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1 Introduction

Les patients souffrant de maladies rénales chroniques (MRC) présentent une morbi-mortalité
¢élevée principalement de cause cardio-vasculaire. En effet, en plus des facteurs de risque
traditionnels comme la dyslipidémie, I’hypertension, ces patients présentent d’autres
perturbations métaboliques avec un état inflammatoire chronique, un stress oxydant, une
dysfonction adipocytaire et une insulino résistance qui sont présents des les stades précoces
de la maladie rénale chronique.

Les progres énormes qui ont été réalisés au cours de ces dernieres décennies concernant les
techniques de dialyse ainsi que 1’arsenal thérapeutique médicamenteux n’ont pas permis hélas
d’améliorer significativement la survie de ces patients.

En modulant la composition et la structure des membranes cellulaires ainsi que les fonctions
cellulaires et la synthése de médiateurs lipidiques comme les eicosanoides, la
supplémentation en acides gras polyinsaturés de la série n-3 (AGPI n-3) pourrait étre
bénéfique chez les patients ayant une MRC.

Dans la population générale, les oméga trois ont montré leur bénéfice au cours de maladies
inflammatoires, cardio vasculaires, de I’hypertension artérielle et la dyslipidémie. Les
données plus récentes montrent leur effet bénéfique en terme de modulation de fonction
adipocytaire dans des modé¢les animaux de diabete et chez des patients diabétiques permettant
ainsi de penser qu’ils pourraient avoir un bénéfice chez les patients insuffisants rénaux

chroniques.

2 Meétabolisme des acides gras polyinsaturés n-3 (AGPI n-3) et
formation de métabolites actifs

Les oméga trois sont des acides gras essentiels. Les animaux et ’homme ne peuvent pas
synthétiser les acides gras n-3 ou n-6, qui contiennent la premicre double liaison en 3 carbone
ou 6 carbone de I’extrémité méthyle terminale de la molécule. La principale source de AGPI
n-3 est le phytoplancton marin. Les précurseurs de synthése de AGPI n-6 et n-3 chez I’animal
sont 1’acide linoléique (LA C18 :2 n-6) et I’acide o linolénique (ALA C18 :3 n-3)

respectivement (figure 1).
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Figure 1 :

Me¢étabolisme des acides gras polyinsaturés

Oméga 3 Oméga 6

Acide linoleique (LA)
C18:2n-6
(grains, noix huiles)

Acide a linolénique (ALA)
C18:3n-3
(huile lin, soja, colza, noix)

A6 désaturase
étape limitante

Acide stéaridonique Acide y linoleique
C18:4n-3 €18:3n-6
Elongase
Acide Eicosatetranoique Acide Dihomo y
C20:4n-3 linoleique
C20:3n-6

5 désaturase

Acide arachidonique

Acide eicosapentaenoique
C20:4n-6

(EPA)
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(poisson d’eau froide)
€22:5n-3 C22:4n-6
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C24:5n-6
Acide docosahexaenoique
(DHA) Acide
C22:6 n-3 Docosapentaenoique
(poisson d’eau froide) C22:5n-6
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Les enzymes impliqués dans le métabolisme de ces deux acides gras sont les mémes
et 1l existe donc une compétition entre ces deux voies pour I’enzyme A6 désaturase qui est
I’étape limitante. Un apport excessif en acide linoléique inhibe donc la formation d’acide
eicosapentaenoique (EPA) et d’acide docosahexaenoique (DHA), le métabolisme de ALA
¢tant moins efficace que celui de LA. Ainsi I’augmentation de 1’apport en DHA et EPA
apporte un bénéfice supplémentaire méme si I’apport en ALA alimentaire est riche (1). Les
recommandations nutritionnelles préconisent un ratio n-6/n-3 qui est représenté par le rapport
LA/ALA d’environ 5/1 chez I’adulte (2, 3). Cependant le régime occidental est riche en n-6
et ce rapport est actuellement 15/1 selon les données de I’AFSSA (rapport oméga trois :
acides gras de la famille oméga trois et systeme cardiovasculaire : intérét nutritionnel et
allégations 2001).

Les AGPI représentent les composants principaux des phospholipides membranaires.
Chez I’homme, il faut en moyenne 2 mois apres le début d’une supplémentation en DHA
pour avoir un enrichissement stable des membranes cellulaires et avoir des effets biologiques.
La plupart des effets des AGPI dépendent de la formation de leurs métabolites actifs : les
eicosanoides (figure 2) et d’autres médiateurs lipidiques comme les résolvines et protectines.
Les eicosanoides dérivés des AGPI n-3 ont en général un effet anti inflammatoire alors que
ceux dérivés de AGPI n-6 sont plutdt pro inflammatoires (4). De plus, les résolvines et
protectines qui sont une famille nouvellement découverte de médiateurs lipidiques dérivés de
I’EPA et DHA et sont produits par différents tissus (foie, rein, cerveau etc..) ont une action
locale anti inflammatoire et protectrice tissulaire (5, 6) en agissant via des récepteurs
membranaires couplés aux protéines G.

Il est possible que par I’intermédiaire de ces médiateurs lipidiques, les AGPI n-3
diminuent I’inflammation systémique mais aussi 1’état micro inflammatoire chronique au

niveau du tissu adipeux au cours de I’obésité et le diabéte (7, 8).
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Figure 2 : Métabolisme des acides gras polyinsaturés et formation de métabolites actifs
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Figure 2 : Les AGPI sont localisés en position sn-2 des molécules de phospholipide. Les métabolites
actifs comme les eicosanoides et autres médiateurs lipidiques sont formés apres la libération des AGPI par

I’action de phospholipase A2. La synthése de PG et Tx dépend de la cyclo-oxygénase dont le substrat préféré est

I’AA. Schéma repris de Yuriko Adkins, Darshan S Kelley. (9)
PG prostaglandine, Tx thromboxane, PGi prostacycline, LT leucotriéne, AA acide arachidonique, EPA

eicosapentaenoic acid, DHA docosahexaenoic acid, AGPI acides gras polyinsaturés.

3 Omeéga trois : Déterminants et apports dans la population
générale.

Les niveaux d’EPA et DHA peuvent étre modifiés par différents facteurs comme :

- Le sexe : la conversion de ALA en EPA et DHA serait plus importante chez les femmes par
rapport aux hommes (10). Certains auteurs suggeérent que les hormones sexuelles pourraient
modifier le contenu plasmatique et tissulaire en AGPIn-3 probablement en modifiant
I’expression des désaturases et ¢longases hépatiques. Chez le rat, les concentrations
plasmatiques et tissulaires en AGPI n-3 sont positivement corrélées avec les concentrations

circulantes d’oestradiol et progestérone et négativement avec la testostérone (11).
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- L’age : ’activité des désaturases et élongases pourrait étre altérée avec 1’age (12). Bolton
al ont montré chez I’homme la composition en AGPI du tissu adipeux est influencée par
I’age, indépendamment de la diététique.

- Le rapport n-6/n-3 peut également influencer la conversion de ALA par la compétition au

niveau des voies enzymatiques.

Selon les dernieres publications de I’AFSSA, les apports en oméga 3 de la population
frangaise sont insuffisantes avec un rapport LA/ALA supérieure a 10/1 pour un niveau
recommand¢ a 5/1 (ref martin). Les apports nutritionnels conseillés en France sont pour
’acide linolénique de 2 et 1,6 g/j chez I’homme et chez la femme adulte respectivement.
L’apport conseillé en DHA est de 0,12 et 0,10 g/j chez I’homme et la femme.

Les recommandations américaines (Institute of Medicine of the National Academics)
préconisent un apport de 1,6 et 1,1 g /j d’ALA chez I’homme et la femme respectivement
(13). Les recommandations de 1’ American Heart Association (AHA) pour I’adulte sans
antécédent sont : la consommation d’aliments riches en ALA et de poisson au moins deux
fois par semaine (3). En présence de pathologie cardiovaculaire, I’AHA préconise une

supplémentation de 1 g EPA+ DHA par jour.

et
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Tableau 1 : Apport conseillé en oméga trois chez I’adulte.

AFSSA AHA WHO

C18:3n-3ALA  2g/j (H) L,6g/j (F) 1,6 (H), 1,1 (F)

C20: 5n-3 EPA . 0,3-0,5 g/j DHA+ EPA
1g/j DHA et EPA *

C22:6n-3DHA 0,12 g /j (H) 0,10 g/j (F) g/} DHA e

Ratio n-6/n-3 5/1 5/1

* * En présence de pathologies cardiovasculaires,
*  AFSSA : agence francaise pour la sécurité et la santé alimentaire, AHA : american heart association,

WHO : world health organization. H ; homme, F ; femme.

4 Bénéfice clinique et biologique métabolique des AGPI n-3

4.1 Cardiovasculaire.

Les bénéfices d’un apport en oméga trois en prévention secondaire cardiovasculaire est
actuellement clairement établi (14). La supplémentation en AGPI n-3 sous forme d’huile de
poisson chez des patients ayant fait récemment un infarctus du myocarde diminue
sensiblement leur mortalité. Dans la plupart des études, les oméga 3 améliorent les
parametres cardiovasculaires et la mortalité globale (14, 15). Ce bénéfice n’est pas seulement
1ié a la correction de la dyslipidémie.

Un certain nombre d’études suggerent que le bénéfice cardiovasculaire des oméga trois
semble étre sensiblement li¢ a leur effet anti arythmique. Dans une étude cas témoin,
Siscovick et al ont montré une réduction de 50 % du risque d’arrét cardiaque avec un apport
de 180 mg d’EPA par jour correspondant a 1 a 2 part de poisson par semaine (15). L’étude
Physician Health Study sur un suivi de 11 ans a quant a elle montré une réduction de 52 % du
risque de mort subite mais pas du risque d’infarctus et de déces cardiaque non subit,
suggérant que 1’effet protecteur des oméga trois était 1i¢ a un effet anti arythmique (16). Mais
il est possible également que les AGPI n-3 jouent un rdle dans la régression ou diminution de

progression d’athérosclérose.
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4.2 Syndrome métabolique.

4.2.1 Définition du syndrome métabolique.

Le syndrome métabolique correspond a un ensemble d’anomalies cliniques et métaboliques,
I’insulinorésistance étant au centre de ces désordres physiopathologiques graves. Il existe
plusieurs définitions dont celle proposée par 1’Adult Treatment Program III (ATP III) du
National Cholesterol Education Program (NCEP) (17), et plus récemment celle proposée par
I’International Diabetes Federation en 2006 (18) qui semble la mieux validée sur la base de la

prédiction du risque de diabéte et de complication cardiovasculaire.

Tableau 2 : critéres du syndrome métabolique (NCEP). Le syndrome métabolique est retenu

lorsque 3 des 5 criteres suivants sont présents chez un méme individu

Tour de taille > 88 cm chez la femme,

> 102 cm chez I’homme
HDL-c <0.50 g/l chez la femme

< 0.40 g/l chez I’homme
Triglycérides a jeun >1.50 g/1
Pression artérielle > 130/85 mmHg ou traitement
Glycémie a jeun >1.10 g/l

Tableau 3 : Criteres du syndrome métabolique selon la définition de I'International
diabetes federation.

Le syndrome métabolique est retenu en présence de :

Une obésité centrale définie par le tour de taille (TT), avec des valeurs spécifiques selon
I'ethnicité : pour la population européenne TT =94 cm chez 'homme et = 80 cm chez la

femme.

Associée a 2 des 4 critéres suivants :
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Elévation des Triglycérides =150 mg/dl (1,7 mmol/L)
ou traitement spécifique pour cette anomalie lipidique

Diminution du HDL cholestérol <40 mg/dl (1.03 mmol/L) chez 'homme et < 50 mg/dl (1.29

mmol/L) chez la femme

ou traitement spécifique pour cette anomalie lipidique
Augmentation de la pression artérielle Systolique = 130 ou diastolique = 85 mmHg

Ou traitement d’'une HTA diagnostiquée précédemment
Augmentation de la glycémie a jeun =100 mg/dl (5.6 mol/l)

ou un diabéte de type 2 précédemment diagnostiqué

4.2.2 Dyslipidémie.

Un des effets le plus spectaculaire des oméga trois est 1’effet hypotriglycéridémiant. Ceci a
été observé avec I’EPA, le DHA ou leur combinaison au cours de supplémentation en huile
de poisson (19). Concernant le cholestérol, la majorité des études montrent une diminution du
cholestérol total et une augmentation de HDL cholestérol, alors que ’effet sur le LDL
cholestérol semble étre sujet de controverse, avec en général augmentation du LDL
cholestérol. Cependant le risque cardiovasculaire potentiel associé a cette augmentation est

compensé par une diminution de la fraction de petites lipoprotéines denses (20).

4.2.3 Insulinorésistance.

Un certain nombre d’études chez 1’animal montrent le réle des AGPI n-3 dans la prévention
de I’insulino résistance induite par un régime riche en graisse (21-24). Chez le sujet sain,
Delarue et al ont montré un amélioration de la sensibilité a I’insuline et de I’homéostasie
glucidique avec une supplémentation de 1,8 g d’EPA et DHA (25). Cependant, pour 1’instant
les études ayant explorées la correction de 1’insulino résistance induite par un régime riche en
graisse chez les animaux et sujets diabétiques sont contradictoires alors que 1’effet

hypolipémiant persiste (26-28).

4.2.4 Autre : Hypertension artérielle, stress oxydant et flexibilité métabolique.

Les AGPI n-3 ont également un effet bénéfique sur les autres composantes avec diminution
modérée de pression artérielle, amélioration de la fonction endothéliale, diminution de

I’activation plaquettaire et augmentation de la défense anti oxydant cellulaire (20, 29, 30).
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Un certain nombre d’études permettent de penser que les oméga 3 auraient un effet sur la
flexibilité métabolique. La flexibilité métabolique est la capacité de I'organisme a adapter
I'oxydation des substrats selon leur disponibilité. Elle est représentée par la capacité de
I'organisme a passer d’un état d’oxydation lipidique majoritaire ajeun a un état
d’oxydation glucidique au cours d’une stimulation insulinique. La perte de cette capacité
de passer de I'oxydation lipidique a I'oxydation glucidique définit I'inflexibilité
métabolique. L'inflexibilité métabolique au niveau musculaire est actuellement
reconnue a l'origine de 'accumulation de lipide intra myocytaire et I'insulinorésistance
au cours du diabete et de 'obésité (31, 32). L’accumulation de lipides ou la baisse du
turn-over des triglycérides peut induire une lipotoxicité via I'accumulation de
céramides et diacylglycérol (33). In vitro, sur des myocytes provenant de quadriceps de
sujets sains en culture, Ukropcova et al ont montré un effet variable du glucose sur la
suppression de I'oxydation lipidique. Une résistance a la suppression de I'oxydation
lipidique par '’hyperglycémie a été montré relié au sujets minces, sportifs et sensibles a
I'insuline (34).Une augmentation de I'oxydation lipidique a jeun chez le sujet mince a
été déja décrite apres une supplémentation en EPA et DHA ou une modification de
régime afin de diminuer le rapport n-6/n-3 (35, 36). Sur des myotubes en culture, un
prétraitement par de I’EPA, I’ALA ou DHA améliore la flexibilité métabolique des cellules

qui sont exposées soit a un milieu riche en glucose ou en lipide (37).

Le DHA semble étre plus efficace par rapport a I’EPA sur I’effet sur le cholestérol, la
pression artérielle, et endothéliale alors que 1’effet semble similaire sur la production de
cytokines et le stress oxydant (20). D’autres études laissent penser que I’EPA est
probablement plus hypolipémiant que le DHA, de par son effet sur I’oxydation lipidique
mitochondriale au niveau hépatique (38). Une étude chez I’homme ayant comparé 1’effet
métabolique d’un régime de 6 semaines riche en ALA (6,8 g/j) comparé a un régime riche en
EPA+DHA (1,05 et 0,55 respectivement) montre I’absence de différence a part une
augmentation de LDL cholestérol dans le groupe EPA + DHA. Mais la durée courte de
I’intervention ainsi que la population ciblée (au dela de 65 ans) font les limites de cette étude.
Il est admis qu’une supplémentation isolée en ALA permet d’augmenter la teneur en EPA

cellulaire mais n’a pas d’effet sur le contenu en DHA. Il est donc plus raisonnable de

20



préconiser une modification de régime associant une augmentation de 1’apport en ALA et un
apport en poisson gras pour assurer un apport adéquat en DHA.

Alors que généralement les études d’intervention qui se sont intéressées a la correction de
dyslipidémie ont utilisées des doses importantes de AGPI n-3, les études plus récentes
montrent par contre le bénéfice apporté par des supplémentations par de faibles doses de
DHA. Ainsi Calzada et al avec une étude effet-dose ont montré chez les sujets sains qu’une
supplémentation entre 200-800 mg par jour de DHA pendant 15 jours permet une diminution
du MDA (malonedialdéhyde) plasmatique et de 1’oxydabilité¢ des LDL et I’absence de
bénéfice supplémentaire avec des doses supérieures a 1 g par jour (39). Ce méme groupe a
montré un effet anti oxydant plaquettaire avec diminution de 1’activation plaquettaire et de la
phosphorylation de p38 MAPK associ¢ a une diminution de I’isoprostane urinaire dont I’effet
maximal intervient aux doses de 200 mg par jour de DHA (30). L’augmentation des doses au
dela de 1 gramme a moins d’effet sur les plaquettes et un effet plutot négatif sur le stress
oxydant.

Il reste donc beaucoup de zones d’ombre sur les effets spécifiques des acides gras oméga
trois in vivo et la relation de I’effet a la dose. S’il existe un certain nombre d’études de courte
durée chez le sujet sain pour I’instant nous disposons de tres peu de données au cours de

situations pathologiques.

4.3 Inflammation.

Chez les patients souffrant de maladies inflammatoires chroniques, la production ou la
concentration de cytokines pro inflammatoires est influencée par I’apport en AGPI n-3 dans
un tres grand nombre d’études. Les effets bénéfiques anti inflammatoires d’une
supplémentation en AGPI n-3 a été ainsi montré au cours de la maladie de Crohn, la
polyarthrite thumatoide, la bronchopneumopathie chronique obstructive (40). Un certain
nombre de ces études suggere que 1’effet local au niveau du site inflammatoire pourrait étre
plus prononcé par rapport a I’effet systémique et les marqueurs spécifiques de la maladie sont
plus sensibles a cet effet immunomodulateur. Ceci suggere que la présence de tissu
inflammatoire ou de cellules immunes sensibilisées au cours des désordres inflammatoires

pourraient augmenter la sensibilité a 1’effet immunomodulateur des AGPI n-3.
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5 Effet métabolique cellulaire des AGPI n-3.

Les effets métaboliques des oméga trois sont trés largement médiés par les PPAR
(peroxysome-proliferator activated receptor). D’autres facteurs de transcription sont
¢galement impliqués comme SREBP-1 (sterol regulatory-element binding protein-1), HNF-4
(hepatic nuclear factor), LXR-a (liver X receptor a) et FXR (farnesoid X receptor) (41).

5.1 Au niveau du foie.

Les ¢tudes épidémiologiques montrent que les sujets présentant une stéatose hépatique non
liée a I’alcool consommaient moins de poisson gras (42), Par ailleurs le ratio n-6/n-3 est
corré¢lé de fagon significatif avec la quantité de triglycéride hépatique (43). Une teneur faible
en omega trois est retrouvée chez les patients avec stéatose hépatique (44). Une nutrition
parentérale avec des oméga trois prévient la stéatose et améliore les l1ésions de stéatose
hépatique chez les souris obeses déficitaires en leptine (45, 46). Une diminution des
triglycérides hépatiques est également retrouvée chez les souris ob/ob supplémentées
en omeéga trois. Il n’existe pas d’études randomisée, controlée en double aveugle chez
I’'homme ayant testée I'effet d’'une supplémentation en oméga trois sur la stéatose
hépatique. Caprani et al en utilisant une supplémentation de 12 mois par des AGPI n-3 a
la dose de 1 g/j ont montré une baisse de la stéatose hépatique mesurée par
échographie comparée aux sujets controls (47). Tanaka et al ont quant a eux utilisé une
supplémentation en EPA a la dose de 2,7 g/j chez des patients ayant une stéatose
confirmée par la biopsie hépatique pendant 12 mois et ont montré une amélioration du
score échographique de stéatose avec preuve histologique chez 7 sujets ayant
bénéficiée une deuxieme biopsie hépatique a la fin de I'étude (48).

En régulant la transcription de génes au niveau hépatique, les oméga trois pourraient tre un
traitement potentiel de la stéatose hépatique. PPARa est un facteur de transcription connu
pour diminuer la concentration de lipides plasmatiques. C’est un régulateur de synthese des
acides gras et augmente la  oxydation mitochondriale (49). Dans le modéle murin de
stéatose hépatique, PPAR« est capable de prévenir la survenue et également d’améliorer
les 1ésions de stéatose. s. Les oméga trois sont des activateurs de PPARa au niveau
hépatique (50). En plus de I’effet sur la stéatose hépatique, il semble que les oméga trois
pourraient avoir un effet anti inflammatoire via la suppression de TNF-a et IL-6 médiée par

PPARo.
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SREBP-1 est un facteur de transcription qui a un role important dans I’insulino résistance et
un régulateur de synthese des acides gras (51). Les AGPI n-3 inhibent la lipogénése
hépatique en diminuant la quantité de SREBP-1 mature nucléaire et inhibant ainsi son activité
(52). L’effet activateur des oméga trois sur PPARa et inhibiteur sur SREBP-1 pourrait étre
médié par I'activation de FXR (farnesoid X receptor) (53).

Par ailleurs les oméga trois inhibent la glycolyse en réprimant HNF-4a (54) et également
ChREBP-1 (carbohydrate response element binding protein-1) (55),

Une partie des effets métaboliques passe également par ’activation de AMPK (AMP
activated protein kinase). L’AMPK est un métabolique « sensor », impliqué dans le controle
du flux métabolique intra cellulaire et 1’orientation vers 1’oxydation lipidique ou la
lipogenése. L’AMPK activé inhibe la lipogenése en phosphorylant ’acétyl coA carboxylase
(ACC) qui est I’enzyme qui permet la formation de malonyl coA, 1’étape d’initiation de la
lipogenese. Cette phosphorylation inhibe ainsi son activité et diminue la formation de
malonyl coA qui est un inhibiteur de CPT-1 (carnitine palmitoyl transférase 1) qui est
I’enzyme clé de B oxidation des acides gras. Ainsi, I’AMPK inhibe la lipogenése et la
néoglucogenese hépatique et stimule 1’oxydation lipidique.

L’activité d’AMPK est modulée par certaines adipokines comme la leptine (56) et

I’adiponectine (57).

5.2 Au niveau du muscle.

Des niveaux bas d’AGPI n-3 au niveau des phospholipides membranaires du muscle
squelettique sont associés avec une insulino résistance (58).
Le muscle squelettique qui est le site important de 1’utilisation du glucose est impliqué dans
I’effet insulino sensibilisateur des oméga trois (21). Les oméga trois diminuent les dépots
ectopiques intra myocellulaires de graisse. Au niveau moléculaire, ils préviennent la baisse
de I’activité de phosphatidyl inositol 3 phosphate kinase (P13K) et du transporteur de glucose
GLUT4 dans le muscle squelettique (59). Certaines études ont montré le possible rdle de
SCD-1 (stearoyl-coA desaturase-1) dans I’effet métabolique des AGPI n-3 au niveau du foie
et du muscle squelettique avec une répression de son expression (60). SCD-1 est impliqué
dans la synthése d’acides gras mono insaturés au niveau musculaire et hépatique et aussi dans

la formation de céramides.

23



5.3 Au niveau du tissu adipeux.

5.3.1 Biologie et fonction sécrétrice du tissu adipeux.

Le tissu adipeux sécrete de nombreux peptides et proteines appelés « adipokines »,
qui jouent un role important dans I’homéostasie énergétique et la biologie vasculaire, ainsi
que ’immunité et sont fondamentales dans la pathogénéese du syndrome métabolique. Les
effets systémiques du tissu adipeux reflétent ses capacités de fonctionner comme organe
endocrine, en intégrant les signaux hormonaux provenant de différentes régions du corps, en
réponse a une modification de la balance énergétique, et en sécrétant un grand nombre
d’adipokines agissant aussi bien sur le mode autocrine/paracrine et également systémique
endocrine. Un certain nombre d’adipokines comme la leptine, I’adiponectine, 1’omentine et

visfatine exercent un effet anti diabétique (61).

5.3.2 Tissu adipeux : cible du traitement du syndrome métabolique.

Dans les années 1990, la description d’une augmentation de I’expression et de la sécrétion de
TNF-a par le tissu adipeux chez le rongeur obése a permis de mettre le lien entre
inflammation —obésité et insulinorésistance (62). Le mécanisme moléculaire a 1’origine de
I’insulino résistance induite par TNF-o implique une phosphorylation en sérine de IRS-1
(insulin receptor substrate-1) médiée par JNK, qui inhibe la phosphorylation normale en
tyrosine de IRS-1 et le signal insulinique (63).

Par ailleurs, 15-35% de Iinterleukine 6 (IL-6) circulante pourrait également provenir de la

production par le tissu adipeux chez ’homme (64). L’IL-6 pourrait étre également impliquée
dans I’insulino résistance et ses complications (65).

La leptine qui est également une hormone sécrétée par le tissu adipeux agit au niveau central,
en augmentant la sécrétion de peptides anorexigeénes comme la proopiomélanocortine, et
CRH (corticotrophin releasing hormone). Au niveau périphérique, elle stimule 1’oxydation
lipidique, I’utilisation de glucose et prévient I’accumulation de lipides (66). Ces actions
pourraient impliquer 1’activation d’AMPK (56, 67). Il existe une résistance a 1’action de la
leptine au cours de I’obésité (68).

L’adiponectine est une des hormones sécrétées par le tissu adipeux dont les concentrations

diminuent avec I’augmentation de masse grasse (69), au cours de 1’obésité, diabéte de type 2
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et de pathologies cardiovasculaires (70). Chez I’homme ’adiponectine circulante existe sous
trois formes : trimere, hexamere, haut poids moléculaire (HMW). Seule I’adiponectine HMW
semble étre un marqueur de syndrome métabolique par rapport a I’adiponectine totale (71).
De fagon intéressante les Thiazolidinediones (TZD) augmentent également la forme HMW
(72). Adipo R1 et R2 sont les deux récepteurs de 1’adiponectine avec adipo R1 qui est plus lié
a ’activation de la voie AMPK, alors que I’adipo R2 est plus impliqué dans I’activation de
PPAR a (57,73, 74) .

D’autres adipokines : résistine, RBP-4 sont ¢galement impliquées dans
I’insulinorésistance.

MCP-1 ou monocyte chemoattractant protein 1 joue un réle dans le recrutement des
monocytes/macrophages au niveau du tissu adipeux. Les concentrations circulantes et au
niveau du tissu adipeux de MCP-1 sont élevées chez I’obése (75). Au cours de maladies
métaboliques comme 1’0bésité, il existe une réorganisation du tissu adipeux avec un
remodelage de la matrice extra cellulaire par des métalloprotéases (MMP) dont I’expression
est augmentée. L altération inflammatoire du tissu adipeux est a 1’origine des complications
associées a 1’obésité comme le diabéte, I’hypertension artérielle et les maladies

cardiovasculaires.

5.3.3 Tissu adipeux : cible de traitement par les AGPI n-3.

Le tissu adipeux pourrait étre un important effecteur des effets de AGPI n-3 vu ses capacités
de stockage des lipides sous forme de triglycérides. Comme pour le foie et le muscle, la
composition en acides gras du tissu adipeux correspond a la composition en acides gras

alimentaires (76).

5.3.3.1 Prévention de la croissance et prolifération des adipocytes

La masse de tissu adipeux peut augmenter soit par I’intermédiaire d’une prolifération
soit par hypertrophie des cellules adipeuses. Pendant la différentiation, les cellules souches
pluripotentes donnent des cellules mésenchymateuses multipotentes, des préadipocytes et des
cellules adipeuses matures (77). Les facteurs de transcription PPAR et C/EBP
(CCAAT/enhancer binding protein) ont un rdle clé dans la différentiation adipocytaire (77).
In vitro, Le DHA inhibe la différentiation adipocytaire et induit I’apoptose des préadipocytes
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(78). Chez la souris soumise a un régime riche en lipide, la substitution de 9 % des acides
gras du régime par de ’EPA/DHA prévient I’accumulation de graisse avec une diminution
préférentielle des dépots abdominaux (60, 79). Hubert J et al ont également montré que, la
supplémentation en AGPIn-3 prévient I’augmentation de taille des adipocytes chez les souris
db/db (qui ont une mutation du récepteur de la leptine) soumises a un régime riche en graisse

(80).

5.3.3.2 Modulation du métabolisme adipocytaire et de la syntheése des adipokines

L’EPA, DHA et certains eicosanoides modulent I’expression de génes au niveau
adipocytaire par I’intermédiaire de facteurs de transcription. Une des cibles importantes est
PPAR v, qui se lie non seulement aux médiateurs lipidiques mais également aux
thiazolidinediones (81). Apres la liaison a son ligand, PPAR vy stimule 1’expression de
genes impliqués dans la différentiation adipocytaire, le transport des acides gras et les genes
impliqués dans la lipogenese. PPARa et § peuvent également étre activés au niveau
adipocytaire entrainant ainsi une oxydation lipidique au niveau mitochondrial et
peroxysomal (41). Ainsi I’augmentation de I’oxydation des acides gras au niveau
adipocytaire au cours d’un régime riche en AGPI n-3 pourrait contribuer a leur effet anti
obésogene et a la diminution de la taille des adipocytes. Mais cet effet n’est pas associé a
une augmentation de captation des acides gras par le tissu adipeux.

L’activation d’AMPK et SCD-1 peut étre aussi impliqué dans les effets des AGPI n-3 sur le
tissu adipeux. Chez la souris, I’administration d’EPA et DHA au cours d’un régime riche en
lipide, entraine I’augmentation de 1’expression de protéine mitochondriale (60) avec une
augmentation de I’expression de genes impliqués dans la biogénese mitochondriale comme
PGC-1, NRF-1 et PPAR y. Les TZD aussi induisent la biogénese mitochondriale au niveau
du tissu adipeux mais contrairement aux AGPI n-3, les TZD induisent la croissance du tissu
adipeux (82), permettant de penser que des mécanismes multiples et distincts sont impliqués
dans ’effet des AGPI n-3 et TZD. En activant PPAR vy dans les adipocytes les oméga trois
pourraient redistribuer les dépots lipidiques du foie et muscle vers le tissu adipeux sous
cutané. Cette redistribution de la graisse pourrait diminuer la teneur en diacylglycérol dans
le foie et muscle et améliorer ainsi la sensibilité a ’insuline de ces organes.

L’autre mécanisme d’action des AGPI n-3 est la modulation de 1I’inflammation locale

adipocytaire. Chez la souris db/db, la supplémentation en AGPI n-3 au cours d’un régime
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riche en graisse permet de diminuer I’infiltration macrophagique, I’inflammation
(diminution de I’expression des genes de JNK, CD68, CD14, et MCP-1) (7). Avec ce méme
type de supplémentation Huber j et al ont montré une diminution de 1’expression de génes
impliqués dans la dégradation et production de la matrice extra cellulaire (MMP12,
MMP14) ainsi qu’une diminution de I’infiltration macrophagique (80). Chez ’homme,
une supplémentation en huile de poisson entraine la diminution de taille des adipoytes (8).
Comparés aux adipocytes de grande taille, les petits adipocytes sont plus insulinosensibles,
moins lipolytiques, relarguent moins de cytokines pro inflammatoires et secretent plus

d’adiponectine (82).

Concernant la sécrétion d’adiponectine, les études in vitro sont discordants avec absence
d’effet des AGPI sur I’expression et sécrétion d’adiponectine sur des 3T3 en culture (83)
mais une autre équipe a montré 1’existence d’un effet stimulant sur la sécrétion
d’adiponectine avec un effet plus important de DHA par rapport a ’EPA. Chez le rongeur
I’apport d’huile de poisson au cours d’un régime riche en lipide entraine une augmentation
d’adiponectine et de normaliser les concentrations de leptine et triglycéride (24, 84). Par
ailleurs, chez la souris sous régime riche en lipide I’apport en AGPI n-3 induit la sécrétion
d’adiponectine et cet effet est bloqué par un antagoniste de PPAR vy (83) alors que cet effet
est conservé chez la souris invalidée pour PPAR a. Une étude clinique a également montré
une augmentation de 1’adiponectine apres un apport simultané de DHA et EPA chez des
patients en surpoids soumis a un programme de perte de poids, 1’effet étant plus marqué a six
mois par rapport a trois mois (26). Cependant dans cette ¢tude il était difficile de distinguer
I’effet propre des AGPI n-3 par rapport a la perte de poids. Une autre étude avec un apport en
EPA de 1.8 g par jour pendant trois mois chez des sujets obeses a montré une augmentation
de I’adiponectine (85).

Les effets sur les autres adipokines sont plutdt conflictuels. Ainsi Rossi et al ont
montré que I’apport de AGPI n-3 prévient la baisse de leptine liée a un régime riche en
saccharose (84).

Nous avons nous méme montré chez des volontaire sains, qu’une modification de
I’alimentation en augmentant I’apport en n-3 et diminuant celui des n-6 permet d’augmenter

I’adiponectine de diminuer TNF-a. (36) associé a une augmentation de 1’oxydation lipidique.

5.4 Effet immuno modulateur
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Un nombre important d’études montre que la production de cytokines proinflammatoires
chez le sujet sain peut étre diminuée par 1’augmentation de ’apport d’EPA+ DHA. Ces
évidences sont apportées par les études ex vivo mesurant la production de cytokines IL-6,
TNF par des cellules mononuclées. Cependant pour I’instant la dose optimale d’ AGPI ayant
I’effet immunomodulateur optimal est loin d’étre connue. Deux études ouvertes, non
contrdlées montrant méme un effet dose réponse en forme de « U » entre AGPI n-3 et la
production d’IL-6 (86, 87), I’inhibition maximale de la production d’IL-6 ayant lieu avec les
doses de 1-2 g d’AGPI n-3. Des résultats similaires sont également rapportés concernant la
production de TNF-o.

Alors que I’effet métabolique de supplémentation en huile de poisson a été largement étudié
chez le sujet sain, trés peu d’études se sont intéressées a 1’effet métabolique d’une
modification globale de I’alimentation avec diminution du ratio n-6/n-3. C’est ce que nous

avons essay¢ de faire dans ce travail.

6 Publication

6.1 Titre : Une intervention nutritionnelle visant a diminuer le rapport AGPI
n-6/n-3 augmente les concentrations circulantes d’adiponectine et
I’oxydation lipidique chez le sujet sain.

Nutritional intervention to reduce the n-6/n-3 fatty acid ratio increases adiponectin
concentration and fatty acid oxidation in healthy subjects.

Fitsum Guebre-Egziabher, Rémi Rabasa-Lhoret, Fabrice Bonnet, Jean-Philippe Bastard,
Michel Desage, Michael R. Skilton, Hubert Vidal, Martine Laville. Eur ] Clin Nutr 2008,

62 :1287-93

6.2 Résumé

Nous avons étudié 17 sujets témoins ayant une alimentation occidentale pauvre en AGPI n-3,
non obeses, avec une intervention nutritionnelle de 10 semaines visant a diminuer leur
rapport en acides gras poly insaturés n-6/n-3 pour atteindre les recommandations pour la
population frangaise qui est de 4-5/1. Pour cela des conseils diététiques leur ont été prodigués
par une diététicienne du centre de recherche en nutrition humaine Rhone Alpes leur

recommandant d’augmenter leur consommation de poisson a trois fois par semaine (poisson
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gras pour avoir un apport quotidien en EPA et DHA de 1.2 g par jour), d’utiliser de I’huile de
Colza pour la salade (pour assurer un apport en acide linolénique ALA de 1.7 g par jour) et
de remplacer I’huile de cuisson par de 1’huile d’olive afin de limiter I’apport des oméga 6.
Nous avons étudié¢ au début et 10 semaines apres 1’intervention nutritionnelle, leur paramétre
anthropométrique, leur dépense énergétique par calorimétrie indirecte, leur sensibilité a
I’insuline par clamp euglycémique hyperinsulinique, les marqueurs de 1’inflammation (CRP,
cytokines : tumor necrosis facteur TNF et interleukine IL-6) et les marqueurs de fonctions
adipocytaire comme la leptine et adiponectine. La compliance au régime était mesurée par
une enquéte diététique sur 3 jours (deux jours de semaine et un jour de week end) et
¢galement par le profil en acides gras des membranes érythrocytaires.

Dans cette étude, nous avons montré que :

- Que de simples recommandations nutritionnelles permettaient d’atteindre les objectifs des
recommandations nutritionnelles concernant 1’apport en acides gras polyinsaturés.

- Que cette modification qualitative de 1’alimentation s’accompagne d’une augmentation de
la teneur AGPI n-3 des phospholipides membranaires

- Que cette intervention s’accompagnait d’une baisse du LDL cholestérol, d’une
augmentation de I’oxydation lipidique sans modification de la sensibilité a 1’insuline, d’une
augmentation des concentrations d’adiponectine sérique et une diminution des concentrations
plasmatiques de TNF-a, ceci sans modification de la composition corporelle.

Ce type d’intervention pourrait donc avoir un effet bénéfique dans les situations
pathologiques d’insulino résistance, inflammation et dyslipidémie en améliorant le profil
métabolique et inflammatoire des patients.

Cependant, avec cette intervention nutritionnelle il était impossible de démontrer que ce
bénéfice était li¢ a la seule modification qualitative de 1’apport en acides gras polyinsaturés n-
3 car elle s’accompagne d’une augmentation de I’apport en AG mono insaturés et d’une
diminution des acides gras saturés. Mais finalement ces derniéres modifications sont
¢galement celles recherchées dans les recommandations nutritionnelles. Par ailleurs
I’augmentation d’oxydation lipidique chez le sujet sain apres supplémentation en huile de

poisson a déja été rapportée par Couet et al (35).
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Nutritional intervention to reduce the n—6/n—3 fatty
acid ratio increases adiponectin concentration and
fatty acid oxidation in healthy subjects
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Background/Objectives: Consumption of n—3 polyunsaturated fatty acids (PUFA) has a favourable impact on inflammation
and cardiovascular disease. However, the Western diet is characterized by a low n—3 PUFA intake and an imbalance in the n—6/
n—3 PUFA ratio. Study the effect 10-week of diet modification to decrease the n—6/n—3 PUFA ratio on cardiovascular risk factors
and resting energy expenditure.

Subjects and methods: Ten-week dietary intervention in 17 healthy subjects. Dietary intake, euglycemic hyperinsulinemic
clamp, indirect calorimetry, lipid profile, hormones, inflammatory markers and erythrocyte membrane fatty acid composition
were recorded before and at the end of the intervention. Comparisons are between baseline and post-treatment levels.
Results: Dietary records of the linoleic acid/a-linolenic acid ratio (baseline: 32.2 (s.d. 3.7) vs post-intervention: 2.2 (s.d. 0.1),
P<0.0001) and erythrocyte membrane fatty acid composition reflected good compliance. Dietary intervention was associated
with significant reductions in TNF-« (baseline: 2.2 (s.d. 0.3), post-intervention: 1.5 (s.d. 0.3) pg/ml, P=0.01) and low-density
lipoprotein-cholesterol (baseline: 2.5 (s.d. 0.2), post-intervention: 2.3 (s.d. 0.1) mmol/l, P=0.03) and increased adiponectin
(baseline: 6.5 (s.d. 0.7), post-intervention: 7.6 (s.d. 0.6) ug/ml, P=0.02). Fasting lipid oxidation was increased (baseline: 0.7
(s.d. 0.1), post-intervention: 0.9 (s.d. 0.1) mg/kg.min, P=0.01), whereas glucose oxidation decreased in both fasting (baseline:
1.6 (s.d. 0.1), post-intervention: 1.3 (s.d. 0.1) mg/kg.min, P=0.02) and hyperinsulinaemic conditions (baseline: 3.6 (s.d. 0.1),
post-intervention: 3.3 (s.d. 0.1) mg/kg.min, P=0.04). Insulin sensitivity was not affected by the intervention.

Conclusion: A decreased n—6/n—3 PUFA ratio can be achieved with simple dietary counselling, resulting in multiple, potentially
favourable effects on the metabolic and inflammatory profiles.

European Journal of Clinical Nutrition advance online publication, 8 August 2007; doi:10.1038/sj.ejcn.1602857

Keywords: n—3 PUFA; dietary intervention; fatty acid oxidation; adiponectin; TNF-o
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Over the last century, there has been a large increase in the
consumption of n—6 polyunsaturated fatty acids (PUFA),
such that in the Western diet the ratio of n—6 to n—3 fatty
acids is ~20-30:1, instead of the recommended range of
~4-5:1 (Krauss et al., 2000; Kris-Etherton et al., 2002).
Recommendations for increased intake of n—3 fatty acids are
based on their potential health benefits against cardio-
vascular disease including reduced mortality (GISSI-Preven-
zione-Investigators, 1999; Simopoulos, 1999; Connor, 2000;
Albert et al., 2002; Kris-Etherton et al., 2002). Considering
the evidence linking the progression of arteriosclerosis with
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lipid abnormalities and chronic inflammation, n—3 PUFAs
may play an important preventive role via the modulation of
these pathways (Pai et al., 2004). Population-based studies
have suggested a relationship between n—3 PUFA consump-
tion and protection against cardiovascular events and
coronary heart disease (Iso et al., 2006). Beneficial effects
for metabolic disorders such as obesity, insulin resistance and
type 2 diabetes are speculative, but are supported by recent
studies suggesting that n—3 PUFAs serve as important
mediators of gene expression, potentially via peroxisome
proliferator-activated receptors (PPARs) and/or sterol regula-
tory element-binding protein-1 (Simopoulos, 1999; Connor,
2000; Clarke, 2001; Summers et al., 2002; Ukropec et al.,
2003; Delarue et al., 2004). In most but not all cases, n—6
PUFA have opposite effects to those of n—3 PUFA. They
also inhibit the formation of EPA (eicosapentaenoic acid,
20:5, n—3 PUFA) and DHA (docosahexaenoic acid, 22:6, n—3
PUFA) and their incorporation into cell membrane phos-
pholipids (Gerster, 1998).

Thus, a critical issue that must be addressed is how to
effectively implement dietary recommendations for n—3
fatty acids. Furthermore, do such recommendations have
measurable effects? Up to now, most studies have used fish
oil supplementation, which is unlikely to be suitable for
lifetime daily consumption and could have deleterious
effects at very high doses (Simopoulos, 1999; Connor,
2000; Nettleton and Katz, 2005). Perhaps, a more suitable
way to increase n—3 fatty acid intake is to include 3-4 fatty
fish meals in the weekly diet along with 20 g of vegetable oil
rich in «-linolenic acid (ALA) (Kris-Etherton et al., 2000).
Ideally, this should be combined with a reduced intake of
n—6 PUFA (Gerster, 1998). To our knowledge, the effects of
simultaneously increasing dietary intake of n—3 fatty acids
and decreasing n—6 fatty acid intake have not been studied
previously.

We hypothesized that increased n—3 PUFA consumption
combined with a reduction in n—6 PUFA would have
favourable outcomes. The objectives of this study were to
assess the effects of this dietary modification on lipid,
inflammatory and hormonal profiles, insulin sensitivity as
well as resting energy expenditure in healthy subjects.
The secondary objective was to investigate if appropriate
intake and ratios of n—6/n—3 fatty acids could be achieved
with simple dietary advice.

Subjects and methods

Subjects

Seventeen healthy subjects were recruited (10 males and 7
females; mean age 27.1 years (s.d. 1.9); mean body mass
index (BMI) 22.4 kg/m2 (s.d. 0.4)) through an advertisement
for a dietary intervention study. The main inclusion criteria
were: no first- or second-degree relatives with diabetes
mellitus or obesity, BMI 20-25 kg/m?, age 18-60 years and
a low usual intake of n—3 fatty acids (less than one fish meal
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per week, no intake of rapeseed, soya and walnut oil).
None of the subjects had a history of hyperlipidaemia
or inflammatory disease, and all were apparently healthy,
as indicated by medical questionnaire, physical examination
and routine laboratory analyses completed at enrolment.
All subjects gave their written consent after being informed
of the nature and purpose of the study as well as possible
risks. The experimental protocol was approved by the ethics
committee of Hospices Civils de Lyon and performed
according to French legislation (Huriet law).

Diet and experimental design

The protocol consisted of a 10-week dietary intervention.
The foods and ingredients selected for the diet were designed
to increase the dietary content of n—3 fatty acids and to
decrease n—6 fatty acids. Rapeseed oil was supplied with a
daily intake of 20ml (1.7 g/day of ALA). The study subjects
were also instructed to augment their fish consumption to
three fish meals per week (100 g of salmon, tuna, mackerel,
herring and sardines) in place of their habitual meat intake,
providing a mean of 1.25g/day of EPA and DHA. Advice
was provided by a trained dietician twice before the dietary
intervention and again after 1 month regarding the
avoidance of foods containing high amounts of n—6 PUFA,
vegetable oils (except rapeseed and olive) and their deriva-
tive products (potato chips, certain nuts and so on). Special
emphasis was placed on qualitative but not quantitative
modification of their habitual diet.

All subjects were given written and verbal instructions by
a dietician on how to complete a 3-day (2 weekdays and 1
weekend day) dietary record before the initiation and during
the last week of the dietary intervention. They also kept
a food diary with daily rapeseed oil and fish intake. PUFA
intakes were calculated using food composition tables
specific to our country (CIQUAL table) (Deharveng et al.,
1999).

Advice was given on maintaining a constant physical
activity level throughout the study.

The subjects underwent 2 days of testing before and at the
end of the dietary intervention, including anthropometric
measurements, blood samples, body composition and insulin
sensitivity measurements. Each participant was invited
to the Centre de Recherche en Nutrition Humaine de Lyon
(CRNH), Hopital Edouard Herriot, for a comprehensive series
of tests following a 10-h overnight fast. After anthropometric
measurements, catheters were installed to infuse D,-Glucose
and to collect blood samples. Blood was drawn for the
determination of fasting lipid, hormone and inflammatory
profiles and erythrocyte membrane fatty acid composition,
along with baseline clamp data. The resting metabolic rate
was measured before and at the end of the clamp.

Weight and body composition
Body weight was recorded with the subject wearing no shoes
and light clothing to the nearest 0.1kg with an electronic
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scale. Height was measured to the nearest 0.5 cm. The waist/
hip ratio was calculated. Body composition was determined
with a single-frequency bioelectrical impedance device
(Star 50, Spengler, Cachan, France).

Euglycaemic hyperinsulinaemic clamp and indirect calorimetry
All patients underwent a 3-h euglycaemic hyperinsulinaemic
(EH) clamp as described previously (Ducluzeau et al., 2001).
An antecubital vein was cannulated for infusion of
D,-Glucose (6,6—2H2—glucose; Eurisotop, St-Aubain, France),
20% dextrose and insulin (Actrapid, Novo-Nordisk, Copen-
hagen, Denmark). The other arm was cannulated for blood
sampling. A primed-constant infusion of D,-Glucose was
begun 3h before the start of insulin infusion to ensure
isotopic equilibrium. After completion of the 3-h isotopic
equilibration period, insulin was infused at the rate of
40mU/kg.min for 180min. Plasma glucose was measured
every 10 min with a glucose analyser (Beckman Instruments,
Fullerton, CA, USA) and maintained at a fasting level with
a variable infusion rate of 20% dextrose. Blood was drawn
each 10 min for the last 30 min of isotopic equilibrium, and
EH clamp was undertaken for the determination of
6,6->H,-glucose isotopic enrichment, plasma glucose, insulin,
free fatty acids, triacylglycerol and glycerol. Insulin sensiti-
vity was calculated from the mean of four values obtained
over 30 min (Rabasa-Lhoret et al., 2003).

Continuous indirect calorimetry was performed with a
ventilated hood system (Deltatrac, Datex Instruments Corp.,
Helsinki, Finland) during the last 60 min of tracer equili-
brium and the EH clamp periods, for the measurement of
carbohydrate and lipid oxidation rates (Laville et al., 1995).

Erythrocyte membrane fatty acid composition

Erythrocytes were obtained from a 4ml blood sample
collected in a tube containing 54 ul of EDTA 77mM and
centrifuged for 20 min at 200g and 4°C. The upper fraction
rich in platelets was removed and the remaining lower
fraction was treated with 1ml NaCl 9% and 1ml of EDTA.
A volume of 1ml Dextran 5% was added and the tube was
left to settle at lab temperature. The base was then washed
successively with 1 ml of a Tyrode Hepes buffer at pH 7.4 and
2 x 1ml of NaCl 9%. An additional centrifugation at 1800¢
for 10 min isolated erythrocytes, and 40 ul of BHT 1 mM was
added to avoid PUFA oxidation.

Heptadecanoic acid was added as an internal standard and
lipids from this fraction were extracted by the method of
Bligh and Dyer (Bligh and Dyer, 1959), followed by trans-
esterification with BF;-methanol at 100°C. The crude fatty
acid methyl ester (FAME) mixture was purified by thin-layer
chromatography (hexane, diethyl ether, acetic acid, 80:20:1).
The FAME spot scraped from silica was reconstituted in
250 1 of trimethylpentane. Chromatographic separation of
FAME was achieved with a capillary column (HP Innowax
60m x 0.25 mm x 0.25 uM) after a 1-ul pulsed, splitless injec-
tion (splitless time: 1 min; pulse pressure: 35 psi). Helium was
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used as a carrier gas at a constant flow rate of 1.2 ml/min
(24 psi at 90°C). Oven temperature was started at 90°C for
1min, then raised to 175°C at 15°C/min, followed by a
5°C/min increase to 225°C (10 min), and finally up to 255°C
at 10°C/min and maintained at this temperature for 10 min.
Electron impact mass spectrometry was undertaken in an
HP5973 MSD (Agilent Technologies, Massy, France) working
at 70 eV, in full-scan detection for fatty acid profiles. Fatty
acids were measured against one calibration point from a
standard mixture of the most important components from
Supelco (Sigma Aldrich, St-Quentin Fallavier, France) relative
to heptadecanoic acid methyl ester.

Laboratory analyses

Plasma glucose was quantified by the glucose oxidase
method (Beckman Instruments, Fullerton, CA, USA), and
free fatty acids were measured by the colorimetric enzymatic
method (Wako Pure Chemical Industry, Neuss, Germany).
Plasma triacylglycerols, glycerol and beta-hydroxybutyrate
were analysed according to enzymatic methods (Laville et al.,
1995).

Plasma isotopic enrichment of 6,6—2H2—glucose was as-
sessed by gas chromatography-mass spectrometry (HP 5971
MSD, Hewlett Packard, Palo Alto, CA, USA), and glucose
turnover rates were calculated by steady-state equations
(Laville et al., 1995).

The serum concentrations of leptin, adiponectin, tumour
necrosis factor-alpha (TNF-«) and interleukin-6 (IL-6) were
measured in duplicate by enzyme-linked immunosorbent
assay (with Quantikine leptin, Quantikine high sensitivity
TNF-« and Quantikine IL-6, kits from R&D Systems, Oxford,
UK, and adiponectin kit from BioCat, Heidelberg, Germany).
Plasma insulin was quantified in duplicate by radio-
immunoassay (Ins Irma, Kip 1251, MDS Nordion, France).
C-reactive protein (CRP) was assessed by immunonephelo-
metry in an IMAGE analyser (Beckman-Coulter, Villepinte,
France).

Statistical methods

All values are presented as mean (s.d.). Paired t-tests and the
Wilcoxon rank test were performed for comparisons between
final and baseline values or percentage variations from
baseline when applicable. Data analyses were undertaken
using Statview statistical software program (Statview, version
5.0, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). P-values less than
0.05 were considered statistically significant.

Results

Subjects and diet diaries

The anthropometric and body composition values of the
study subjects did not change significantly during the period
of the trial, and there were no subject withdrawals (Table 1).

w
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Table 1 Characteristics of subjects at baseline and after 10 weeks of
dietary intervention

Table 3 Fatty acids in erythrocyte phospholipids at baseline and after
10 weeks of dietary intervention

Baseline (n=17) 10 weeks (n=17) P-value Fatty acids Baseline (n=17) 10 weeks (n=17) P-value
Weight (kg) 67.2 (9.2) 67.5(2.2) 0.81 % of total fatty acids
BMI (kg/m?) 22.4(1.8) 22.5(1.9) 0.38 n—9
Hip/waist ratio 0.85 (0.10) 0.85 (0.10) 0.84 18:1 12.71 (2.35) 12.74 (2.33) 0.82
Fat mass (%) 24.4 (7.3) 24.1(7.2) 0.62
n—6
Abbreviation: BMI, body mass index. 18:2 11.54 (3.82) 10.11 (1.67) 0.20
Data presented as mean (s.d.). 20:4 16.84 (4.99) 16.74 (3.68) 0.65
n-3
Table 2 Daily intake of energy, protein, fat and carbohydrates at 18:3 0.13 (0.10) 0.17 (0.10) 0.09
baseline and after 10 weeks of dietary intervention 20:5 0.96 (0.36) 1.50 (0.79) 0.008
) 22:6 6.23 (2.14 7.55(2.81 0.06
Baseline (n=17) 10 weeks (n=17) P-value n—3/n—6 0.25 (0'09; 0.33 20.1 3; 0.01
Energy (kcal/day) 2117 (616) 2015 (495) 0.82 Data presented as mean (s.d.).
Carbohydrate (% cal) 44.7 (4.8) 44.2 (6.9) 0.73
Protein (% cal) 15.7 (2.5) 16.9 (2.8) 0.27
Fat (% cal) 39.6 (4.0) 38.9 (6.4) 0.64 . .
Saturated fatty acids (g/))  32.7 (10.4) 26.4 (7.0) 0.02 a Adiponectin
MUFA 28.5 (9.9) 35.8 (7.1) 0.004 9.00 1 *
PUFA 16.4 (4.6) 14.2 (5.5) 0.02 8.00 -
LA 9.8 (2.6) 8.9 (0.4) <0.0001 3 700 |
ALA 0.36 (0.20) 2.62 (0.40)  <0.0001 E
LA/ALA 32.2 (15.4) 22(0.3)  <0.0001 32 8.00 4
c 5.00
Abbreviations: ALA: o-linolenic acid; LA: linoleic acid; MUFA: monounsatu- k] 4.00 4
rated fatty acids; PUFA: polyunsaturated fatty acids. H
Data presented as mean (s.d.). g_ 3.00 A
3 200 4
. . . . . . . 100 T
Dietary intake was estimated by analysing the diet diaries 0.00
before and during the last week of the dietary intervention. ' . ) .
Initial intake met the inclusion criteria (high n—6 PUFA : p=0.02 vs Baselme
intake, low n—3 PUFA intake, linoleic acid (LA)/ALA ratio: b TNF-ut
32.2 (s.d. 15.4), Table 2). Compliance with the dietary 300 - )
intervention was good, with no modification of energy and
constant macronutrient intake. During the intervention, 250 4
subjects markedly increased their fish intake (22.9+11 vs jry 200 4 "
305.41 g/week, P=0.0003). £-
As expected, ALA intake increased significantly and LA 2 150 4
intake decreased, lowering the LA/ALA ratio to 2.2 (s.d. 0.3) lf 100
(P<0.0001). The high percentage of oleic acid (63% of g -
C18:1) in rapeseed oil explains the significant elevation of 050
monounsaturated fatty acids (MUFA). The dietary interven-
0.00 - —

tion was also associated with a significant reduction in
saturated fat intake (Table 2).

Total fatty acid composition was ascertained in the
erythrocyte membranes in all subjects. After 10 weeks of
dietary intervention, EPA (C20:5 n—3 PUFA) rose signifi-
cantly from 0.96 to 1.50% (P=0.008), with a concomitant
increase in the n—3/n—6 PUFA ratio from 0.25 to 0.33
(P=0.01). No concomitant change in the content of n—6
fatty acids was apparent in erythrocytes (Table 3).

Hormonal and inflammatory profiles
Mean plasma adiponectin rose significantly after the 10-week
diet (baseline: 6.50ug/ml (s.d. 0.70) vs post-intervention:
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t: p=0.01 vs Baseline

Figure 1 : Changes in (a) serum adiponectin (ug/ml), and (b)
TNF-o. (pg/ml) at baseline and at the end of the 10-week dietary
intervention. MBaseline. CJAfter 10 weeks. *P=0.02 vs Baseline.
fP=0.01 vs baseline.

7.63 ug/ml (s.d. 0.62), P=0.02, Figure la). Plasma leptin
concentration was in the normal range, and did not change
significantly (9.16 ng/ml (s.d. 2.58) vs 8.39 ng/ml (s.d. 2.79),
respectively). Plasma TNF-x concentration declined signifi-
cantly after 10 weeks (2.18 pg/ml (s.d. 0.34) vs 1.50 pg/ml
(s.d. 0.32), P=0.01, Figure 1b), whereas the decreases in IL-6
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(1.28 pg/ml (s.d. 0.23) vs 1.00pg/ml (s.d. 0.17)) and CRP
(0.23 mg/1 (s.d. 0.09) vs 0.17mg/1 (s.d. 0.04)) concentrations
were not statistically significant.

Lipid profile

In the fasting state, the diet induced a significant reduction
in low-density lipoprotein (LDL)-cholesterol, whereas there
was a non-significant reduction in total cholesterol and
glycerol (Table 4). No significant differences were observed
under hyperinsulinaemic conditions (Table 5).

Substrate utilization, glucose homeostasis and insulin sensitivity
The resting metabolic rate was not affected by the dietary
intervention (data not shown). However, the 10-week
programme had a substantial effect on substrate utilization.
For example, in the fasting state the lipid oxidation rate
increased significantly (0.7 mg/kg.min (s.d. 0.3) vs 0.9
mg/kg.min (s.d. 0.3), P=0.01), whereas the glucose oxidation
rate decreased (1.6mg/kg.min (s.d. 0.4) vs 1.3mg/kg.min
(s.d. 0.4), P=0.02, Table 4). Neither fasting glucose nor
plasma insulin was affected by the dietary intervention
(Table 4).

At the end of the EH clamp, the decrease in the glucose
oxidation rate remained statistically significant (3.6
mg/kg.min (s.d. 0.7) vs 3.3mg/kg.min (s.d. 0.6), P=0.04).
Insulin sensitivity, as estimated by the EH clamp (Table 5),
was not modified significantly.

Discussion

The present study shows that a nutritional intervention
consisting of simple dietary recommendations focusing on
the dietary n—6/n—3 PUFA ratio has a favourable metabolic
impact including a decrease in LDL-cholesterol, and in-
creases in lipid oxidation and plasma adiponectin. Further-
more, plasma TNF-o (Figure 1) was significantly decreased in
agreement with previously reported reductions in ex vivo
TNF-o. production in mononuclear cells after supplementa-

Table 4 Metabolic values and substrate utilization in the fasting state

Baseline 10 weeks P-value
Total cholesterol (mmol/l) 4.3 (0.5) 4.1 (0.5) 0.06
LDL (mmol/l) 2.5(0.7) 2.3(0.5) 0.03
HDL (mmol/l) 1.41(0.24) 1.4(0.26)  0.93
Triacylglycerol (umol/l) 529 (147) 559 (156) 0.47
NEFA (umol/l) 472 (204) 453 (166) 0.79
Glycerol (umol/l) 73.2(34.5) 59.5(23.3) 0.13
Insulin (pmol/l) 42.3 (14.4) 37.4(10.5) 0.29
Glucose (mmol/l) 4.8 (0.6) 5.0 (0.5) 0.15
Glucose oxidation (mg/kg.min) 1.6 (0.4) 1.3 (0.4) 0.02
Lipid oxidation (mg/kg.min) 0.7 (0.3) 0.9 (0.3) 0.01

Abbreviations: NEFA: non-esterified fatty acids; HDL, high-density lipoprotein;
LDL, low-density lipoprotein.
Data presented as mean (s.d.).
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tion with encapsulated fish oil (Endres ef al., 1989; Meydani
et al., 1991; Caughey et al., 1996; Wigmore et al., 1997).

In contrast to other adipocyte-derived molecules such as
TNF-o, adiponectin has been proposed to have protective
metabolic and anti-inflammatory properties that could be
associated with lower risk of cardiovascular disease (Skilton
and Celermajer, 2006). The observed increase in adiponectin
levels is consistent with both cross-sectional reports of an
inverse correlation between adiponectin and inflammatory
mediators in obese subjects (Engeli et al., 2003), and inverse
associations with TNF-o levels in human adipose tissue
(Kern et al., 2003). Furthermore, the increase in adiponectin
is consistent with investigations in mice showing that the
consumption of a diet rich in EPA and DHA leads to elevated
systemic adiponectin concentration (Flachs et al., 2006;
Neschen et al., 2006).

Another important finding of the present work was the
impact of the diet on substrate utilization in both fasting
and hyperinsulinaemic conditions (Tables 4 and 5). The diet
increased lipid oxidation in the fasting state, as already
reported with higher supplementation (6 g/day of fish oil for
6 weeks) in healthy humans (Couet et al., 1997). Such effects
of n—3 PUFA on lipid oxidation can modify total fat mass
(Couet et al., 1997), and prevent or partially reverse the fat
mass accumulation associated with high-sucrose, high-
fructose or high-fat diets in animals (Halvorsen et al., 2001;
Lombardo and Chicco, 2006). However, we found no change
in body composition, but the magnitude of changes in body
fat previously reported (<1kg of fat mass in 6-8 weeks) was
within the variability of the method used in the present
study. Moreover, the subjects in this study had normal fat
mass at baseline (Table 1).

Epidemiological and interventional studies indicate that
the quality of dietary fat influences insulin sensitivity in
humans (Rivellese and Lilli, 2003). In particular, saturated
fatty acids worsen insulin sensitivity, while MUFA and n—6
PUFA cause improvements. The impact of n—3 PUFA is less
clear. In the present study, using the gold standard for the
determination of insulin sensitivity, we saw no significant
effect on insulin sensitivity in healthy, young, non-obese
adults (Table 5), despite a modest increase in adiponectin.

Table 5 Metabolic values and substrate utilisation during euglycemic
hyperinsulinemic clamp

Baseline 10 weeks P-value
Triacylglycerol (umol/I) 398 (133) 431 (198) 0.69
NEFA (umol/l) 30.69 (7.47) 27.06 (10.47) 0.23
Glycerol (umol/l) 23.00 (8.54) 18.25(5.18) 0.10
Glucose (mmol/l) 4.93 (0.49) 5.26 (0.41) 0.11
Insulin (pmol/l) 504 (107) 510 (85) 0.80
Glucose oxidation (mg/kg.min) 3.6 (0.70) 3.3 (0.6) 0.04
Lipid oxidation (mg/kg.min) 0.16 (0.26) 0.2 (0.2) 0.44
Insulin sensitivity (mg/kg.min) 9.54 (3.34) 9.96 (2.27) 0.07

Abbreviation: NEFA: non-esterified fatty acids.
Data presented as mean (s.d.).
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In contrast, most studies that have reported a relationship
between insulin sensitivity and adiponectin concentration
have included insulin-resistant subjects (Weyer et al., 2001;
Rivellese and Lilli, 2003).

Many previous studies have used encapsulated fish oil
supplements (Simopoulos, 1999; Connor, 2000; Nettleton
and Katz, 2005; Hooper et al., 2006), which are unlikely to be
suitable for long-term use. In the present experiment, we
were able to demonstrate that a simple dietary intervention
markedly reduced the n—6/n—3 PUFA ratio, assessed by both
diet diary and erythrocyte membrane fatty acid concentra-
tion (Tables 2 and 3). This is consistent with the data from
the Omega Diet (Simopoulos and Robinson, 1999) and the
Swedish study (Friberg and Johansson, 2007).

Increased MUFA intake, reduced saturated fat intake or
changes in other components of fish and/or oil could also
have contributed to the observed results, either by them-
selves or through interaction with n—3 PUFA (He and
Daviglus, 2005; Hooper et al., 2006). Such dietary modifica-
tions are part of the Mediterranean diet, which has been
shown to be highly effective in the secondary prevention of
coronary heart disease (de Lorgeril et al., 1999). From a public
health perspective, it is interesting to demonstrate that this
simple advice on PUFA intake is able to bring about a more
globally favourable dietary modification.

Mechanisms that may underlie our observations include
n—3 PUFA modifying key genes involved in fatty acid
oxidation, including acetyl-CoA carboxylase, fatty acid
synthase, carnitine palmitoyltransferase 2 and peroxisomal
fatty acid oxidase (Jump and Clarke, 1999; Baker and
Gibbons, 2000), and modulating adiponectin expression
through AMP-activated kinase activation (Flachs et al., 2006),
or interaction with PPAR-y (Neschen et al., 2006). These
increases in adiponectin may subsequently upregulate genes
involved in fatty acid oxidation (Yamauchi et al., 2002; Rossi
et al., 2005).

The present study has some limitations. No control group
was included and the sample size was small. Thus, while
our findings provide preliminary evidence for an effect of
the n—6/n—3 PUFA ratio on plasma adiponectin and lipid
oxidation, these results require confirmation in larger,
controlled trials.

Our results support an impact of n—6/n—3 PUFA ratio
change at various levels, including favourable anti-inflam-
matory and lipid profiles. The observed modulation of
adiponectin and cytokine levels by a simple nutritional
approach independent of changes in body weight, if
confirmed among obese and insulin-resistant subjects,
would represent an attractive approach in terms of the
prevention of diabetes and cardiovascular disease.
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7 Omega trois et maladie rénales chroniques
7.1 Les perturbations métaboliques au cours de maladie rénales

7.1.1 Syndrome métabolique

Selon les données de l'enquéte Third National Health and Nutrition Examination Survey
(NHANES III), la prévalence du syndrome métabolique chez les patients insuffisants rénaux
est de 18 % et augmente a 36 % lorsque le débit de filtration glomérulaire est inférieur a 45
ml par minute (88). Comme dans la population générale, la présence dun syndrome
métabolique est associée a une mortalité cardio-vasculaire accrue chez les patients
insuffisants rénaux, quelque soit le niveau d'inflammation, 1'age et les complications cardio
vasculaires préexistantes.

L'insulinorésistance a ét¢ initialement décrite chez les patients dialysés par De Fronzo en
1978 en utilisant la technique de clamp euglycémique hyperinsulinique (89, 90). Depuis, de
nombreuses études ont montré que les patients hémodialysés présentaient un index HOMA
¢léveé : 32 % ont un index HOMA >1,4 selon Shinohara et al. (91). Cette sensibilité a
l'insuline ne différe pas selon I'étiologie de I'insuffisance rénale. Elle est présente des le stade
III d’insuffisance rénale chronique (IRC) et s'aggrave avec le déclin de la fonction rénale,
proportionnellement au débit de filtration glomérulaire (92). Le mécanisme cellulaire de cette
insulino résistance n’est pas clairement établi : l'insulinosécrétion et la production hépatique
de glucose ne sont pas perturbées, cette derniere étant normalement inhibée par l'insuline
(89). Alors que la glycémie a jelin est normale, la glycémie post prandiale augmente suite a
une résistance périphérique a l'insuline, dont le mécanisme est un défaut de signalisation de
l'insuline au niveau intracellulaire. Différentes étiologies ont été proposées comme
'acidose, la carence en vitamine D, I'accumulation d’acides gras libres et la dyslipidémie.
Les mécanismes actuellement évoqués sont, d'une part, la présence d'un défaut de
phosphorylation de la tyrosine kinase du récepteur a l'insuline au niveau du foie, du muscle et
du tissu adipeux et d'autre part, une altération du métabolisme du glucose par la voie
oxydative et non oxydative au niveau cellulaire (93).

La dyslipidémie est présente chez 40 a 50 % des patients insuffisants rénaux chroniques

(94). En effet, elle est associée a une augmentation de la lipolyse entralnant ainsi une
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¢lévation d'acides gras libres (AGL) plasmatiques, une accumulation de la production de
VLDL (very low-density lipoprotein), et a une diminution des HDL (high-density
lipoprotein) suite a une diminution de 1’activité de la lipoprotéine lipase et a une production
de LDL (low-density lipoprotein) petites denses et particulierement oxydables. Sur le plan
moléculaire, sur des modeles d’insuffisance rénale expérimentale (néphrectomie du 5/6 chez
le rat), I’apparition de dyslipidémie est associée a une diminution de 1’expression de I’ARNm
de PPAR a au niveau hépatique (95).

- L’insuffisance rénale est associée a une dysfonction adipocytaire

De nombreuses études ont montré, une anomalie de concentrations sériques des adipokines
telle que la leptine, I’adiponectine et une augmentation de cytokines proinflammatoires telles
que I’'IL-6 et TNF-a au cours de I’insuffisance rénale (96, 97). La graisse viscérale est
associée a une ¢lévation de cytokines proinflammatoires comme I’IL-6 (98) et Axelsson et al
ont montré qu’une augmentation des concentrations circulantes de sCD163 (marqueur de
macrophages matures) est corrélée de facon positive avec la masse grasse, les cytokines pro-
inflammatoires et les molécules d’adhésion endothéliale (99).

Role du stress oxydant : Il existe une augmentation des marqueurs de stress oxydant et ceci

de fagon précoce des le stade 3 de maladie rénale chronique, montrant que 1’insuffisance
rénale est un état pro-oxydant. Ainsi, il a ét€ montré une augmentation de différents
marqueurs de stress oxydant que ce soit des marqueurs de péroxydation lipidique (F2-
isoprostane, anticorps anti LDL oxydé) ou protéique (protéine carbonylée, AOPP) sans qu’il
y ait de relation entre le débit de filtration glomérulaire et ces marqueurs (100, 101). Le
traitement par dialyse semble inefficace pour corriger ce stress oxydant (102), certains
auteurs ont méme montré une génération musculaire accrue des marqueurs de stress oxydant
et une dysfonction mitochondriale au cours de séances d’hémodialyse (103). Cependant la
prévalence de stress oxydant dans la maladie rénale chronique n’est pas clairement connue.
Par ailleurs, méme s’il a ét¢ montré une augmentation significative des marqueurs de stress
oxydant chez les patients insuffisants rénaux diabétiques et hypercholestérolémique (100),
I’interaction stress oxydant et inflammation au cours de la MRC, ainsi que 1’étiologie de ce
stress oxydant ne sont pas clairement identifiées. Chez des sujets insuffisants rénaux stade 3
et 4, Ramos et al ont montré une augmentation des marqueurs de stress oxydant (F2
isoprostane, MDA) et une diminution des antioxydants (thiols) corrélée a I’adiposité et aux
marqueurs de I’inflammation (104). Enfin plus récemment d’ Apolito et al ont montré que
I’urée elle méme diminue la sensibilité a I’insuline et augmente la sécrétion de résistine et

retinol binding protein-4 (RBP-4) sur des adipocytes en culture (cellules 3T3) en augmentant
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la génération de ROS (reactive oxygen species) et entralnant une modification post
traductionnelle des molécules impliquées dans la signalisation de I’insuline comme IRS et
AKT et inhibe le transport du glucose. Cet effet est reproduit par la perfusion d’urée chez des
souris alors qu’un traitement anti oxydant permet de prévenir 1’insulino résistance et

I’augmentation des adipokines au cours de cette perfusion d’urée (105).

7.1.2 Inflammation chronique

Au cours de la MRC, il existe un état micro inflammatoire chronique avec augmentation de
CRP et de cytokines pro inflammatoires comme IL-6 et TNF-a qui ne peut étre expliqué
totalement par la baisse de filtration glomérulaire. Ainsi 30 a 50 % des patients insuffisants
rénaux présentent une CRP ¢levée (106). Cette inflammation existe des le stade
d'insuffisance rénale modérée, semblant indiquer que d'autres facteurs intrinséques au déclin
de la fonction rénale sont impliqués. Cette inflammation s'aggrave avec le déclin de la
fonction rénale, et persiste méme apres I’initiation de la dialyse (hémo ou dialyse péritonéale)
(102). 11 est actuellement admis qu’elle joue un réle dans la forte prévalence de dénutrition
constatée chez ces patients. En effet, les marqueurs d’inflammation sont significativement
corrélés avec les marqueurs de dénutrition tels que I'albumine et la perte de poids (107, 108).
Elle est également en partie responsable de I’anorexie, de la diminution de la synthése
protéique et de I’augmentation du catabolisme protéique.

Chez les patients hémodialysés, Raj et al ont montré une augmentation de
I’expression de I’ARNm musculaire de SOCS-2 et IL-6 aprés une séance d’hémodialyse
(103), associée a une augmentation des cytokines plasmatiques (IL-6, TNF-a) et de MDA
(malonedialdéhyde) suggérant ainsi qu’au cours de séance de dialyse le muscle squelettique
pourrait €tre le lieu d’un stress oxydant et d’inflammation accrus. Au cours de MRC stade II1
et IV, une étude a montré une relation entre la CRP et le QUICKI (quantitative insulin
sensitivity check index) (109).

Le role de I’'inflammation et I’insulinorésistance sur la morbimortalité cardio vasculaire au
cours de la maladie rénale chronique est bien établi. Par ailleurs, ces deux troubles

métaboliques sont également associé€s a un catabolisme protéique accru et une dénutrition.
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7.2 Publication

7.2.1 Titre: L’adiponectine au cours de I'insuffisance rénale est plus liée aux
perturbations métaboliques qu’a la perte de fonction rénale.

7.2.2 Résumé

Nous avons caractérisé les anomalies métaboliques a un stade précoce de maladies rénales
chroniques. En effet, dans la plupart des études, la population étudiée est tres hétérogeéne et
inclut des patients ayant un diabete, obésité, un état inflammatoire chronique ou un
traitement pouvant interférer avec les parameétres métaboliques.

Pour cela nous avons étudié, 44 patients en insuffisance rénale chronique (clairance de la
créatinine 53 + 25 ml/min/1.73 m?, 4ge moyen de 45 ans) non diabétiques et non obéses en
déterminant les perturbations métaboliques associées au déclin de la fonction rénale. La
fonction rénale a été évaluée par la méthode de référence (méthode isotopique par clairance a
I’inuline) et nous avons mesuré la composition corporelle (mesure de plis cutanés, index de
masse corporelle) et les marqueurs biologiques de métabolisme glucidique (insuline, glucose)
lipidique (cholestérol, triglycéride), marqueurs d’inflammation (protéine ¢ réactive ), fonction
adipocytaire en dosant les deux principales adipokines (leptine et adiponectine) ainsi que le
rapport albumine/ créatinine urinaire.

Nous avons ainsi montré que les perturbations métaboliques surviennent a un stade précoce
de maladie rénale (stade III de MRC) avec une augmentation de 1’adiponectine et une
corrélation significative négative en régression simple entre la fonction rénale et
I’adiponectine et la leptine. Comme pour le reste des sujets avec fonction rénale normale,
nous retrouvons la corrélation négative entre 1’adiponectine avec I’index de masse corporelle
et la masse grasse chez le sujet insuffisant rénal. Nous avons également montré une
corrélation positive entre la leptine et adiponectine chez ces patients qui n’est pas retrouve
chez les patients non insuffisants rénaux obéses ou diabétiques. Un role possible de la
protéinurie comme déterminant de concentration sérique d’adiponectine est également
montré.

Ces résultats suggerent que I’augmentation précoce d’adiponectine au cours des maladies
rénales chroniques n’est pas le seul fait de la baisse de la clairance mais probablement un
mécanisme adaptatif aux perturbations métaboliques. De maniére intéressante, sur des

patients hémodialysés, Zoccalli et al rapportent des concentrations €élevées d’adiponectine
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avec corrélation négative avec la mortalité cardiovasculaire, les sujets ayant les valeurs
d’adiponectine les plus élevées étant plus protégés (96). 1l semble donc que toute intervention
permettant d’augmenter 1’adiponectine plasmatique aurait un effet protecteur sur le risque
cardiovasculaire des patients avec MRC. Les oméga trois par leur effets bénéfiques
cardiovasculaires et sur les ¢léments du syndrome métabolique sont naturellement une

thérapeutique potentielle.

7.2.3 Article
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Adiponectin in chronic kidney disease is related more to metabolic
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Abstract

Background. Adiponectin, a newly discovered col-
lagen-like protein of the collectin family exclusively
produced by adipocytes, possesses anti-inflammatory
properties. Plasma adiponectin is associated with a
decreased cardiovascular risk in non-renal patients,
and is reduced in obesity and insulin-resistant states.
Although reports show an increase in the adiponectin
level in maintenance haemodialysis, peritoneal dialysis
and end-stage renal disease, there is no documentation
of adiponectin levels and regulation in the early stages
of chronic kidney disease (CKD).

Methods. We prospectively measured glomerular fil-
tration rate (GFR) in 48 patients with CKD using
inulin clearance. Fasting blood was drawn to deter-
mine insulin, leptin, adiponectin and C-reactive protein
(CRP) levels. Body fat mass was calculated using
skinfold thickness measurements.

Results. The patients’ mean GFR was 53.5+24.9 (SD)
ml/min/1.73 m?. Adiponectin was in the normal range
in men (9.84+2.9mg/l) and women (16.6+5.0mg/l)
with CKD, being significantly higher in women than
men (P<0.001). Serum leptin was above normal
(10.4+10.7 pg/1), whereas serum insulin and CRP
were within their normal ranges (3.5+3.3 uU/ml and
2.6 + 5.0 mg/l, respectively). In linear regression analy-
sis, adiponectin was negatively correlated with GFR
(P=0.02), fat mass (P=0.03) and body mass index
(P=0.002), and strongly positively correlated with
serum leptin (P=0.003). A positive relationship was
also found between plasma adiponectin and the
urinary albumin/creatinine ratio (P =0.007). No rela-
tionship was found between adiponectin and insulin
or adiponectin and CRP. In multiple regression anal-
ysis, adiponectin was significantly positively correlated

Correspondence and offprint requests to: Denis Fouque, MD,
Department of Nephrology, Hopital E. Herriot, 69437 Lyon Cedex
03, France. Email: denis.fouque@chu-lyon.fr

with leptin (P<0.0001), negatively with body mass
index (P<0.0001) and only weakly with GFR
(P=0.04).

Conclusions. Despite an adverse metabolic environ-
ment in chronic renal insufficiency, serum adiponectin
increases in non-obese patients when renal function
deteriorates. Adiponectin is only weakly affected by
renal function per se, but appears influenced by pro-
teinuria, and more significantly by body mass index
and the change in serum leptin that accompanies
decline in renal function.

Keywords: hormones; inflammation; insulin; kidney;
patients

Introduction

Evidence is accumulating that adipose tissue releases a
number of active metabolic compounds, including pro-
inflammatory cytokines [1]. These compounds include
leptin, adipsin, resistin, angiotensinogen, tumour necro-
sis factor-oo (TNF-o), plasminogen activator inhibitor
type-1 and interleukin (IL)-6. Therefore, obese patients
or patients whose clearance of cytokines is impaired,
as in chronic renal failure (CRF), may be prone to
insulin resistance and accelerated atherosclerosis [2, 3].

Adiponectin, the product of the transcript-1 (apM1)
gene, which is exclusively and most abundantly
expressed in adipose tissue, is a 244 amino-acid protein
structurally homologous to collagen VIII, collagen X
and complement fraction Clq [4]. Adiponectin is
reported to be abundant in human blood, with its
plasma levels in the mg/ml range and, thus, accounting
for ~0.01% of total plasma protein. Plasma adiponec-
tin is decreased in obesity, suggesting that the dysregu-
lation of adiponectin may be relevant to obesity-linked
disorders [5]; it is also reduced in type 2 diabetes,

Nephrol Dial Transplant Vol. 20 No. I © ERA-EDTA 2004; all rights reserved
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coronary artery disease (CAD) and dyslipidaemia
[6]. Several in vitro studies indicate that adiponec-
tin plays an important role in the inhibition of the
inflammatory response and possesses anti-atherogenic
properties [7].

Abnormal glucose, insulin and lipoprotein meta-
bolism are common in patients with CRF. Also well
known are increased cardiovascular morbidity and
inflammation in these patients [8]. Plasma adiponectin
has been reported to be increased in end-stage renal
disease (ESRD) before dialysis and in patients on
maintenance dialysis (haemodialysis and peritoneal
dialysis) [9-11], and to be inversely related to incident
cardiovascular events [9]. Whether or not this increase
reflects impaired adiponectin clearance by the kidney
or whether it is a compensatory mechanism aimed
at counteracting increased cardiovascular risk factors
is not elucidated yet. In a more recent paper, Zoccali
et al. [12] report that adiponectin is increased in
patients with nephrotic syndrome and that proteinuria
is strongly related to circulating adiponectin.

The purpose of this study was to prospectively
assess the relation of plasma adiponectin to proteinuria
(as measured by urinary albumin/creatinine ratio),
body composition, insulin metabolism and biological
markers of inflammation in patients with a large range
of renal insufficiencies.

Subjects and methods

Patients

We studied 48 patients with known kidney diseases, using
as controls 20 volunteers matched for age and weight, with
no known kidney disease and negative urinary dipstick
analyses. The protocol was approved by the local ethics
committee (CCPPRB Lyon A) and informed consent was
obtained from each participant.

Kidney function measurement

We used inulin clearance to determine glomerular filtra-
tion rates (GFRs). Briefly, inulin [polyfructosan (inutest);
Laevosan, Linz, Austria] was infused continuously for 3h
after a priming dose and urine was collected every 30 min
by spontaneous voiding. Inulin was measured by a stan-
dard colorimetric assay on a Technicon AutoAnalyzer
(model AAI Technicon Corporation, Tarryton, NY, USA).

Blood measurements

To determine adiponectin, leptin, insulin and C-reactive
protein (CRP), blood was drawn from all subjects at 07.45,
before breakfast after an overnight fast. Samples were chilled
immediately on ice and centrifuged at 3000 g, then serum or
plasma was separated and samples were kept at —70°C until
laboratory analysis.

Plasma adiponectin was measured in the laboratory of
the Department of Internal Medicine and Molecular
Science of the Medical School of Osaka (Osaka, Japan)
using a sensitive enzyme-linked immunosorbent assay [5]
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and recombinant adiponectin as standard. Serum leptin was
measured in duplicate by radioimmunoassay (Mediagnost
Gmbh, Tiibingen, Germany) using standards and a '*I-tracer
prepared from recombinant leptin and a high-affinity poly-
clonal antibody that recognized specifically and quantitatively
human leptin. Plasma insulin was measured by radioimmu-
nometric assay using a mouse monoclonal antibody (ERIA
Diagnostics Pasteur, Marnes la Coquette, France). Ultra-
sensitive serum CRP was measured by an automated
immunonephelometric method, whose detection limit was
0.2mg/l. The albumin/creatinine ratio was calculated using
measurements made on the first urine sample collected
after an overnight fast.

Anthropometry

Anthropometric data were obtained once for each subject,
at enrolment into the study. They included measured body
weight and body fat mass calculated from the Durnin and
Womersley tables [13], and were based on skinfold thickness
measurements performed in triplicate at four different sites
(biccipital, tricipital, subscapular and suprailiac).

Statistics

Data analysis was performed using a statistical software
program (Statview, Abacus Concepts”, Berkeley, CA, USA).
Quantitative results are reported as means+SEM unless
indicated otherwise. Correlation between two variables was
searched by simple regression analysis. Multiple linear
regression analysis was used to define the variables most
predictive of circulating adiponectin concentrations, after
selecting the parameters that were found to be associated with
adiponectin by simple regression analysis or those known to
be of importance in the physiology of adiponectin: body mass
index (BMI), leptin, insulin, age and GFR. Adiponectin,
leptin and the urinary albumin/creatinine ratio, which did not
demonstrate a Gaussian distribution, were logarithmically
transformed. A P-value of <0.05 was considered significant.

Results

Patients’ characteristics

We recruited 48 patients with chronic kidney disease
(CKD) (36 males), aged 45+ 13 years, and 20 volun-
teers (13 males). The main clinical and anthropometric
characteristics of the cohort are summarized in Table 1.

Table 1. Clinical and anthropometric characteristics of patients

Age (years) 45+13
Gender (male/female) 36/12
Arterial pressure

Systolic (mmHg) 138.8+£16.6

Diastolic (mmHg) 80.3+9.3
BMI (kg/m?) 25.1+3.0
Body weight (kg) 72.5+£11.6
Fat mass (kg) 21.4+6.2
Fat-free mass (kg) S51.1+7.4

Values are expressed as means+SD, n=48.
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Their renal diseases were glomerulonephritis (n=13),
interstitial nephritis (n=6), nephrosclerosis (n=75),
polycystic kidney disease (7 = 3), and were of other or
unknown aetiologies in 21 patients. Diabetic patients
and patients treated with steroids were excluded. Of
the patients, 30 were on antihypertensive drugs [20
on single therapy with angiotensin-converting enzyme
inhibitors (ACEI), calcium channel blockers, diuretics
or B-blockers; 10 on double or triple therapy with
various combinations of these drugs].

Biochemical parameters

The biochemical data are summarized in Table 2. The
mean plasma adiponectin among the CKD patients
11.5+4.0mg/l (range: 4.4-29.3mg/l) was not signifi-
cantly different from the average value for healthy
subjects (10.3+3.9mg/l; P=0.41). Plasma adiponec-
tin was higher (P<0.0001) in female (16.6+5.0 mg/1)
than in male CKD patients (9.8+2.9mg/l). The
between-genders difference in plasma adiponectin in
the patients was similar to that observed in the healthy
controls (13.8+£3.8 mg/l in women vs 8.4+2.5mg/l in
men; P<0.01). Plasma leptin levels among the CKD
patients (10.5+ 7.4 ug/l) were significantly higher than
in healthy subjects (5.49 +4.0 pg/l; P =0.04). Women
had higher circulating levels of leptin than men, both
in CRF (17.5+£9.7 vs 8.24+5.7ng/l; P<0.01) and in
healthy subjects (8.7+3.7 vs 3.7+2.9ng/l; P=0.02).
Plasma insulin and CRP levels were in their normal
ranges (3.5+2.4mU/l and 2.7 £ 2.5 mg/l, respectively).
Microalbuminuria (as defined by a urine albumin/
creatinine ratio between 2 and 20mg/mmol) was
found in 10 patients, whereas 27 patients presented
with albuminuria, i.e. a urine albumin/creatinine ratio
>20 mg/mmol.

Glomerular filtration rate

The mean GFR was 53.5+24.9 ml/min/1.73 m? (range:
12-107 ml/min/1.73m? Table 2), corresponding to
stage I1T of CKD. GFR was <50 ml/min/1.73m? in
29 subjects.

Table 2. Biochemical data in CKD patients and control subjects

Gender CKD patients Controls
Male Female Male Female
(n=36) (n=12) (n=13) (n=7)

GFR (ml/min/1.73 m?) 5594225 5124209 ND  ND

Adiponectin (mg/l) 98429 16.6+50" 84+2.5 13.8+3.8°
Leptin (pg/l) 82457 17.5+9.7" 3.7429 87+3.7°
Insulin (mU/1) 38+25 25+18 - -

CRP (mg/l) 26455 25+33

Values are expressed as means+SD, n=48.

4P <0.01, female vs male (CKD).

®p<0.01 and °P<0.05, female vs male (controls).
ND: not determined.
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Relationships between plasma adiponectin and
clinical and biochemical parameters

As seen in Figures 1 and 2, plasma adiponectin was
inversely correlated with GFR (r=-—0.33, P=0.02)
and BMI (r=0.43, P=0.002). Serum leptin was
strongly and positively related to plasma adiponectin
(Figure 3). There was also a positive relationship
between plasma adiponectin and the urinary albumin/
creatinine ratio (Figure 4). Plasma adiponectin was
related neither to systolic or diastolic arterial pressure
nor to plasma insulin or CRP (data not shown).
Antihypertensive treatment had no effect on plasma
adiponectin levels. Specifically, the plasma adiponectin
of patients being treated with ACEI was not different
from that of those who did not receive ACEI (11.4 vs
11.5mg/l; P=NS).

Multiple regression analyses indicated that, in
patients with mild renal disease, only BMI (P<
0.0001), serum leptin (P<0.0001) and, to a lesser
extent, GFR (P=0.04) were correlated with plasma
adiponectin levels after adjustment for age, body fat
mass and plasma insulin. BMI and serum leptin
explained 66% of the variance of plasma adiponectin
in our study.

Discussion

Adiponectin and renal function

Since adiponectin has been shown to be elevated above
normal in maintenance haemodialysis (MHD), perito-
neal dialysis and ESRD patients, we addressed the
question of whether or not this increase could happen
earlier, before ESRD. The results we obtained by using
a ‘gold standard” measurement of renal function, inulin
clearance, confirm that higher adiponectin levels are
found with worsening renal function (Figure 1) and
increasing proteinuria (Figure 4). In addition, we show
that this increase in plasma adiponectin is explained
mainly by the patients’ body composition and the
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Fig. 1. The inverse relationship between GFR (as measured by
inulin clearance) and fasting plasma adiponectin (mg/l, log trans-
formed); n=48, r=0.31, P=0.02.
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Fig. 2. The inverse relationship between body mass index and
fasting plasma adiponectin (mg/l, log transformed); n =48, r=0.43,
P=0.002.

log Adiponectin

log Leptin

Fig. 3. The positive relationship between serum leptin (ng/l, log
transformed) and fasting plasma adiponectin (mg/l, log trans-
formed); n=48, r=0.41, P=0.003.

altered metabolic profile (e.g. serum leptin) that
occurs with the impairment of renal function. Zoccali
et al. [12] showed a positive linear relationship between
proteinuria and plasma adiponectin in patients
with nephrotic syndrome (mean proteinuria: 6.8+
2.6g/24h) and in non-nephrotic proteinuric patients
(mean proteinuria: 0.98 = 1.3 g/24 h). It is interesting to
note here that we confirm this finding and also show
that it occurs earlier during the course of renal disease,
in patients with a less significant proteinuria (Figure 4;
mean urinary albumin/creatinine: 80+ 13 mg/mmol;
range: 0.3-310 mg/mmol). However, this relationship
stops being significant when adjustments are made
for other factors (GFR, BMI and serum leptin). Thus,
it is possible that, in patients with nephrotic syndrome,
massive proteinuria may impact adiponectin more
strongly by triggering other yet unidentified metabolic
disorders. Another point to clarify is the effect of ACE
inhibition on adiponectin levels. Indeed, Furuhashi
et al. [14] recently showed that ACE inhibition was
associated with an increase in plasma adiponectin in
patients with essential hypertension. Although we did
not show differences in plasma adiponectin between
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log Adiponectin

log palb/creat

Fig. 4. The positive relationship between urinary albumin excre-
tion (expressed as the urinary albumin/creatinine ratio, mg/mmol,
and log transformed) and fasting plasma adiponectin (mg/l, log
transformed); n=48, r=0.38, P=0.007.

patients who were taking ACE inhibitors and those
who were not, our study was not designed to examine
this question. This interesting point requires further
research, since ACE inhibitors are the first line of
therapy in CKD patients.

Adiponectin and insulin metabolism

Adiponectin is the most abundant gene product in
adipose tissue. Plasma adiponectin is decreased in
obesity and diabetes [6]. Hotta et al. [15] reported
simultaneous reductions in insulin action and plasma
adiponectin levels with the progression of obesity in
rhesus monkeys. The administration of recombinant
adiponectin improved hyperglycaemia and hyperinsu-
linaemia and it was able to reverse insulin resistance
in obese mice. In a recent study of 148 women under-
going a glucose-clamp study, adiponectin was posi-
tively associated with improved glucose oxidation [16].
Altogether, these findings suggest that adiponectin
actively influences glucose and insulin metabolism;
however, the link between adiponectin and insulin
sensitivity remains unclear. In this study, we were
not able to identify a relationship between plasma
adiponectin and fasting insulin, perhaps because of one
of two reasons. First, a type 2 error due to the limited
size of the study, which, however, did not prevent us
from observing a rather strong relationship between
adiponectin and leptin (the latter would have been
strengthened by increasing the number of patients).
Second, and more likely, our patients were not obese
and had plasma insulin levels within its normal range,
which might have limited the insulin-related regulation
of adiponectin and allowed leptin to exert the
predominant effect on adiponectin. Unfortunately,
since we did not collect the necessary data (e.g. fasting
blood glucose or HOMA index), we could not get a
better insight into the relationship between insulin
metabolism and adiponectin in renal failure. Dynamic
interventions, such as prolonged fasting or insulin
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infusion studies, appear to be warranted to highlight
these interactions in patients with CKD.

Adiponectin and body composition

Like many other metabolic hormones, body composi-
tion is a strong determinant of plasma adiponectin in
other non-renal diseases patients as well as in renal
patients. Plasma adiponectin is mainly inversely corre-
lated with body fat mass, BMI or total body weight.
Two recent studies have shown increases in plasma
adiponectin after substantial weight loss following
either gastroplasty or hypocaloric diet [17,18]. By
contrast, exercise training had no effect on plasma
adiponectin, although it significantly improved insulin
sensitivity [19] (but it may not have changed body
composition enough to alter plasma adiponectin).
Another major determinant of plasma adiponectin is
serum leptin [9, 16,20,21]. Since serum leptin and
plasma adiponectin are strongly linked to fat mass in
opposite ways, the relationship between serum leptin
and plasma adiponectin still remains unclear. An
inverse relationship between leptin and adiponectin
has been reported in healthy women, in obese patients
[20] and in patients on MHD [9], whereas a positive
correlation has been shown in patients with lipodystro-
phy [21]. In the present study, we found a strong
positive relationship between serum leptin and plasma
adiponectin (Figure 3), which remains highly significant
(P <0.0001) after adjusting for body composition and
GFR. It is the most important relationship accounting
for the increased plasma adiponectin in CKD patients.

Thus, the rise in plasma adiponectin during pro-
gressive renal failure and before ESRD may be the
consequence of the well-described increase of serum
leptin that occurs when GFR falls [22]. These results
disagree with those obtained in MHD patients by
Zoccali et al. [9], who reported an inverse relationship
between serum leptin and plasma adiponectin. These
authors also found a negative correlation between
adiponectin and insulin, which we did not observe in
our patients. It is possible that, in the present study
in the absence of hyperinsulinaemia, hyperleptinaemia
might have contributed to the increase of plasma
adiponectin. There is presently no clear understanding
why adiponectin is low in patients with increased fat
mass when adiponectin is produced by adipose tissue.
This may result from a negative feedback. Our hypo-
thesis is that such a feedback is impaired in CKD.
Alternatively, since serum leptin in obese adults seems
to depend on subcutaneous fat while plasma adipo-
nectin depends more on visceral fat [23], it is possible
that an abnormal fat repartition in patients with
CKD may cause the difference we report here. Indeed,
a recent report by Stenvinkel er al. [11] in ESRD
patients before dialysis (GFR: 6-7ml/min/1.73m?)
found a negative correlation between adiponectin and
truncal fat mass, although no correlation was found
between adiponectin and arm and leg fat mass. A
further possible explanation could be that in the pre-
sent study we did not include obese patients [the mean
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BMI of our cohort was 25.1 kg/m? (range: 18-37 kg/m?)
and only five patients had a BMI >30kg/m?], whereas
some of Zoccali’s patients had a BMI of 45kg/m?
[9]. The fact that obesity induces hyperinsulinaemia
and alters plasma adiponectin might partly explain
these discrepancies. In addition, we excluded diabetic
patients in order to avoid confounding factors with
possible impacts on adiponectin levels, a limitation
not imposed in other studies of CKD [9-11]. Finally,
there is virtually no information on the potential effects
of dialysis membranes and biocompatibility on adipo-
nectin metabolism. Thus, dialysis characteristics or
differences among patients’ body composition and
metabolic status may partly explain these observations.

Adiponectin and inflammation

Recent data have demonstrated that in obese patients
there is an inverse relationship between, on the one
hand, plasma adiponectin and, on the other hand,
serum CRP and IL-6 [24], which could underlie a
possible mechanism for the well-described increase
in cardiovascular risk factors with excessive adiposity.
It has been suggested that adiponectin may inhibit the
detrimental effects of TNF-oo on insulin signalling.
Adiponectin may also be a direct marker of CAD, since
low plasma adiponectin levels are associated with
active CAD [7, 11, 17]. In vitro studies have shown an
inhibitory effect of adiponectin on the TNF-a-induced
expression of endothelial adhesion molecules [7] and
the suppression of the transformation of macrophage
to foam cell [25].

Recent data in CKD patients indicate that plasma
adiponectin is associated with several risk factors,
such as hypercholesterolaemia or hyperinsulinaemia
[9,12]. Zoccali et al. [9] have reported that plasma
adiponectin is an inverse predictor of incident cardio-
vascular events in MHD patients, despite their adipo-
nectin values being higher than those of controls. It
should be noted that cardiovascular risk was still higher
in patients with lesser elevations of adiponectin. Thus,
in maintenance dialysis, adiponectin seems to remain
protective, although this protection may occur in the
presence of higher plasma adiponectin levels [9]. We
did not find a relationship between plasma adiponectin
and CRP here, possibly because of the absence of any
true inflammatory process (mean CRP: 2.7+ 5.2mg/l;
Table 2). This observation is in accordance with the
report by Zoccali et al. [9]. Two recent studies, however,
showed an inverse relationship between adiponectin
and CRP among peritoneal dialysis and ESRD patients
before dialysis [10, 11]. Nevertheless, this point seems
important enough to strongly encourage longitudinal
prospective studies that examine the relationship
between adiponectin and inflammation in CRF
patients.

In conclusion, we have shown that plasma adipo-
nectin is elevated when renal function is impaired — as
early as CKD stage III (Figure 1) —and particularly in
proteinuric patients. This increase is associated mainly
with body composition (e.g. BMI) and plasma leptin,
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which is known to increase when renal function deterio-
rates. In our non-obese and non-diabetic patients, no
relationship was found between adiponectin and serum
insulin or CRP, these latter parameters being in their
normal ranges. Thus, the plasma adiponectin rise that
occurs when renal function deteriorates may represent
an adaptive response to the altered metabolic profile
associated with a high cardiovascular risk in CKD
patients.
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7.3 Omeéga trois et maladies rénales chroniques

7.3.1 Déterminants et apports en oméga 3

La consommation en poisson des patients souffrant de MRC est faible et cela est réflété
¢galement par le profil plasmatique et membranaire en AGPI n-3 qui est bas (110). La teneur
en AGPI n-3 au niveau des phospholipides membranaires est corrélée avec 1’apport en oméga
trois (111) chez ces patients. La supplémentation en huile de poisson permet d’augmenter la
teneur en AGPI sur les phospholipides des acides gras plasmatiques, et des membranes
érythrocytaires (110, 112). 11 a été également montré une augmentation de la teneur en
AGPIn-3 au niveau des membranes des adipocytes apres supplémentation en oméga trois
chez ces patients (112).

Pour I’instant, il n’existe pas de recommandations spécifiques a la maladie rénale chronique.
Les recommandations américaines en terme de prise en charge du risque cardiovasculaire au
cours de maladies rénales chroniques recommandent un apport de poisson au moins deux fois
par semaine (113). Pour I’instant, il n’existe aucune étude ayant vérifié¢ I’impact métabolique

d’une telle modification de régime chez ces patients.

7.3.2 Effet métabolique

7.3.2.1 Dyslipidémie

L’effet hypolipémiante des oméga trois a ¢t¢ démontré chez les patients insuffisants rénaux
dialysés (111) ou non (112). Cet effet est surtout marqué sur les triglycérides et a des doses
importantes d’AGPI n-3 au dela de 2 g par jour. Dans une étude randomisée contrdlée
Svensson et al ont ainsi montré que 1I’administration de 2,4 g de DHA et EPA pendant 8
semaines était associée a une diminution de 20 % des triglycérides et une augmentation de 8
% du HDL cholestérol sans modification du cholestérol total et du LDL chez des patients

insuffisants rénaux non dialysés.

7.3.2.2 Insulinorésistance

48



Chez les sujets hémodialysés, il a ét¢ montré qu’une supplémentation en EPA+DHA de 2,6 g
par jour améliore la sensibilité a I’insuline mesurée par le HOMA-IR, ceci associé a une
baisse des marqueurs d’inflammation (114).

Par contre les résultats sont contradictoires concernant 1’effet sur le contrdle de pression

artérielle. Ainsi, Svensson et al montre 1’absence d’effet d’une supplémentation de 8
semaines en AGPI n-3 (2,4 g/j) alors que Mori TA et al avec une supplémentation d’une
durée similaire a des doses plus importante d’EPA et DHA (4 g par jour) ont montré une
réduction de la pression artérielle en plus de la baisse de LDL cholestérol au cours de

maladies rénales chroniques (112, 115).

7.3.2.3 Stress oxydant

Malgré le niveau de stress oxydant élevé chez ces patients, la supplémentation en oméga trois
qui sont des acides gras polyinsaturés ne semble pas s’accompagner d’une augmentation du
niveau de peroxydation. Ando et al ont méme montré une diminution de LDL oxydés aprés
12 semaines de supplémentation avec 1,8 g/j d’EPA chez des patients dialysés (116). Mais a
notre connaissance, il n’y a pas de données sur les marqueurs spécifiques de peroxydation des

AGPL

7.3.2.4 Effet anti inflammatoire

Cappelli et al ont décrit une diminution de la production de TNF-a ex vivo par des cellules
mononuclées de patients insuffisants rénaux chroniques ayant recu une supplémentation de
3,4 g ’EPA+DHA par jour pendant un an (117). Une étude randomisée contrdlée avec
I’apport de 2,4 g de AGPI n-3 par jour pendant 8 semaines a montré une diminution non
significative de CRP. Il est a noter que les valeurs de CRP au début de cette é¢tude étaient
normales (41). Chez des patients hémodialysés, une étude pilote randomisée contrdlée a
cependant montré qu’une supplémentation en huile de poisson : 1,3 g EPA+DHA de 12
semaines s’accompagnait d’une baisse significative de CRP sans effet significatif sur le profil
lipidique. Cependant ces patients avaient des CRP initiales élevées (supérieurs a 10 mg/L). I
est possible que I’effet anti inflammatoire des oméga trois soit plus marqué dans des états
inflammatoires comme ce qui a été décrit dans d’autres pathologies inflammatoires ou que

ces effets différents soient liés a la différence de doses et type de supplémentation utilisés.
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7.3.3 Effet sur la progression de la maladie rénale

L’intérét de la supplémentation en huile de poisson dans les maladies rénales chroniques est
connu depuis longtemps avec un bénéfice sur la prévention de la progression de la
néphropathie a IgA ou maladie de Berger aprés les premicres publications de Donadio (118).
Dans cette étude multicentrique, les auteurs rapportaient une diminution de la pente de
progression de la fonction rénale avec une supplémentation de doses pharmacologiques
d’huile de poisson 12 gélules par jour de Maxepa. De facon intéressante cette méme équipe
rapporte quelques années plus tard un effet similaire en comparant des fortes doses versus des

doses modérées 1,88 g EPA et 1,47 g DHA par jour (119).

7.3.4 Prévention de thrombose d’acces vasculaire de dialyse

Du fait de leur propriété anti aggrégante plaquettaire et anti thrombotique, un certain nombre
d’études se sont intéressées sur 1’effet positif des oméga trois en terme de prévention de
thrombose d’acces vasculaire de dialyse. Avec I'utilisation de doses d’EPA + DHA
supérieure a 3 g par jour, il a ét¢ montré que les AGPI n-3 auraient un bénéfice dans la

prévention de sténose de fistule artério veineuse (120).

Ainsi, la plupart des études ayant examinées le bénéfice d’une supplémentation en oméga
trois chez les patients ayant une pathologie rénale chronique ont utilisées des doses
pharmacologiques d’oméga trois et sur une population hétérogene en terme d’age, de
pathologies (inclusion de diabétiques, obeses) qui n’a peut tre pas les mémes réponses
métaboliques face a ce type de supplémentation. Nous nous sommes posés la question de
I’impact métabolique et sur I’expression génique de différentes doses d’AGPI n-3 chez des
patients insuffisants rénaux de moins de 65 ans, non diabétiques, non obeses, non dialysés.
Par ailleurs, devant la prévalence importante de perturbations métaboliques et pathologies
cardiovasculaire d’une part et la reconnaissance du role de plus en plus important du tissu
adipeux dans leur genése d’autre part, nous nous sommes particuliecrement intéressés a 1’effet
sur ’expression d’un certain nombre de génes associées a I’inflammation ou

I’insulinorésistance.
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7.4 Publication

7.4.1 Titre : Effet-dose d’une supplémentation en huile de poisson sur ’inflammation
et I’expression génique adipocytaire chez des patients insuffisants rénaux
chroniques non dialysés.

Differential dose effect of fish oil supplementation on inflammation and adipose tissue gene
expression in chronic kidney disease patients before dialysis. Guebre-Egziabher, Debard C,

Drai J, Denis L, Pesenti S, Jacques Bienvenu, Laville M, Vidal H, Fouque D.

7.4.2 Résumé

Nous avons émis I’hypothese qu’une supplémentation en acides gras oméga trois sous la
forme d’huile de poisson pendant 10 semaines chez des patients présentant une insuffisance
rénale sévere pourrait avoir un effet bénéfique sur le métabolisme et I’inflammation de ces
patients. En effet du fait des contraintes diététiques liées a leur maladie rénale (restriction en
sel et protéine), il nous semblait difficile d’apporter une contrainte diététique supplémentaire
chez ces patients. D’un autre coté, les doses d’oméga trois utilisés dans la prévention de
progression de la néphropathie a IgA étant supérieur a 3 g/j, nous avons voulu vérifier
I’impact métabolique de ce type de supplémentation.

Nous avons étudié 12 patients ayant comme criteéres d’inclusion un age < 65 ans, une
clairance < 20 ml/min et IMC entre 20 et 27 kg/m2 et critéres d’exclusion : présence de
diabéte, obésité, traitement pouvant interférer avec le métabolisme (corticoide, AINS,) et anti
aggrégant plaquettaire. Ces sujets ont été randomisés en deux groupes : groupe A (n=6) prise
de 1.8 grammes d’EPA+DHA par jour sous la forme de 6 gélules de MAXEPA par jour et le
groupe B (n=0) : prise de 3.6 grammes d’EPA et DHA par jour sous la forme de 12 gélules
de MAXEPA par jour. Les sujets avaient la recommandation de ne pas modifier leur habitude
alimentaire et leur activité physique. La compliance est mesurée par le comptage des gélules
de MAXEPA rendues a la fin de 1’étude, une enquéte diététique de trois jours et la mesure du
profil des phospholipides plasmatiques. Au début et apres 10 semaines de traitement, les
patients ont bénéficié d’explorations métaboliques incluant : des mesures de parametres
anthropométriques (poids, tour de taille et de hanche, index de masse corporel, et
pourcentage de masse grasse par bioimpédance), la mesure de dépense énergétique par
calorimétrie indirecte, prise de sang a jeun pour déterminer la glycémie, insulinémie, le profil

lipidique (cholestérol, HDL, LDL), les adipokines (leptine, adiponectine), les marqueurs de
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I’inflammation (CRP, TNF et IL-6), et une biopsie de tissu adipeux pour la mesure de
I’expression génique par RT-PCR de genes de I’'inflammation (marqueur d’activation
macrophagique CD68, marqueur de surface macrophagique CD 14, monocyte chemotactic
protein MCP-1), du remodelage de la matrice cellulaire (MMP9) et des adipokines (leptine,
adiponectine et les recepteurs R1 et R2 de ’adiponectine). Dans cette étude, nous montrons
qu’il existe un effet dose li¢ au traitement par huile de poisson. Pour les doses modérées
d’oméga 3, il existe une tendance a la baisse de I’interleukine 6 plasmatique et une
diminution significative de I’expression de genes impliqués dans I’inflammation du tissu
adipeux (CD 68) et le remodelage de la matrice cellulaire (metallo protease MMP9) sans
modification de composition corporelle, de la dépense énergétique, de la sensibilité a
I’insuline ni des adipokines. Ceci alors qu’il existe méme une augmentation de LDL
plasmatique. Pour les patients bénéficiant d’une supplémentation par les doses fortes
d’oméga 3, nous montrons une amélioration de leur profil lipidique avec baisse du
triglycéride, et augmentation du HDL cholestérol, et une augmentation de I’expression
génique de toutes les adipokines (leptine et adiponectine et du récepteur R2 de
I’adiponectine) sans modification de leur concentration plasmatique.

- Il s’agit d’une premiere étude montrant un effet dose réponse des oméga 3 chez les patients
insuffisants rénaux. Les résultats de cette étude permettent ¢galement de comprendre les
résultats contradictoires qui ont été publiés concernant leur effet sur I’inflammation et le
métabolisme. Comme ce qui a ét¢ montré chez des sujets témoins dans des études ex vivo,
I’effet anti inflammatoire des oméga 3 se voit plutdt aux doses modérées, alors que 1’effet sur
le métabolisme lipidique se voit pour des doses plus fortes et est completement distincte de
I’effet sur I’inflammation. Nous en concluons que les doses administrées de ces acides gras
doivent étre modulées selon la cible thérapeutique et qu’il n’ y a pas d’effet additif par
augmentation de doses. Il est possible que différentes voies de signalisation cellulaire sont

activées ou inhibées en fonction des doses.

7.4.3 Article
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Abstract (247 words)

Background and objectives: n-3 polyunsaturated fatty acids (PUFAs) show beneficial effects
in cardiovascular diseases, partly attributed to their anti-inflammatory properties. Potential
effect of n-3 PUFAs on the adipose tissue of patients with chronic kidney disease (CKD) has
never been explored and dose related effects are scarce.

Design, setting, participants, measurements: Twelve non dialyzed stage IV - V CKD patients
were randomly allocated to receive 1.8 g or 3.6 g of n-3 PUFA (fish oil: FO) per day for 10
weeks. Anthropometric and metabolic parameters, adipose tissue function and gene
expression were evaluated at baseline and at 10 week.

Results: Body weight, fat mass, energy intake, fasting glucose and insulin were unchanged.
Serum HDL cholesterol was increased and TGL level decreased with the high dose of FO,
whereas LDL cholesterol increased with the moderate dose of FO. Serum adiponectin, leptin,
CRP, and TNFa were not modified in both groups. IL-6 levels tended to decrease with the
moderate dose. In addition, a subset of inflammation related genes (CD68 and MMP9) were
reduced in subcutaneous adipose tissue in the moderate dose group. Adiponectin, leptin and
adipoR2 gene expression were upregulated with the high dose of FO.

Conclusion: Moderate dose of FO alters the gene expression profile of adipose tissue to a
more anti inflammatory status. Increasing the dose to 3.6 g does not bring additionnal
beneficial effect but leads to the upregulation of adipokines gene expression. This suggests a

different dose response to n-3 PUFA administration in CKD patients.

Keywords: n-3 PUFA, AT, inflammation, chronic kidney disease, adipokines
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1
2

2 Introduction

6 CKD is associated with high cardiovascular mortality rate LA growing body of evidence

7

8 suggests that an increased inflammatory state and metabolic disorders are important

9

1? contributors to the increased cardiovascular disease *.

12

13 In the last decades, AT has been recognized to contribute to the production of inflammatory
14

12 factors * and inflammatory alterations in AT appear to underly complications of metabolic

1

1; diseases such as obesity and diabetes mellitus and recent data indicate that this may also be
19

20 the case in CKD *°. Recent animal and human studies show that blood derived macrophages
21

gg infiltrate the AT in obesity and therefore contribute to the inflammatory state *. In CKD,

24 . . ce . -

o5 Cordeiro et al have recently shown that abdominal fat deposition is associated with increased
26

27 inflammation, in patients undergoing maintenance haemodialysis °. Furthermore, an increased
28

gg production of proinflammatory cytokines in AT of patients with end stage renal disease has
31 5

32 been reported °.

33

34 Diets enriched with n-3 PUFA have been associated with a lower incidence of coronary heart
35

g’g disease (CHD), a reduction of atherosclerotic lesions, and inflammatory markers in non renal
38

39 patients 1012 1y rodents, beneficial effect of n-3 PUFA on insulin sensitivity and AT

40

3; metabolism and gene expression has been reported. N-3 PUFA prevent high fat dietinduced
ﬁ matrix remodeling and adipocyte enlargment in AT of obese diabetic mice '*. Furthermore n-
45

46 3 PUFA prevent AT inflammation induced by high fat diet in these mice '*.

47

38 In human, 2 months treatment with 1.8 g n-3 PUFA reduces adiposity, some atherogenic

50 . . .

51 markers and AT inflammation-related genes (matrix metalloprotease MMP9, and macrophage
52

53 surface markers CD 68, CD11b) in women with type 2 diabetes ' 1n elderly people, high
54

22 omega-3 consumption increases insulin sensitivity, and reduces inflammatory markers '°.

57

58

59

60
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In hemodialysis patients, Himmelfarb et al. have reported a significant decrease in IL-6
without significant change in CRP and oxydative stress markers with a supplementation of
800 mg of DHA and gamma Tocopherol .

Given these observations, we hypothesized that:

-Moderate n-3 PUFA supplementation may improve plasma inflammatory markers and
inflammatory gene expression in AT of CKD patients.

-We also assessed if increasing the dose of fish oil has a greater beneficial effect on
inflammation.

Materials and methods:

Subjects:

Twelve CKD patients were recruited from the department of nephrology hopital Edouard
Herriot, Lyon, France. Main inclusion criteria were: age 18-65 years, GFR < 20 ml/min, BMI
<27 kg/m®. Exclusion criteria were: presence of diabetes, inflammatory disease, fish oil or n-
3PUFA supplementation in the previous 3 months, ongoing active illness requiring
hospitalization, Warfarin, steroid or anti aggregant agent use and pregnancy. All subjects gave
their written consent after being informed of the nature and purpose of the study. The
experimental protocol was approved by the ethics committee of hospices civils de Lyon and
performed according to french legislation (Loi Huriet).

The subjects were randomized to moderate fish oil supplementation (group A n=6, 6 capsules
of MAXEPA laboratoire Pierre Fabre Médicament, Boulogne, France) or high fish oil
supplementation (group B, n=6, 12 capsules of MAXEPA) for 10 weeks. Each capsule was
certified to contain a minimum of 180 mg of EPA (eicosapentaenoic acid) and120 mg of

DHA (docosahexaenoic acid).
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1
2

2 Participating subjects were requested to follow their usual diet recommandation and fish

5

6 consumption, and keep their initial calory intake and nutrients proportions as well as their

7

8 physical activity constant throughout the study.

9

1? All subjects were given written and verbal instructions by a dietetician on how to complete a
12

13 3-day (2 weekdays and one weekend day) dietary record before the initiation and during the
14

12 last week of the fish oil supplementation. PUFA intakes were calculated using food

1

1; composition tables specific to our country (CIQUAL table) 18,

19

20 Each participant was referred to the Centre de Recherche of Nutrition Humaine (CRNH)

21

gg Rhéne Alpes, for a comprehensive series of tests following an overnight fast at baseline and at
24 . . . .-

o5 the end of the intervention. After anthropometric and body composition measurements, blood
26

27 was drawn for determination of fasting lipid, glucose, insulin and several systemic adipokines
28

gg (adiponectin, leptin, IL-6, TNF-a), CRP, and plasma phospholipids fatty acid composition.
31

32 Resting metabolic rate was measured by indirect calorimetry and AT biopsies were

33

34 performed.

35

36 ioh ..

37 Weight and body composition

38

39 Body weight was recorded with the subject wearing no shoes and light clothing to the nearest
40

3; 0.1 Kg with an electrical scale. The waist to hip (W/H) ratio was calculated. Body

43 . . . . . gt .

44 composition was determined with a single frequency bioelectrical impedance device (Star 50,
45

46 Spengler, Cachan France).

47

38 Continuous indirect calorimetry was performed with a ventilated hood system (Deltatrac,

50

51 Datex Instruments Corp., Helsinki, Finland) during 60 minutes'”.

52

53 Laboratory analysis

54

22 Plasma glucose, cholesterol, LDL, HDL, triacylglycerol and albumin were measured using
57

58 standard automated laboratory techniques.

59

60
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Plasma insulin was quantified in duplicate by radioimmunoassay (Ins Irma, Kip 1251, MDS
Nordion, France). C reative protein (CRP) was assessed by immunonephelometry.

Free fatty acids were measured by the colorimetric enzymatic method. Adiponectin was
measured using an immunoassay technique (Quantikine assay, R & D Systems ®,
Minneapolis, MN, USA) and leptin with an ELISA technique (BioVendor® assay, Modrice,
Czech Republic). Cytokine profile was investigated using peripheral venous EDTA blood
samples. After centrifugation, plasma was stored in aliquot at —80° until analysis. Plasma IL-6
and TNF o concentration was analysed using a quantitative enzyme linked Immunosorbent
assay (Beckman Coulter/Immunotech, Marseille, France; Invitrogen/Biosource, Nivelles,
Belgium, respectively), following manufacturer’s instructions. All samples were assayed in
duplicate.

Plasma phospholipid fatty acid composition

Lipids were extracted by chloroform methanol (1:1, v/v). The extract was washed by saline
solution to remove proteins. The chloroform phase was concentrated under a stream of
nitrogen and taken up in chloroform methanol. The lipid classes were separated by thin layer
chromatography on silicagel plates (Merck 5721) using petroleum ether-ethylic ether —acetic
acid as developing solvent. The plates were sprayed with bromophenol blue and individual
bands of phospholipids and cholesteryl esters were scrapped off into separated tubes. The
phospholipids fraction was saponified and transmethylated with sodium methylate, and the
cholesteryl ester fraction was methylated with sulphuric acid and dehydrated methanol. The
methyl esters of each fraction were removed by hexane and analysed by gas liquid
chromatography on a Fison GC-8000 gas chromatograph (Thermo Separation Products-Les
Ullis — France) equiped with a CP-SIL fused silica capillary column (25 m x 0,25 mm internal
diameter coated with 100% cyanopropyl siloxane 88 phase 0,2 um, Chrompack Les Ullis,

France, helium as carrier gas, and a split ratio 1: 20.
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Identification of the individual methyl ester components was made by frequent comparison
with authentic standards and with their retention times. The results were expressed as

percentage of the total area of all fatty acid peaks in each lipid fraction and quantified (mg/l)
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with the internal Standard added at the beginning of analysis.

13 Adipose tissue biopsies

15 Subcutaneous abdominal white AT samples were obtained from the peri ombilical level by
needle biopsy under local anesthesia, as previously described 2 Tissue samples were

20 immediately frozen in liquid nitrogen and then stored at — 80 °C for later extraction of RNA.

o5 RNA extraction
27 Total RNA from subcutaneous tissue was obtained by using the mirVana miRNA Isolation
Kit (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) according to the manufacturers

32 recommandations.

Quantification of mRNA by using real-time RT-PCR

39 First-strand cDNAs were synthesized from 250 ng of total RNA in the presence of 100 U of
M1 Superscript II (Invitrogen, Eragny, France) and a mixture of random hexamers and oligo (dT)
44 primers (Promega, Charbonniéres, France). Real-time RT-PCR was performed using

46 ABsolute QPCR SYBR Green ROX Mix (Abgene, Courtaboeuf, France) with a Rotor-Gene
48 6000 system (Corbett Life Science, Paris, France). For the purpose of quantification, a

51 standard curve was systematically generated with six different amounts (150 to 30,000

53 molecules/tube) of purified target cDNA cloned in the pGEM plasmid (Promega). Each assay
was performed in duplicate and validation of the real-time PCR runs was assessed by

58 evaluation of the melting temperature of the products and by the slope and error obtained with
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the standard curve. TATA box binding protein (TBP) mRNA levels were measured as internal

standard.

Statistical methods:

All values are expressed as mean TSEM. Paired t-tests and the Wilcoxon rank tests were
performed for comparison between final and baseline values or the percent variation from
baseline when applicable. Data analysis were undertaken using statview statistical software
program (statview version, SAS institute Inc., Cary, NC, USA). Relations between variables
were analyzed by the non parametric Spearman’s correlation test and r coefficients are

provided. P-value less than 0.05 were considered statistically significant.

Results

Patient compliance

Fish oil treatment was followed by subjects without any reported side effects. According to
self-report, the subject lifestyle was unchanged throughout the study. We evaluated n-3 fatty
acid composition of plasma phospholipids. The level of EPA (C20 :5 n-3) and DHA (C22-6
n-3) acids in plasma was significantly increased in both groups, whereas arachidonic acid
(C20-4 n-6) concentration decreased. Accordingly the ratio n-6/n-3 significantly decreased in
both groups (table 1). Furthermore, the count of returned FO capsules showed a 97%
compliance.

Baseline characteristics

At baseline, there were no detectable significant differences in clinical and biological
variables measured between the two treatment groups (table 2). In the 12 CKD patients there

was a significant positive correlation between percent fat mass and leptin, CD14, MMP9 and
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1
2

2 CD68 gene expression in AT. Serum leptin level was also correlated with CD14 and CD 68
5

6 gene expression (table 3).

7

8

9

1? Effects of intervention

12

13 Dietary control, anthropometry, nutrients utilisation

14

12 There was no significant difference between the groups in the daily intake of total energy and
1

1; nutrients per weight as estimated by 3-day dietary records (table 2). Body weight, BMI, and
19

20 percent fat mass measured by bioelectrical impedance remained unchanged in both groups.
21

gg Resting metabolic rate, glucose and lipid oxidation were not significantly modified by the
24 . . .

o5 intervention either (table 2).

26

27 Lipid and Glucose homeostasis

28

gg Fasting plasma glucose and insulin were not significantly influenced by fish oil treatment.

31

32 Plasma triacylglycerol was significantly lower after 10 weeks in the group B. Cholesterol

33

34 HDL was also significantly increased in this group and remained unchanged in group A,

35

g’g while LDL cholesterol increased in the latter. Plasma free fatty acids remained unchanged in
38

39 both groups (table 4).

40

3; Adipokines and inflammatory factors

ﬁ Interleukin 6 tended to decrease after 10 weeks of moderate fish oil supplementation (group
45

46 A) without reaching statistical significance (p=0.07). It is of notice that baseline plasma IL-6
47

38 levels are more elevated in group A compared to group B without reaching significance.

50

51 Plasma concentrations of leptin, adiponectin, CRP, TNF a, were not significantly changed
52

53 after the treatment in either group (tables 4 and 5).

54

22 Gene expression analysis in AT

57

58 Leptin, adiponectin and adiponectin receptor 2 (adipo R2) gene expression was significantly
59

60 increased in the group B, and remained unchanged in the group A (figure 1). A series of genes

ScholarOne support: (434)817 2040 ext.167

63



©CoONOOGAWN =

Clinical Journal of the American Society of NEPHROLOGY Page 10 of 25

encoding inflammation related factors was also analyzed. Among these genes the matrix
metalloprotease MMP9, and the macrophage phagocytic activity marker CD68 were
significantly reduced in group A. Interleukin IL-6 gene expression was also reduced without
reaching significance. No significant changes were observed in the monocyte chemotactic

protein (MCP-1) in either group (figure 2).

Discussion

In this study we assessed changes in systemic metabolic and inflammatory markers as well as
AT inflammatory and adipokines gene expression in a 10 week intervention trial in non
dialyzed CKD patients. Supplementation with 1.8 g n-3 PUFA which is a moderate dose of
FO, resulted in anti inflammatory changes in blood and adipocytes gene expression profiles.
These effects were seen despite the significant increase of LDL cholesterol.

In addition, supplementation with 3.6 g n-3 PUFA did not show anti inflammatory effect but
up regulated adipokine genes expression in AT and improved blood lipid profile.

The anti inflammatory effect of 1.8 g EPA+DHA is mainly characterized by a trend for a
decrease in IL-6 and a decreased expression of MMP9 and CD68 in AT. Although increased
adiposity represents a major risk factor for the development of type 2 diabetes and its’
associated cardiovascular complications, an emerging paradigm supports the view that AT
dysregulation, characterized by impaired lipid storage and inflammatory cytokines
production, might play a crucial role in the pathogenesis of insulin resistance and
atherosclerosis °. Thus, beneficial effect of fish oil on CVD risks could be mediated bya
decrease in the inflammatory markers secreted by AT " n our study moderate FO treatment
significantly reduced or tended to reduce the expression of a cluster of inflammation related
genes in the subcutaneous AT. Some of these markers such as the metalloprotease (MMP9),

and phagocytic activity (CD68),were positively correlated with adiposity (percent fat mass) at
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baseline (table 3). The result of our study is supported by other several recent human and
experimental studies. In rodents, 6 week of n-3 PUFA supplementation prevents AT
inflammation induced by high fat diet ' Furthermore, Huber et al have shown that fish oil
supplementation prevents high fat induced matrix remodeling in AT B, Additionally, in post
menopausal type 2 diabetic women, Kabir et al. have shown that moderate FO treatment
decreases adiposity and the expression of some inflammation- related genes in AT without
any effect on insulin sensitivity 15 Hence, our observations on AT gene expression are in line
with these previous studies.

The current study was not able to demonstrate a significant alteration in concentrations of
systemic inflammatory factors in response to fish oil treatment in patients with CKD. In
patients with inflammatory conditions cytokine concentration or production are influenced by
EPA and DHA supplementation in a relatively large number of studies ! However, some of
these studies suggest that local effects at the site of inflammation might be more pronounced
than systemic effect > 22 Tn addition, it has been reported that the effects of PUFA
supplementation are mainly detectable when CRP is already elevated at baseline B2 which
was not the case in our population. In inflammed hemodialysis patients, Saifullah et al have
shown that supplementation with 1.3 g of EPA+DHA leads to a significant decrease in CRP
25

An interesting finding of our study is that increasing dose of FO does not bring additional
beneficial anti inflammatory effect. In fact there is a trend for an increase of the inflammation
related gene expression in AT, despite an improved lipid profil.

In an ex vivo study on cytokine production by monocytes Trebble et al have reported a
negative but U shaped dose response relationship between long chain n-3 fatty acids intake
and IL-6 in an open uncontrolled study, with a maximum inhibition demonstrated at a

supplementary intake of 1g/Day % Wallace et al have found a similar result in a controlled
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blinded parallel study®’. Current data from supplementation studies in healthy subjects have
failed to reveal a thresfold value for, and dose response effects on immunomodulation with
EPA and DHA %, Inflammatory cytokine concentrations and production are influenced by
fish oil in a relatively large number of studies in patients with inflammatory conditions. As
the designs and experimental conditions used differ between studies it is not possible to
thoroughly investigate the potential presence of dose-response effects. Data allowing direct
comparison within the same inflammatory disease are very limited and inconclusive. Our
data clearly suggests that increasing the intake of FO up to 3.6 g/day has no beneficial
immunomodulatory effect.

Another interesting finding of our study is the upregulation of adipokines (leptin and
adiponectin) and adipoR?2 associated with the decrease of triacylglycerol and increase of
HDL. It has been reported that feeding with a diet containing large amounts of fish oil
increases plasma adiponectin concentration in rats % and mice *°. Neschen et al have shown
an increased adiponectin gene expression in epididymal fat and that the increase of plasma
adiponectin was likely mediated by the activation of PPAR (peroxisome proliferator-activated
receptor) in mice fed fish oil in a dose dependant fashion 3 In obese human subjects
supplementation with 1.8 g of EPA has been reported to decrease triacylglycerol and increase
plasma adiponectin levels *'. Moreover, EPA has been found to increase the expression of
PPAR vy itself 32 The favorable impact of FO administration on lipoprotein profil in non
dialyzed CKD patients has been reported by Svensson et al. with a 8§ weeks administration 2.4
g EPA+DHA 3 In their study, they also show that patients with self-reported high fish intake
had greater n-3 PUFA content in AT compared with patients with low fish intake, suggesting
a good incorporation of these PUFA in AT. It is possible that the incorporation of these fatty

acids in AT might modulate the expression of transcription factors and increase the number of
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small differenciated adipocytes able to produce more adiponectin. But these authors were not
able to show an effect on CRP **.

Our study has however some limitations. First the limited number of patients may have not
allowed us to reach significance. Second, the duration of the study was relatively short,
eventually limiting the detection of systemic effect. Third, because of the limited amount of
fat taken by biopsy, confirmation of gene expression changes at the protein level could not be
determined in AT. However, the studied population was homogenous, with similar range of
GFR, and with exclusion of diabetic, obese and also elderly subjects, to tentatively reduce the
impact of other confounding metabolic factors. The compliance was excellent and confirmed
by fatty acid composition in plasma. Furhtermore, we observed changes in gene expression
whereas body composition was not modified throughout the study in both groups. Finally, this
is the first study to report a dose effect response to n-3 PUFA which may contribute to explain
conflicting data about their anti inflammatory effects.

In conclusion, this study showed that the daily intake of 1.8 g n-3 PUFA for 10 weeks alters
the gene expression profiles of adipose tissue in the direction of a more antiinflammatory like
profile, whereas high FO has no immunomodulatory effect while upregulating some
adipokines gene expression and improving lipid profile. These data suggest a differential dose
response effect of n-3 PUFA. More long term studies are needed to confirm these
observations in a larger scale population and their physiopathological consequences in the

follow-up of CKD patients.
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Table 1: Fatty acid composition of plasma phospholipids at baseline and after 10 weeks of

fish oil treatment.

Plasma phospholipid Fatty acids (%)

20:5 n-3 (EPA)
22 :6n-3 (DHA)

20 :4 n-6

Ratio n-6/n-3

n-3 index

Group A (n=6)

group B (n=6)

Baseline

week 10

0.72+0.40 4.050.73"
3.52+0.77 6.52+0.78"
10.38+1.29 8.57+0.63'
2.17+0.50 1.5440.15'
4.23+1.05 10.57+0.92

% change
From
Baseline

605.4+352.1
96.1£63.1

-16.82+8.22

-26.7£11.7
162+70

Baseline

0.70+0.27
2.9240.52

10.82+1.59

2.64+0.79
3.62+0.77

week 10

6.95+1.60°
6.53+1.06'

8.05+0.55'

0.98+0.20"
13.48+1.89

EPA, eicosapentaenoic acid, DHA, docosahexaenoic acid, C20 :4 n-6 arachidonic acid,
n-3 index, (20 :5 n-3 + 22 :6 n-3),
Ratio n-6/n-3, (20 :4n-6 + 22 :4n-6+ 22 :5 n-6)/(20 :5n-3 + 22 :5 n-3 + 22 :6 n-3)

'p<0.05
p<0.01
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% change
From
baseline

1011+432
132.8469.6

-24.3+11.9

-60.7+11.9
287+101
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Table 2 : dietary records data, anthropometric and biochemical measurements at baseline and

after 10 weeks of fish oil supplementation.

Group A (n=6)

Clinical Journal of the American Society of NEPHROLOGY

Group B (n=6)

Energy (kcal/d)
Carbohydrate (g/d)
Protein (g/d)
Lipids (g/d)

SFA (g/d)
MUFA (g/d)
PUFA (g/d)

Weight (kg)
BMI (kg/m®)
Waist/hip

% fat mass

serum creatinine
(umol/L)

GFR (ml/min)MDRD
Serum Bicarbonate
(mmol/L)

Serum albumin (g/L)
Glucose oxidation
(mg/kg.min)

Lipid Oxidation
(mg/kg.min)

REE

(kcal/d)

Baseline 10 week
2013+437 19734441
234466 216+60
87422 82421
81x15 86+21
30+8 35+11
25+5 32+6

1445 9+3
69.4+9.3 69.9+7.7
23.2+1.8 23.4+1.6
0.940.1 0.9+0.1
25.1+8.3 24.4+8.7
418 £145 428.7+£179.3
13.8+5.0 14.8+7.7
22.843.6 21.1+2.1
43.3+3.1 42.243.1
1.8+0.6 1.6+0.2
0.5+0.2 0.5+0.2
1396+175 1350 £199

Baseline

1581+64
164435
65+7
74£11
27+6
2749
9+2

63.9£15.5
23.443.8
0.9+0.1
25.846.9
337+ 102

16.0+5.2
24.6+2.6

41.8+3.6
1.3+0.5

0.7+0.2

1314+279

10 week

1703+259
180+72
78+5
74£17
2947
2846
8+4

64.8+15.6
23.743.8
0.9+0.05
25.747.1
367.2+122.7

15.3£6.4
22.6+0.9

42.3+4.6
1.3£0.8

0.6+0.3

1296+295

SFA, saturated fatty acids ; MUFA, monounsaturated fatty acids ; PUFA, poly unsaturated fatty acids ; BMI, body mass
index ; GFR , glomerular filtration rate ; REE, resting energy expenditure. Data are expressed as mean +SEM.
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Table 3: Correlations between values of adipose tissue gene expression of some adipokines
and inflammatory markers in one hand and clinical variables on the other hand

Baseline value

mRNA/TBP
leptin
adiponectin
CD68
CD14
MCP-1

MMP9

CD68, macrophage phagocytic activity marker, CD14 macrophage surface marker, MCP-1, monocyte chemotactic protein, MMP9,

Clinical Journal of the American Society of NEPHROLOGY

Baseline fat mass percentage

value

5025.9+4046.9
32799.1£18231
2919.9%1761.9
463.5%286.2
28.2+12.1

2416.0+2307.3

(%)

25.5+7.3

0.85'

0.71°

0.95*

0.63°

metalloprotease 9, TBP, TATA box binding protein
Values are expressed as meant SEM

'p=0.005
’p=NS
*p=0.03
4p=0.01
*p=0.04
®p=0.007
p=0.04
#p=0.04

Plasma concentration

plasma leptin

(ng/mL)

20.1+28.3

0.82°

0.707

0.72%

0.54*
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Table 4 : Lipid and glucose homeostasis and adipokines at baselines and after 10 weeks fish
oil treatment.

©CoONOOGAWN =

Group A (n=6) group B (n=6)

12 Baseline week 10 % change || Baseline week 10 % change
13 From From
14 Baseline baseline

Cholesterol 5.1+1.4 5.6+1.8 8.147.8 4.6+0.7 4.840.9 3.8+13.6
17 (mmol/L)

19 HDL 13404 1.440.3 5.647.7 1.440.4 1.5+0.4 5.043.7
20 (mmol/L)

22 LDL 29413 3.5+1.8 16.6+10.3 25403 2.840.7 12.5+21.2
23 (mmol/L)

25 TG 2.041.0 1.740.7 -12.5+16.5 1.540.7 1.140.5" 25.0426.9
26 (mmol/L)

28 FFA 4074288 4154240 18+71 465 £187 461329 19463
29 (umol/L)

32 glycemia 4.740.5 4.810.4 3.2+11.5 4.5+0.4 4.5+0.4 -0.4+7.7
(mmol/L)

Insulin 11.6+3.8 13.246.7 13.2436.7 10.6+3.7 10.645.1 2.6+26.8
35 (pmol/L)

37 Adiponectin | 154+11.4 17.1411.4 16.2+25.8 19.57.4 20.843.2 15.2+31.6
38 (ug/mL)

40 Leptin 20.3£31.2 23.4£36.4 10.1%£44.9 19.8£16.1 23.8+20.9 22.1+26.9
41 (ng/mL)

44 TG, triacylglycerol, FFA, free fatty acid. Data are expressed as mean +SEM.
1

45 p< 0.05

46 p<0.01

ScholarOne support: (434)817 2040 ext.167
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Table 5 : plasma inflammatory markers at baseline and after 10 weeks of fish oil treatment.

Group A (n=6)

group B (n=6)

Baseline
CRP 1.33+1.5
(mg/L)
TNF o 27.4+7.3
(pg/mL)
IL-6 14.749.3
(pg/mL)

week 10

1.46£1.06
28.4+6.3

10.2+7.5

% change
From
Baseline

77+183
7.4+25

-27.3+£37.7

Baseline

1.46+0.95
21.0+£7.3

8.3+5.0

week 10

1.60£1.32
22.5+8.1

9.3+6.1

% change
From
baseline

11.03+41.3
6.916.6

14.8+33.1

CRP, C reactive protein, TNF o, tumor necrosis factor , IL-6, interleukin 6. Data are expressed as mean £ SEM.

ScholarOne support: (434)817 2040 ext.167
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Legends for figures

Figure 1: Effect of 10 weeks fish oil treatment on the expression of adipokines and adiponectin
receptors 1 and 2 in subcutaneous adipose tissue.

Data are mean + SEM, for baseline (black bars) for 10 weeks (open bars). Data are normalized for
TATA box binding protein (TBP).

Figure 2: Effect of 10 weeks fish oil treatment on the expression of inflammation related genes in
subcutaneous adipose tissue.

Data are mean = SEM, for baseline (black bars) for 10 weeks (open bars). Data are normalized for
TATA box binding protein (TBP).

MMP9, matrix metallo protease 9

CD 68, macrophage phagocytic activity marker

CD11c macrophage surface marker

CD14 macrophage surface marker

IL-6 interleukine 6

MCP-1, monocyte chemotactic protein

! p<0.05

ScholarOne support: (434)817 2040 ext.167
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Figure 1: Effect of 10 weeks fish oil treatment on the expression adipokines and adiponectin receptors 1 and 2 gene in

subcutaneous adipose tissue.
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Figure 2: Effect of 10 weeks fish oil treatment on the expression of inflammation related gene in subcutaneous adipose tissue.
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7.5 Autres résultats et discussion

Chez les patients insuffisants rénaux, nous avons vérifié I’impact de ces deux différentes

doses d’huile de poisson sur les marqueurs de stress oxydant :

Marquegrs Groupe A Groupe B
plasmatiques

basal 10 semaines basal 10 semaines
Malonedialdéhyde 1.3 0.4 1.1 0.3 1.4 0.2 1.4 0.2
(MDA) umol/L
Glutathion péroxydase 468,5+90.1 412,8 +80.6 441,8+70.1 452,8+74.7
(GPX) U/L
Superoxyde dismutase 241.3+91.1 296.3+99.1 241.6x11.2 261.0+59.5
(SOD) U/mL

Quelle que soit la dose utilisée nous ne montrons pas d’augmentation des marqueurs de
peroxydation lipidique ou de diminution d’anti oxydants avec la limite que ces marqueurs ne
sont pas spécifiques de la peroxydation des AGPI n-3.

Il est ainsi possible qu’au niveau du tissu adipeux les doses modérées d’ AGPI aient un effet
bénéfique anti inflammatoire, alors que les doses importantes améliorent le profil lipidique
mais ont plutot un impact sur les adipokines. L.’augmentation préférentielle d’adipo R2 est
plutdt en faveur d’une activation de PPARa, qu’une activation d’AMPK, mais la quantité
limitée de tissu ne nous a pas permis de faire une quantification au niveau protéique. Nous ne
pouvons cependant exclure que ces augmentations ne soient pas un processus de contre
régulation face a un stress oxydant accru au niveau local tissulaire adipocytaire. Nous avons
analysé I’expression de génes ayant un role anti ou prooxydant dans le tissu adipeux. Alors
que la supplémentation de doses modérées d’oméga 3 n’entraine aucune modification des
genes qui ont été étudiés, I’expression de I’ARNm de MT2A (métallothionine 2A) et SODI1

(superoxyde dismutase) est augmentée apres la supplémentation de 3,6 g d’oméga trois.
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Nous montrons ainsi une augmentation des défenses anti oxydants avec les fortes doses
d’oméga trois. MT2A ou metallothioneine code pour une protéine de bas poids moléculaire
impliquée dans la réponse au stress. Une augmentation de 1’expression de MT2A au niveau
du tissu adipeux a été rapportée chez des sujets obéses comparés a des témoins mais sans
effet d’un régime hypocalorique de deux semaines (121). De la méme maniere, Nakao et al
ont montré une augmentation de I’expression de SOD dans le tissu adipeux de souris obéses
suggérant un phénomeéne compensatoire d’adaptation a un stress oxydant accru (122). Dans
notre étude nous ne pouvons affirmer avec certitude que cette augmentation d’expression de
MT-2A et SOD est liée a une augmentation de stress oxydant :

- Aucun des marqueurs de peroxydation que nous avons utilisé n’est altéré
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- Nous trouvons une augmentation concomittente d’expression d’adiponectine qui
est plutdt inhibée lors de situation de stress oxydant accru. Ainsi, les études in
vitro montrent que I’administration de 4 Hydroxynonenal (4-HNE) un produit de
peroxydation lipidique ou de péroxyde d’hydrogene H202 sur des cellules 3T3
en culture entraine une inhibition de I’expression d’adiponectine (123, 124) et de
leptine. Au cours de I’obésité qui est associée a un stress oxydant au niveau des
adipocytes, I’expression d’adiponectine est inhibée.

- Des études in vitro seront nécessaires pour déterminer I’impact des AGPI n-3 sur

le niveau de stress oxydant du tissu adipeux en fonction des doses.

8 Conclusions et perspectives
L’apport de AGPI n-3 semble avoir un bénéfice incontestable chez les patients a risque
cardiovasculaire comme ceux présentant une maladie rénale chronique. Un certain nombre
d’études récentes montrent que ces effets protecteurs sont le fait de doses modérées d’AGPI
n-3, il est possible qu’il existe une dissociation entre I’effet antilipémiant et 1’effet
immunomodulateur au cours de I’insuffisance rénale. Il est donc important de :

- Confirmer ces constatations sur un modele animal et en étudier les mécanismes
cellulaires précis

- Vérifier la faisabilité et I’effet métabolique d’une modification nutritionnelle visant a
diminuer le rapport AGPI n-6/n-3 chez lez les patients souffrant de MRC.

- Réaliser des études de plus longues durées et sur une population plus large
d’insuffisants rénaux chroniques pour vérifier si les doses modérées s’accompagnent
de bénéfices cliniques avec diminution de la mortalité cardio-vasculaire.

- Vérifier Ieffet spécifique de DHA et EPA sur I’inflammation et la fonction

adipocytaire chez ces patients.
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RESUME en frangais

Les oméga trois ont un bénéfice prouvé dans la prévention de maladie cardiovasculaire et
I’inflammation. Un apport optimal peut étre réalisé avec des modifications diététiques
simples permettant d’avoir un enrichissement des membranes cellulaires et un effet
métabolique. Le tissu adipeux de part son role important dans la genése du syndrome
métabolique semble étre une cible importante du traitement par oméga trois.

Les patients avec une maladie rénale chronique (MRC) ont un risque cardiovasculaire accru
et cumulent les perturbations métaboliques comme le syndrome métabolique et un état micro
inflammatoire. Des doses supra physiologiques d’oméga trois ont été utilisés dans le passé
dans des études de prévention rénale ou traitement de dyslipidémie. Or I’effet métabolique en
fonction de la dose d’oméga 3 n’est pas connu. En accord, avec les études chez le sujet sain,
en fonction de la dose administrée, les oméga 3 ont un impact différent métabolique et sur
I’expression génique. Des études complémentaires sont nécessaires pour vérifier la faisabilité
et I’impact métabolique d’une modification de régime afin de diminuer le rapport n-6/n-3,
ainsi que I’effet a long terme des oméga trois chez ces patients. Par ailleurs, les mécanismes
impliqués dans les différences de dose réponse devront €tre caractérisés sur un modele
animal.

TITRE en anglais
Metabolic effect of omega 3 fatty acids in health and chronic kidney disease

RESUME en anglais

Omega 3 fatty acids play an important modulatory role in metabolic and inflammatory
responses, the progression of atherosclerosis and gene expression. Recent studies suggest
their beneficial impact on adipocyte morphology and function. Chronic kidney disease
(CKD) patients have an increased cardiovascular morbi-mortality and suffer from a cluster of
metabolic disorders. On the basis of previous studies there are reasons to suggest that omega
3 supplementation may offer a host of benefits to CKD patients. Unfortunatly, published
studies on the effect of such supplementation are characterized by supra physiological omega
3 doses, that may be difficult to implement for extended periods in one hand and in the other
hand the metabolic effect of different doses of omega 3 hasn’t been studied in detail. Simple
dietary modifications can help achieve the recommended n-6/n-3 ratio in healthy subjects. In
CKD patients supplementation with n-3 shows a differential dose response effect. Further
studies are required to test the faisability and metabolic impact of dietary modifications in
order to decrease n-6/n-3 ratio and to assess the long term effect of omega supplementation in
CKD patients. Finally the molecular pathways implicated in this differential dose response
should be assessed in animal models.

DISCIPLINE
Régulation Nutrition métabolisme Diabéte

MOTS-CLES
Acides gras polyinsaturés n-3, maladies rénales chroniques, adipokines, inflammation,
adipocytes
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