisme moléculaire d’induction de 1’expression de genes modulant la défense an-

tioxydante et la réparation de I’ADN .

L’ensemble de ces résultats devrait permettre de tester sur modéle animal, puis chez ’homme
I’effet d’apports combinés en extraits de thé vert, extraits aqueux de cannelle et d’histidinate de

chrome.

Le tableau XVII résume les complémentarités d’action suggérées par nos résultats (en gras dans

les cases ombrées) et par les travaux de la littérature (en italique) :
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Tableau XVII : Complémentarités d’action suggérées par nos résultats (en gras et ombré) et

par les travaux de la littérature (en italique)

o _ Effet an- Effe'E surla | Modification de Toxicité aux
principe actif tioxydant glycem]e et I’expre§3|on dqses nutri-
l'insuline des genes tionnelles

extraits .
iggﬁgﬁede Proanthocyanidines A + + (Cao et al, 2007b) NON
extraits de
the vert EGCG + + + NON
histidinate +
de chrome cr” + (Anderson 2003) * NON

X-2 - Limites de nos résultats

- Avantages et limites du modéle animal

Nous avons travaillé sur modéle animal (rat Wistar) développant un syndrome métabolique induit
par le fructose. Les études sur modéle animal offrent de nombreux avantages, mais présentent

également des limites a prendre en compte dans I’interprétation des résultats.

Alors que les études cliniques sont réalisées chez des patients de différents ages, sexes, poids et
habitudes alimentaires, le modele animal permet d’étudier une population homogeéne et une
consommation alimentaire dont un seul paramétre varie. De plus, le modéle animal permet de
multiplier les prélévements, d’accéder aux paramétres tissulaires, et d’obtenir ainsi des informa-

tions non accessibles chez les patients.

Ce mod¢le présente plusieurs limites.

e Sur le plan métabolique, il est connu que le métabolisme lipidique du rat est trés différent de
celui de ’homme, ce qui ne permet pas d’étudier 1’effet des régimes sur le métabolisme du
cholestérol et des lipoprotéines.

e La part du stress émotionnel dans le développement de I’insulinorésistance chez I’homme est
bien décrite (Rosmond, 2005 ; Dallman et Pecoraro, 2003). Chez le rat, il a été rapporté des
"répondeurs" et des "non répondeurs" au régime induisant le syndrome métabolique, et la part

de la réponse émotionnelle est donc difficilement quantifiable.

- Avantage et limites du modeéle cellulaire
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Le choix des keratinocytes HaCaT comme modéle cellulaire a été discuté dans les publications
correspondantes. Ces cellules, par leur capacité a concentrer les métaux, ont une sensibilité ac-
crue a la toxicité du chrome. En revanche, elles ne sont pas représentatives d’une toxicité hépati-

que ou lymphocytaire.

Choix des formes d’apports et de leurs doses

Nous nous sommes placés a des doses d’ordre nutritionnelles, ce qui permettait d’exclure tout

risque de toxicité.

Nous avons utilisé des extraits de thé vert titrés en EGCG (127 mg/g extrait), a des doses de 1 g
et 2 g d’extraits/kg de régime. Compte tenu de la consommation journaliére du rat, les doses
d’EGCG ingérées par kg de poids corporel se rapprochent de celles ingérées au quotidien par un
buveur de trois a six tasses de thé vert. Cependant, ce calcul reste peu précis et ne permet pas de
conclure a un effet similaire chez I’homme. Il est donc indispensable d’envisager une étude

d’intervention chez I’homme pour confirmer nos résultats.

En ce qui concerne les extraits aqueux de cannelle, la dose de 20 g/kg de régime a ét¢ validée
chez le rat hypertendu par Preuss et al, (2006). Dans I’étude clinique, les effets positifs ont été
obtenus avec 500 mg/j d’extraits de cannelle. Cette dose est a rapprocher d’une autre étude, réali-
sée avec de la poudre de cannelle, qui a montré chez le diabétique de type 2 (Khan et al, 2003)

I’effet régulateur de 1 g/jour de poudre sur le systéme insuline/glucose.

Enfin, si nous avons observé des effets significatifs aux doses choisies, des expériences complé-
mentaires sont nécessaires pour préciser la dose minimale d’extraits de thé ou de cannelle suffi-

sante pour obtenir des effets significatifs

- Limites des parameétres mesurés

Pour des raisons logistiques, nous n’avons pas pu mesurer tous les paramétres souhaités au cours
de nos expériences. En particulier, étant donné la lourdeur du protocole de recueil des urines,

nous n’avons pas dosé les marqueurs urinaires de stress oxydant (Isoprostanes, 8-OH-dG).

En ce qui concerne les relations stress oxydant/ insulino résistance, nous n’avons pas pu inclure
dans ce travail de theése I’étude de I’expression des geénes et de la signalisation de 1’insuline dans
le foie et le muscle des rats recevant les extraits de cannelle. Cette étude est actuellement en cours

et permettra une meilleure compréhension des mécanismes d’action des extraits de cannelle.
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X-3 - Perspectives

Ces premiers résultats sont expérimentaux. Ils démontrent la pertinence d’une association de nu-
triments antioxydants et insulino potentialisateurs dans la prévention du syndrome métabolique.
Cependant, les nombreuses limites dues aux conditions expérimentales imposent de poursuivre ce
travail par des études d’intervention chez I’homme, associant, dans une supplémentation combi-
née, extraits de thé vert, extraits aqueux de cannelle et histidinate de chrome. Il est tentant
d’envisager une étude du mécanisme d’action moléculaire basée non seulement sur la PCR quan-
titative en temps réel, mais sur la mise au point d’'une biopuce associant a la fois les génes du
signalling, de I’inflammation, et du stress oxydant, ainsi que qu’une étude de la réponse protéo-

mique aux facteurs nutritionnels.

Un autre axe de recherche, celui des effets sur I’inflammation, mériterait d’étre développé pour
une meilleure compréhension du mécanisme de protection par lequel les polypénols de la can-
nelle, du thé et le chrome III, combattent 1’insulinorésistance. Il serait, en effet, intéressant
d’étudier leur effet sur la production des adipokines et des cytokines produites par le tissu grais-
seux (dont le facteur de nécrose tumorale a (TNF a), I’interleukine 6 et, plus récemment, la résis-
tine), facteurs qui induisent une insulinorésistance quand ils sont produits en excés. Ces molécu-
les interagissent directement sur les voies de signalisation de I’insuline, modulant de ce fait,

I’insulinorésistance.

D’autres nutriments seraient probablement a prendre en compte, comme la vitamine E, le zinc ou
le sélénium, mais cette démarche doit s’appuyer sur des études de leur mécanisme d’action a

I’échelle moléculaire, et sur la démonstration de leur innocuité.
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ANNEXES



Tableau XVII : Les principales familles de géne d’intérét présent sur la biopuce : génes de réparation de ’ADN génes des enzymes antioxydantes génes de la régu-
lation de la matrice extracellulaire, génes régulant I’apoptose, génes relative au vieillissement, génes de I’inflammation cellulaire, et génes ménagers (Hazane et al
2005).

Alphabetical list of genes per family: antoxidant family (v = 213, DNA repair family (g = 32, tumor suppressive or associated family (r = 7), caspase family (7 = 2}, extracellular matrix regulaton
Family (r = 35), inflammatory or immune response family (2 = 2, protooncogens family or associated and apeing related family (2 = 7) and howse keeping genes (g =5)

Crene Accession Mumber BENAM Accession Mumber Clone 11 [Description Function

AOEITHPRIDNG Bt R DS Al911758 i jeatl e | Thioredoxin peroxidase Anticxidant enzyme involved in
redox regulation of the cell

CAT MDD TS ATOT659T 16Te9l12 Catalase Scavenger of hydrogen
peroxyde

FBF1 M 0 ST ALBTT4572 2314081 Fructose- 16-biphosphatase 1 Crluconeogenesis regulatory

enzyme catalyrzes the hydrolysis
of fretose 1,6 BF o FAP + P
GG BN D0 A5R ALTemTe 2IGRTE] Cilutama te-cysteine higase Involved in glutathione synthesi:
{ zarmma-clutary loysteine
synthetass), catalytic {72.8k13)
GLOLR Bt B e Y | AASI T4 ISTX 8 Cilutamate-cysteine ligase Involved in glutathione synthesis
{ garmma-glutany loysteine
synthetase), regulatory (30, 812

CiPX1 MNM_DDSEL H9R B2/ N2 3548 261716 Cilutathione peroxidase 1 Dctoxification of hydrogen
peroxyde
GPX1 MR _SEL ALZIET4L 1563472 Cilutathione peroxidase 1 Dretoxification of hydrogen
peroxyde
MM _DD06AT AAST4223 105676 Cilutathion reductase Reduction of glutathione
MM _DD0LTE ALRNT L2 H6ITE0 Cilutathione synthetase Involved in glutathione synthesi:
MR DD1S12 ALL25246 1736518 Cilutathione S-transferase Ad Cellular defence against toxic

carcinogenesis and
pharmacatolly active
Electrophilic compounds
CSTMMS MM _OD0EST A L2300 56 LE462IRSD CilutathioneS-transferase M5 Cellular defence against toxic
carcinogenesis and
pharmacatolly active
Electrophilic compounds

HMMOX 1 MM _D2133 AW TS0 252198 Heme oxygenase | Involved in heme catabolism.
Cleaves heme to form biliverdin.
Inductible

HI BN Bt e e ATERS0 N0 24 ZETO Heme oxygenase 2 Constitutive heme oxyoenase

BAFCH B OD2S0 A LDSAE 5 1673143 Myeloperoxy dase Heme protein synthesis during

myelod diferenciation. Involved
in the Microbicdal actwvity of
neutrophyles

SEPWI1 O 300 AOWIESSTL 25558615 Selenoprotein W Involved in oxidation/reduction
reactions

SO B A0 5 Al D245 1663THE ZnCuSOoD Diestroys radicals, Cytoplasmic

SOD2 NN _D0D06 6 AADIL435 429667 MnSOD mitochondrial Drestroys radicals, Mitochondrna
sub cellular location

SO0 Bt ECVE S (i3 ALDLS650 1635541 ZnCuSO00D extracellular Drestroys radicals, Extracellular
lowca tion

TXMN sl B et WOSI AW OsIG2 I5E15T Thioredoxin Redox control and defence
against oxidative stress

TXMNL M _DDATER ABRSLG6 2432194 Thioredoxin-like Acts as thioredoxin
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TXMED]

ADFPETFPARFL

APC

APEX

ATE FEFI

BRCAIL

CEMNICSA L

ERCC]

ERCCYXPD

ERCCHXPH

ERCCHXPF

MM 00330

MM D0l6LE

MM_000038

MO0 641

MM 001184

NM_007 297

MM OD00ES

MM 001983

MM (00400

MNM_(00122

MNM_(05236

R93223

AAAZIDAAIITIRE

AW

AARTTOH

AllZTam

ATOTEL 39

All43a27

Al918117

ALBOES0]

AATTOS1E

[

T2

i

1 160654

1710334

1 B4 7498

1 6TRED

1 703819

Z16hEDS

2357699

1321363
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Thioredoxmn reductase

Foly ADP-ribose polymerase
transferase

Adenomatous polyposis coli
protein

AP endonuclease

Ataxi telangiectasia and RAD2
related Frap related

Breast Cancer 1 early onset

Cockayne syndrome |

Exdsion repair cross-
complementing rodent repair
defidency, complementation
group 1

Homoe sapiens exclsion repair
cross-complementing rodent
repair deficiency,
complementabon group 2
{xeroderma pigmentosum [3)
Exdsion repair cross-
complementing rodent repair
defidency, complementation
group 3 {xeroderma
plegmentosum group B
complementing )

Homoe sapiens exclsion repair
cross-complementing rodent
repair deficiency,
complementation group 4

Including thioredoxin and
MNADPH. Catalyses the transfer
of elactroms from NADPH to
TXM, acts as a reductant of
disulfide-containing proteins.
Involved n the BER pathway
following DMNA damage.
Important step in a detecton
sigmalng pathway

Control progression through
mitosis and the 1 phase of the
cell eycle

Fepair oxidative DMNA damage,
May have a role in protection
against cell kethality and
suppression of mutations
Helated to ATM, a protein
kinase encoded by the gene
mutated in ataxia telangiectasia
Tumor suppressor in human
breast cancer. Mutations to
BRCA]L are pradicted to be
responsible for some breast and
OVATIAN Cancer

Invaolved in transcription. Defects
in CRMN1 are the cause of
Cockame's syndrome type A
DMA repair endonucleass
responsible for the 5 prime
incision during DMNA repair

Corrects defectve DNA strands,
Break repair and sister
Chromatid exchange following
treatment with 1onizing radiation
and alkylating agents.
ATP-dependent 2-5" [DMNA
helicase involved in NER af
DMA

DM A repair endonuclease
responsible for the 5 prime
ingiseduring DMNA repair.
Invalves in homologous
recombinaticn

{conitmed on next page)



Table 2 { contired)

Crene Accession Mumber R MNAm Accession Mumber Clome 11 Description Function
ERCCSXPG MM_0D0123 AlA1T 946 e e ) Excision repair cross- DM A repair endonuclease
complementing rodent repair responsible for the 37 incision in
dehiciency, complementation MNER
group 5 (xeroderma
pigmentosum, complement ation
group O (Cockayne syndrome)
GTEZH1/p62 M0 5316 AlGIG101 2200004 Cieneral transcr. factor HIH pept Component of the core-TFIIH,
1{62 kI invalved in MER
GTEIHAp52 MM_001517 Al3IZTTR 1931028 Creneral transcr.factor IIH pept
452 kD)
KouBl/XROCCs MM_021141 WEIOTINAADITISZ 321007 M-ray Repair Cross- Works in the 35 direction
complementing defectice repair
in Chinese hamster cells 5
LI MDD 34 AMDZATHT 1512719 ™A ligase 1 It seals during DM A replication,
recombinaizon and repair
LG MNM_02312 R54358 39274 LIG DDA ligase [V Essential for Vi{IJ
recombinaison and [DSB, repair
through MHE]
MPCF glycosidase MM 2434 ALXFATL 1760130 DMNA-F-methyladenine Hydrolysis of the deoxyribose M-
glycosidase glycosidic bond to excise 3-
methyl adenine and 7
methylguanine from the damaged
DA polymers formed by
alkaline lesions
MEHZOOUATFOCT MM_OD02S AlETI MTI2I55 DA mismatch mpair protein Invalved in DMA mismatch
repair
MutYH glycosylase Tall_0] 22222 AWONSRTZ 2566061 MutYH glycosylase Adenine-IDMNA ghycosylase
CHFCR]L DN A-glyoosylase MM _DD 2542 {variant la) AAGERAS 1THIGE E-Coguanine DN A-glycosylase DA repair enzyme that incises
DM A at the B-oxoli residucs,
Excizes E-onodGuo and Fapy
POLIN MDD 2651 Alu34491 24650 DA polymerase delta catalytic 2 enzymatic activities: DN A
subunit 1 synthesis and exomuckolytic
activity that degrades single
strand DMNA in the 3-5" direction
POLIDZ " ] ALGTEMT IZES1 16 DA polymerase delta subunit 2 2 enzymatic activities: DNA
synthesis and exonuckolytic
activity that degrades single
strand DMNA in the 3%- 57 direction
RAD23IB HHRIIB/p5E MM OZETS AAGIROST 1033020 Complementing protein for XPC Involved in [DMA excision repair.
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May play a part in DNA damage
recognition andfor altering
chromatin structure to allow
acoess by damage-processing
CTEYINCS
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Radiation sensitive abnormal 51

Radiation sensitive abnormal 52

Heplication protein 22 KD

Replication protein 14 KD

Thymine-IMA glycosylase

Umal-DMNA glycosylase

Xeroderma pigment osum
complementation group A

Xeroderma pigment osum
complementation group O
X-ray Repair Cross-
complementing defective epair
in Chinese hamster cells 1
DA damage inducible
tramseript 3

Cirowth arrest-IDNA damage
inducible gammma

Reduced double-strand breaks-
induced homologous
recombinaison in mammalian
cells

DA double-strand breaks
repair and homaologous
recombinaison

Participates in a very early step in
initiation. Single strand binding
protein

Heterodimer consisting of three
subunits involved in [DMA
damage repair

Hydralytic deamination of the 5°-
mecthykeytosine to thymine leads
to the formaton of GIT
mismatches. Cormects GIT
mispairs to AT pairs.

It can remove thymine ako from
CFT and TVT mispairs in the
order GFT==CT=TIT

Excises uracil residues from the
DA which ca arise as a result of
misincorporation of AUMP
residucs by DMNA polymerase or
due to deamination of cytosine
Involved in DNA excision repair
in initialising repair by binding to
damaged sites with various
athnities depending on the
photoproduct and the
transcriptional state of the region
Initiator of global genomic NER

Thought to function as a
scalfolding protein in both BER
single strand break repair
Belongs to a subgroup of genes
which are not rapidly mduced by
[DMNA damaging agents but are
coordinately induced in growth-
arrcsted cells
Girowth arrest and [DNA
damage-inducible genes. Induced
by p33 dependent or inde pendent
pathway.

(comt brueed on wexit page)
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CFene

Accession Mumber RMAM

Accession Mumber

Clome 11

Description

Function

GAKL

GASZ

MDM2

TP33

CARP]

CASF3

ICAM-1

N D8

N M _D5256

N _ 2392

N M_D00546

N W _ (2542

MM _D01223

N VD 340

N W _ D201

Ad4M35

AlTIEIN

HI13638

AlGHITLT

AlTRG133

AL

ALITETET

Al656039

21121351

Z2R4211

148052

2346004

174045

2344212

206645

243477
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Ciroowth arrest specitic 1

Cirowth arrest specific 2

Bowse Double Minute human
homolog of p23 hinding protein

ps3

Praoliferative cell nuclear antigen

Caspase 1

Caspase 3

InterCellular Adhesion Maolecule
1 {13540

Specific growth arrest protein
imvalved in growth suppression.
Baock entry to 8 phase

May play a role in apoptosis by
acting as a cell death substrate
for caspases.

The cleaved form induces
dramatic rearrangements of the
actin cytoskeleton and potent
changes in the shape of the
alected cells.

It iz a target gene of the
tramscription factor tumor
protein p33. It is a nuclear
phosphoprotein that binds and
inhibits transactivation by tumor
protein p53, as part of a
autoregulatory negative feadback
loop.

Muckar protein plays an essential
roke in the regulation of the cell
cycle, specifically in the transition
CHED to Gl It is Found in very low
levels in normal cells, but it 15
expressad in high amount in a
variety of transformed cell lines.
BMutants of p33 frequently oocur
in a number of different human
CANCETE.

Cofacteur of DMNA polymerase
delta. Invalved in DINA
replication and following [DDEMA
damage, protein is ubquitinated
Bember of the cysteine-aspartic
ackd protease family . Sequential
activation of caspases plays a
central role in the execution
phase of cell apoptosis

Was shown to cleave and activate
caspases 6,7 and ¥ and itself
Could be processed by caspases
K, 9 and 10

Typically expressed on
endothelial cells and cells of the
immune system. Binds integrins
of type CI 1 1a, CIVE or CI1BRS
CDE



MMP1

MMP2

MMP 3

MMPT

GRON

IL15

MCP1

CONHCyclin CAK

CROCA

FOSB

UVARG

SHC1 piolh SHUSHC A

NM

NM

NM

NM

NM

NM

NM

NM

NM

NM

NM

NM

24 21

530

24 X2

24 23

1E11

DSES

NZPE2

(1239

(G3I6S

6T 32

(03369

D32

ALDIBAYT

AlGEE3

ALZE1ZES

ALFES5E4

WAL

ALITHG

AN TIIN A AN T

AANETIT

AlGS56ET

ALZ1T50M

AlNA046

AlHRSHI3

1638571

17034

1697164

4HES34

1519148

2514529

1T E
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Interstitial collagenase

TZED type IV collagenase
oelatinase

Stromelysin 1

M atrilysin

Melanoma growth stimulating
activity alpha
Interleukin 15

M onocyte chemotactic protein
BCYAZ

c-fos transcription activator 4

FBJ murine ostessarcoma viral
oncogene homolog B

U radiation resistance
associated gene

Src homology 2 domain
containing

Breakdown the interstitial
collagens, types I, 1L, and 111
Degrades type IV collagen, the
major component of hasement
state
Degrades fibronecting, laminin,
collagens 1L, IV, 1M and M.
Thought to be invoboed in wound
repair, progression of
atherosclerosis and tumor
initiation
Degrades proteoghycans,
fihronectin, clastin and casein.
Wound
Hepair healing
Meutrophil chemokimes, Involved
in mammation resolution
Cytokine that regulates T and
natural killer cell activation and
proliferation
Displays chemotactc activity for
monocyles and basophyles.
Implicated in the pathogenesis of
disease characterized by
Monocytes infiltration, like
PEOTiasis,
Component of TEIIH as well as
RMNA polymerase I protein
complexes, Invoheed in cell cycle
machinery
Specific transcriptional activator
ol c-fos promaotor
Crene encodes leucine zipper
proteins that can dimerize with
proteins of the JUMN Family,
thereby forming the transcription
factor complex AP-1. Implicated
as regulators of cell proliferation,
differentiation and
transformation
Crene involved in UV radiation
resistance
Imvalved in ageing process and
sigmaling pathway. Induces
elevation of extracellular
oidants, cytochrome o release
and apoptosis

{com tired on next page)
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Creme Accession Mumber BN Am Accession Mumber Clome [ Dezcriphion Function

TEP] MM_OOTII0 AW 2525515 Telomerase associated protein Component of the
ribonucleoprotein complex
responsible for telomerase
activity which catalyses the
addinan of nem telomeres on the
chromaosome ends

TERT M2 9 AATARTOT 1270542 Telomerase reverse Lranscriptase Maintains telomere ends by
addition ol the telomen repeat
TTACCE

ACTH MO0 101 R4T461/RYT41T 14945 20 heta-actin Iz one of the different actins
izoforms which have been
identifiad.
Involved in cell matility,
structure and integrity

GAPD M D006 AANZIENT A ADZT 10 I03R Cilyceraldehyde- 3-phosphate Catalyzes an important energy

dehydrogenase yielding step in carbohydrate

rnetabolism

HFRT P O 44 BATTAA2T 1343 8ET Hypoxanthine-guanine Involved in the purine

phosphoribosyltransterase metabaolism. Severe deficiency

canse Lesh-Myhan syndrome

RPL32 I IO ATI93ET 1741 568 Ribozomal proten 32 Praotein belonging to rikosomes
located in the cytoplasm

PLAZGS P v iEn e AlDF13E Tt 164 Fhospholipase A2, group ¥ Ubiquitously expressed enzyme

with key role in intracellular
signaling, by releasing
arachidonie acid from
membranes phospholipids

Are also reported the names of the genes, the accesaon mumber of the mE N A, the acoession number of the clone chosen, the UniCreene number, the description and the gene function.
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RESUME

La prévention nutritionnelle du syndrome métabolique dont 1’incidence ne cesse d’augmenter

dans les pays industrialisés, entrainant des risques accrus de diabétes et de maladies cardiovasculaires,
apparait comme un enjeu important de Santé publique. La découverte récente des relations étroites
entre I’insulinorésistance, signe majeur du syndrome métabolique et le stress oxydant, nous a conduit a
considérer les nutriments, a la fois antioxydants et potentiecllement insulino-sensibilisateurs, comme
des facteurs nutritionnels de choix dans la stratégie de prévention du syndrome métabolique. Trois
microconstituants de notre alimentation ont été étudiés: les polyphénols de la cannelle et du thé vert, le
chromelll, oligoélément essentiel.
Sur modele animal de syndrome métabolique, le rat fructose, les extraits de thé vert, riches en épigal-
locatéchine gallate EGCG, non seulement exercent une protection antioxydante sur les principales
cibles impliquées dans les complications oxydatives du diabéte (lipides, protéines et acides nucléi-
ques) mais, sont également de puissants modulateurs des métabolisme glucidiques et lipidiques. Les
extraits de thé vert activent la cascade de signalisation de I’insuline et modifient I’expression des gé-
nes impliqués dans son métabolisme, et en particulier augmente 1’expression des GLUT-4 ce qui pour-
rait expliquer I’amélioration de la glycémie sur notre modéle de syndrome métabolique. Chez
I’homme comme chez 1’animal, les régimes comportant des extraits aqueux de cannelle, exercent
une protection antioxydante, et une corrélation avec la régulation de la glycémie a été trouvée. En ce
qui concerne le chrome III, nous apportons, sur cultures cellulaires, les preuves de son absence de
génotoxicité a des doses tres supérieures a celles utilisées dans les supplémentations chez 1’homme,
ainsi que des données nouvelles sur son mécanisme d’action antioxydant, impliquant un mécanisme
moléculaire d’induction de I’expression de génes modulant la défense antioxydante et la réparation de
I’ADN. Ces premiers résultats sont expérimentaux. Ils démontrent la pertinence d’une association de
nutriments antioxydants et insulino potentialisateurs dans la prévention du syndrome métaboli-
que. Cependant, les nombreuses limites dues aux conditions expérimentales imposent de poursuivre ce
travail par des études d’intervention chez I’homme, associant dans une supplémentation combinée,
extraits de thé vert, extraits aqueux de cannelle et histidinate de chrome.

SUMMARY

The incidence of the metabolic syndrome is increasing in Western countries, leading to high risks of
diabetes and cardiovascular diseases. Considering the relationship between insulin resistance and oxi-
dative stress, which are present in the metabolic syndrome, we hypothesized that microconstituants,
potentially antioxidant and insulin sensitizers, could be of interest in nutritional prevention of the
metabolic syndrome. We focused on green tea extracts, cinnamon extracts, and Chromium III. In an
animal model of the metabolic syndrome, the fructose rat, green tea extracts act as antioxidant in pro-
tecting lipids, proteins and DNA from oxidative damages, and modulate glucose and lipid metabolism.
They activate insulin signalling pathway and modulate the related gene expression. For cinnamon
extracts, we show that, in parallel to the insulin potentiating effect, they were powerful antioxidant in
animal and in man. Regarding Chromium 3+, already reported as a strong insulin sensitizer, we have
demonstrated the lack of genotoxicity of chromium supplementation using culture cell (HACAT), and
the modulation of antioxidant gene expression by chromium histidinate. These experimental data
strongly suggest the interest of combined intakes of insulin potentiating and antioxidant nutrients in
the prevention of metabolic syndrome. However, with respect to the numerous experimental limits,
further interventional trial in man, associating green tea and cinnamon polyphenols and chromium III
are needed.

MOTS CLEFS: syndrome métabolique, stress oxydant, sensibilité a I’insuline, cannelle,
chrome III, rat fructose
KEY WORDS: metabolic syndrome, oxidative stress, insulin sensitivity, green tea, cin-

namon, chrome III, fructose fed rat
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