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RESUME

Les acides aminés sont des molécules importantes pour la synthese des protéines, la fourniture
de substrats énergétiques ou la production de facteurs de régulation de I'activité cellulaire.
L’ornithine aminotransférase (OAT) est une enzyme clef du métabolisme des acides aminés qui
relie I'arginine, un acide aminé indispensable a la synthése protéique au cours de la croissance,

et le glutamate, la glutamine et I'a-cétoglutarate, qui peuvent étre transformées en glucose.

Nous nous sommes principalement intéressés a la caractérisation biochimique de I'activité de
I’OAT et a ses variations chez la souris, modéle pour lequel les données sont peu nombreuses.
Nous avons utilisé deux contraintes physiologiques, le développement postnatal et I’exposition

au froid, pour étudier les variations et les mécanismes de régulation de 'activité de I'OAT.

Au cours d’une premiere étude, nous avons caractérisé une activité OAT fonctionnelle dans
tous les organes étudiés chez la souris male ou femelle adulte. Nous avons aussi démontré
I’existence d’un dimorphisme sexuel de I'activité dans la plupart des organes étudiés avec une

activité plus élevée chez la femelle que chez le male.

Dans une seconde étude, nous avons montré des variations organe et sexe spécifiques de
I'activité OAT au cours du développement postnatal en réponse aux besoins spécifiques en
acides aminés lors de la croissance, ainsi qu’une régulation de I'expression de I'"OAT par la
testostérone, le cortisol et le changement de régime alimentaire lors du sevrage. Nous avons
ainsi mis en évidence une contribution potentielle importante et insoupconnée jusque-la du

muscle squelettique au métabolisme de I'ornithine chez les souriceaux.

Enfin, nous avons mis en évidence que I'exposition aiglie et chronique au froid augmente ou
diminue I'activité OAT de fagon tissu-spécifique en liaison avec les besoins énergétiques de
I'organisme, et les réles multiples des substrats générés par les différentes voies métaboliques

de ’OAT.

Nos résultats montrent que I'activité OAT est modulée dans les différents organes en fonction
des besoins en acides aminés, en substrats énergétiques ou en fonction des besoins de
détoxification de I'organisme lors de contraintes métaboliques. Cela suggére un réle important
du métabolisme des acides aminés dans les réponses adaptatives des organismes a leur

environnement.



ABSTRACT

Ornithine aminotransferase contributions in physiological responses to metabolic constraints

in mouse

Amino acids are important molecules for protein synthesis, energetic substrates supply or
production of cellular activity regulation proteins. Ornithine aminotransferase (OAT) is a key
enzyme of amino acids metabolism linking arginine, an essential amino acid for protein
synthesis during growth, and glutamate, glutamine and oa-ketoglutarate which could be

converted into glucose.

We principally focused on biochemical characterization of OAT activity and its variations in the
mouse, an animal model which is few documented. We used two physiological constraints,
postnatal development and cold exposition, to study variations and regulation mechanisms of

OAT activity.

During a first study, we characterized a functional OAT activity in all the males and females
mice organs studied. We showed the existence of a sexual dimorphism of OAT activity in almost

all the organs studied, with a higher OAT activity in females than in males.

In a second study, we showed that the variations of OAT activity were organ and sex specific
during the postnatal development in response to the specific needs in amino acids during the
growth. We linked these variations to the regulation of OAT expression by testosterone, cortisol
and the change of the diet during weaning. We thus demonstrated an important and

unsuspected contribution of skeletal muscles in pups’ ornithine metabolism.

Finally, we showed that acute and chronic cold exposition modulates OAT activity in a tissue
specific way, in relation with energetic needs and the multiple roles of the substrates generated

by the metabolic pathways of OAT.

Our results show that in the different organs, OAT activity is modulated in function of amino
acids needs, energetic substrates or detoxification needs of the organism during the different
metabolic constraints. This is suggesting an important role for the amino acids metabolism in

adaptive responses of organisms to their environment.
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AVANT-PROPOS :

Les acides aminés interviennent dans de nombreux processus cellulaires, ils ont ainsi une
grande importance biologique. Ils constituent les briques essentielles de la synthése des
protéines, ils régulent I'expression de certains genes, ils sont des précurseurs de la synthése
d’hormones, des activateurs d’enzymes, ils jouent donc un réle capital dans le métabolisme

cellulaire.

Il nexiste pas, stricto sensu, de réserves d’acides aminés libres dans |'organisme et toute
accumulation périphérique est potentiellement dangereuse. L'organisme doit donc étre
capable d’ajuster le pool d’acides aminés, par biosynthése ou dégradation, et leur disponibilité,
pour assurer en priorité le renouvellement des protéines en fonction des variations de 'apport
alimentaire. Cette régulation semble spécifique pour chaque acide aminé, pour chaque organe
ou tissu responsable de sa synthese et pour chaque espéce animale avec bien souvent un
dimorphisme sexuel. En général, une alimentation saine et équilibrée suffit a apporter une
quantité suffisante d’acides aminés essentiels. Des périodes de déséquilibre peuvent cependant
se produire, liées a une alimentation trop ou pas assez riche en glucides et lipides, a un exercice
intense ou un trouble métabolique. Si I'activation du métabolisme des lipides et des glucides en
réponse a des contraintes énergétiques a été bien étudiée, la contribution du métabolisme des
acides aminés dans les réponses métaboliques restent tres peu documentée. Quelques travaux
datant d’'une vingtaine d’années montrent néanmoins qu’une exposition aiglie ou chronique au
froid provoque une diminution de la glutamine et une augmentation du glutamate (Lopez-
Soriano & Alemany 1987) dans le tissu adipeux brun de rat. Dans le foie, les changements
d’activités enzymatiques sont encore plus marqués que dans le tissu adipeux brunet la
diminution de I'activité de I'adénylate déaminase associée a la forte augmentation de I'activité
de la glutamate déshydrogénase sont en faveur d’une implication directe du métabolisme
hépatique des acides aminés dans la réponse thermogéne a une exposition au froid (Lopez-
Soriano & Alemany 1988). Quant au jelne alimentaire, il ne produit pas les mémes effets que
I’exposition au froid sur le métabolisme des acides aminés dans le tissu adipeux blanc de rat.
Une forte augmentation de la glutamine synthétase adipocytaire montre la contribution de ce
tissu dans l'utilisation métabolique des acides aminés glucoformateurs. Cette diversité de
réponses met I'accent sur la complexité des régulations qui assurent ’lhoméostasie des acides

aminés dans I'organisme.
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Parmi les acides aminés essentiels ou semi-essentiels, I'arginine est impliqué dans une
multitude de processus physiologiques et cellulaires. Qutre son réle central dans ’homéostasie
azotée, il est le précurseur de nombreuses voies métaboliques qui génerent d’autres acides
aminés. Parmi ceux-ci I'ornithine est un acide aminé crucial dans la gestion du métabolisme
protéique. En effet, catabolisé par I'ornithine transcarbamylase (OTC), il intégre le cycle de
I'urée dans le but de détoxifier I'organisme et éliminer les déchets azotés. Catabolisé par
I’ornithine décarboxylase (ODC), il entre dans la voie de synthése des polyamines, molécules
indispensables a la prolifération et la différenciation cellulaire. Enfin, catabolisé par I'ornithine
aminotransférase (OAT), il est le précurseur de nombreux acides aminés (proline, glutamate,
glutamine...). Ces derniers sont dits glucoformateurs, la dégradation de leur squelette carboné
libérant I'un des composés suivants : a-cétoglutarate, oxaloacétate, fumarate, succinyl-CoA et
pyruvate qui entrent dans le métabolisme intermédiaire pour la production de I'énergie et la

gluconéogenése hépatique et rénale.

Il nous a donc semblé opportun de cibler I'activité de I'enzyme OAT dans notre étude. Enzyme
mitochondriale, au centre du carrefour métabolique entre arginine et glutamine, elle pourrait
jouer un réle important dans la régulation et la disponibilité de ces deux acides aminés, dans
I'acclimatation de I'organisme aux contraintes métaboliques voire méme dans son équilibre
vital. L'invalidation du gene de I’OAT chez la souris est en effet |étale et un défaut d’expression
de I'OAT peut étre impliqué dans des cas de cancers ou conduire a de graves pathologies
comme l'atrophie gyrée choriorétinienne. L’expression de I'OAT a été bien étudiée dans le foie,
le rein et l'intestin chez 'homme et le rat, beaucoup moins chez la souris. Ces études ont
démontré I'existence d’'un dimorphisme sexuel de I'expression de I'OAT dans le rein des
rongeurs, ainsi que I'existence d’une régulation de I'expression de I'OAT par les hormones et la
prise alimentaire. Ces mécanismes de régulation semblent étre espéce, tissu et sexe
spécifiques. Par exemple, la testostérone semble avoir un effet inhibiteur sur I'activité OAT
rénale chez la souris alors que chez le rat, cette hormone n’a aucun effet. En revanche, une
administration d’cestrogenes provoque une forte augmentation de I'activité OAT rénale aussi
bien chez le rat male que chez la femelle (Manteuffee-Cymborowska et al. 1995 ; Herzfeld &
Knox 1968). Cette disparité de régulation montre qu’une transposition rat/souris est impossible

et souligne le besoin d’investigations chez la souris, animal de référence en génétique.

C’est dans ce contexte que nous avons construit notre étude chez la souris pour 1/ déterminer

les variations de I'activité de I'OAT au cours du développement postnatal jusqu’a la puberté
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pour estimer a la fois I'impact du sevrage et des hormones sexuelles ; 2/ mesurer 'activité OAT
dans les organes impliqués soit dans la production de chaleur (muscles squelettiques, BAT), soit
dans la gestion des réserves énergétiques et la production de substrats énergétiques (foie, rein,

WAT), en réponse a une exposition aiglie et chronique au froid, chez des souris males adultes.

Dans une premiere partie introductive nous avons synthétisé les données de la littérature
concernant I’OAT, sa caractérisation, la localisation de son expression, la régulation de sa
fonction chez diverses especes du regne animal. Un chapitre « Matériels et Méthodes » précis
précéde nos résultats qui sont organisés en trois parties. Dans une premiére étude nous avons
recherché I'expression génique et I'activité de I'OAT dans différents organes de souris males et
femelles. Cette véritable cartographie s’accompagne d’une caractérisation de I'enzyme. Notre
deuxieme étude montre l'influence du sevrage donc de I'apport alimentaire et de la puberté
sur I'expression de I'OAT dans divers organes. Enfin, nous avons démontré |'implication de
I’OAT dans la réponse métabolique au stress thermique froid et ceci dans les organes qui
assurent l'intégrité énergétique. Les deux derniéres études sont présentées sous forme
d’articles soumis pour publication ou en préparation. Une discussion tente d’intégrer nos
résultats dans des données plus générales du métabolisme énergétique et de la prolifération

cellulaire en dégageant des perspectives de travail.
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Dans cette revue bibliographique, nous avons d’abord présenté de brefs rappels sur le
métabolisme des acides aminés avant de détailler les données disponibles sur I'OAT, son gene,
la protéine, sa localisation cellulaire, ses particularités biochimiques et son implication dans
certaines pathologies. Nous nous sommes ensuite intéressés a deux situations qui sont
contraignantes pour les organismes, la croissance postnatale et I’exposition prolongée au froid ;
situations susceptibles d’entrainer une perturbation du métabolisme azoté et dans lesquelles
I’OAT pourrait jouer un réle capital dans I’équilibre des flux d’acides aminés. Dans les deux cas

nous avons ciblé les conséquences métaboliques.

| - Métabolisme des acides aminés

Les acides aminés sont les constituants de bases des protéines et sont donc indispensables au
fonctionnement cellulaire. Ce sont des acides organiques contenant au moins un radical amine
et un radical carboxyle. Il existe 21 acides aminés intervenant dans la synthése protéique. Parmi
ces 21 acides aminés, 8 sont considérés comme des acides aminés essentiels et doivent étre
apportés par I'alimentation car notre organisme ne peut les synthétiser. Ce sont l'isoleucine, la
leucine, la lysine, la méthionine, la phénylalanine, la thréonine, le tryptophane et la valine. Les
autres acides aminés peuvent étre synthétisés in situ dans les différents organes, mais ils

peuvent aussi étre apportés par I'alimentation.

Ainsi, les acides aminés issus de la digestion du bol alimentaire sont absorbés dans l'intestin et
acheminés jusqu’au foie via la veine porte. Les acides aminés peuvent étre catabolisés dans le
foie ou bien ils peuvent étre libérés dans la circulation générale pour étre mis a la disposition
des autres organes. Le maintien de I'homéostasie azotée implique donc un systéme de
communication inter-organes finement régulé pour adapter la production / le catabolisme des
acides aminés dans chaque organe et en fonction de la situation métabolique (Fig. 1). Par
exemple, il a été démontré que la synthése d’arginine est au centre d’'une communication inter-
organes qui implique la conversion de la glutamine en glutamate, ornithine et citrulline avec la
participation de l'intestin, du foie, de la rate et du rein notamment (Poll et al. 2007). Les
différents métabolites qui permettent ces flux d’acides aminés peuvent aussi étre impliqués
dans différentes voies métaboliques, créant une compétition pour I'utilisation des substrats par
les différentes enzymes. C’est le cas de 'ornithine qui, issue du catabolisme de I'arginine est

impliquée dans 3 grandes voies métaboliques que nous avons détaillées dans la figure 2 : Ia
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voie du cycle de l'urée, la voie de la synthése des polyamines et la voie de la synthése des
acides aminés, lesquelles conferent a cet acide aminé un role physiologique fondamentale dans

I'organisme.

Foie Rein

NO

a

Polyamines

Acides aminé

Citrulline

Intestin

Figure 1: Coopération métabolique entre les différents organes.

I.1 - Le cycle de I'urée

Le cycle de l'urée ou cycle de l'ornithine a été décrit pour la premiere fois par Krebs et
Henseleit (1932). Ce cycle se déroule dans le foie et plus exactement dans les hépatocytes péri-
portaux pour produire de l'urée a partir de I'ammoniaque, I'urée étant le principal produit
d’élimination du métabolisme azoté. Les réactions biochimiques ont lieu dans les deux

compartiments cellulaires : le cytosol et la mitochondrie.
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Figure 2 : Voie métaboliques de l'ornithine. Rouge : voie de synthése des acides aminés
glucoformateurs ; Vert : le cycle de I'urée ou cycle de 'ornithine ; Bleu : voie de synthése des
polyamines. 1 : Arginase Il ; 2 : Ornithine aminotransférase ; 3 : cyclisation spontanée ; 4 :
Pyrroline-5-carboxylate déshydrogénase ; 5 : Pyrroline-5-carboxylate synthétase ; 6 : Glutamate
déshydrogénase : 7 : Pyrroline-5-carboxylate réductase ; 8 : Glutamine synthétase ; 9 :
Glutaminase ; 10 : Carbamyl-phosphate synthétase | ; 11 : Ornithine carbamyl transférase ; 12 :

Arglnlnosuccmate synthétase ; 13 : Argininosuccinase ; 14 : Arginase | ; 15 : Drnlthlne
décarboxylase ; 16 : Spermidine synthétase ; 17 : Spermine synthétase.
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Dans la mitochondrie : 1) une molécule de bicarbonate et une molécule d’ammoniaque sont
converties en carbamyl-phosphate par la carbamyl-phosphate synthase 1 (CPS1, EC 6.3.4.16) ;
2) la deuxieme étape enzymatique est catalysée par I'ornithine transcarbamylase (OTC, EC

2.1.3.3) et aboutit a la formation de citrulline a partir de I'ornithine et du carbamoyl-phosphate.

Dans le cytosol, 3) la citrulline se condense avec l'aspartate en un produit intermédiaire,
I'argininosuccinate sous I'action de I'argininosuccinate synthase (ASS, EC 6.3.4.5) ; 4) le clivage
de [I'argininosuccinate en arginine avec libération de fumarate est catalysé par
I'argininosuccinate lyase (ASL, EC 4.3.2.1) ; 5) la derniere étape du cycle est contrélée par une
hydrolase, I'arginase | (Arg |, EC 3.5.3.1), pour former de I'urée et de I'ornithine (Levillain 2011).
L'ornithine ainsi formé est prét a étre réutilisé a I'étape 2) et 'urée qui est toxique pour
I'organisme, diffuse dans le sang pour étre éliminée dans les urines (Shambaugh 1977). Ces
étapes sont catalysées par deux enzymes mitochondriales (CPS1 et OCT) (Clarke 1976) et trois
enzymes cytosoliques (ASS, ASL et Arg I) (Morris 2006). En plus de ces 5 enzymes, une sixieme
enzyme n’intervenant pas directement dans le cycle de l'urée est nécessaire : la glutaminase.
En effet, elle catabolise la dégradation de la glutamine en glutamate et en ammoniaque qui
entre alors dans le cycle de l'urée via CPS1. Pour assurer un bon fonctionnement de
I'uréogenese, les transporteurs mitochondriaux de I'ornithine (ORNT1) et de la citrulline sont
indispensables. Les enzymes nécessaires au déroulement de |'uréogenése sont exprimées dans
le foie, I'intestin et le rein, mais seul le foie présente un niveau d’expression suffisant de ces 5

enzymes pour assurer I'uréogeneése (Jones et al. 1961).

1.2 - La voie de synthése des polyamines

La seconde voie métabolique dans laquelle I'ornithine est impliqué est la voie de synthése des
polyamines (Figures 2 et 3). Chaque cellule de l'organisme peut fabriquer les polyamines
(putrescine, spermidine et spermine) a partir de |'ornithine. Les premieres publications
scientifiques sur les polyamines datent des années 1950. Depuis, de nombreuses équipes
travaillent sur ces molécules afin d’élucider leurs réles et leur importance dans I'organisme. Il
s'avere que les concentrations cellulaires en polyamines sont finement régulées par un
ensemble complexe d’enzymes de synthese ou de dégradation ainsi que par des transporteurs
spécifiques. Cette complexité laisse penser que les polyamines ont un réle essentiel dans la vie

et la survie des cellules. Aujourd’hui, nous savons que les polyamines, du fait de leurs charges
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positives, ont une affinité pour les structures négativement chargées de |‘organisme

(notamment les acides nucléiques), ce qui explique en partie leurs différentes fonctions :

v Elles interviennent sur la stabilisation, la condensation et la conformation

de I’ADN ;

v Elles jouent également un réle dans la transcription de I’ARN ;

v Elles sont indispensables a la croissance et a la prolifération cellulaire en

intervenant directement sur le cycle cellulaire ;

v Elles régulent la réponse immunitaire ;

v' Elles modulent le fonctionnement de récepteurs du systéme nerveux

central comme les récepteurs N-méthyl-D-aspartate (NMDA) (Soulet &

Rivest 2003 ; Thomas & Thomas 2001)
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Arginase
IM.-IT L

S-adenosylmethioning -Ormithine
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SAMDC
CO,
co,
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P \

S-adenosylmethionine
Nl.acetylspermidine
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Spermidine
‘\'Aﬁ
Spermine |

synihase | SMO Nhacetylspermine
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/’i!'.-lf
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Figure 3 : Métabolisme des polyamines (Wallace et al. 2003)

Methylthivadenosine

Methylihicadenosine

La voie de synthése des polyamines fait
intervenir quatre réactions enzyma-tiques
interdépendantes (Figure 3). La putrescine
est formée a partir de la décarboxylation de
I'ornithine par [I'ornithine décarboxylase
(ODC). La putrescine est combinée, via la
spermidine synthétase, a une molécule de
S-adéno-sylméthionine décarboxylée
formée par la S-adéno-sylméthionine
décarboxylase. Puis la spermidine est

métabolisée en spermine via la spermine

synthétase également en présence d’une

molécule de S-adénosylméthionine décarboxylée. Pour gérer ses concentrations en polyamines,

la cellule dispose non seulement d’enzymes de synthése mais aussi d’enzymes de conversion

inverse :

v La spermine peut étre transformée en spermidine par la polyamine oxydase (PAO) ;

v' La spermidine peut & son tour étre convertie en putrescine par cette méme

polyamine oxydase.
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Cette voie de conversion inverse est précédée d’'une étape d’acétylation catalysée par I'acétyl-

Coenzyme A.

1.3 - La voie de synthése des acides aminés glucoformateurs

La troisieme voie métabolique impliquant I'ornithine est contrélée dans la mitochondrie par
I'ornithine amino-transférase (OAT, EC 2.6.1.13) (Figure 2). L'ornithine est transaminé en
présence d’a-cétoglutarate et génére une molécule de glutamate et une molécule d’acide
glutamique-y-semialdéhyde. Cet acide est orienté vers la synthéese de glutamate ou de proline.
En effet, aprés la cyclisation spontanée et réversible de I'acide glutamique-y-semialdéhyde en
Al—pyrroline—S—carboxylate, cette molécule est convertie en L-glutamate par la Al—pyrroline—S—
carboxylate déshydrogénase (P5CDH, EC: 1.5.1.12), ce qui aboutit a la formation de 2
molécules de L-glutamate a partir d’'une molécule d’ornithine. Dans le cytosol, le Al—pyrroline—
5-carboxylate peut aussi étre catabolisé en proline par la pyrroline-5-carboxylate réductase
(P5C-R, EC 1.5.1.2). Dans la mitochondrie, le L-glutamate peut étre catabolisé par la glutamate
déshydrogénase (GLDH, EC 1.4.1.3) en o—cétoglutarate qui peut intégrer le cycle de Krebs. L3,
I'o—cétoglutarate déshydrogénase (a-KGDH, EC 1.2.4.2) décarboxyle |'o—cétoglutarate et
produit du succinyl-CoA. Les équivalents réducteurs et le GTP obtenus dans le cycle de Krebs
seront convertis en énergie sous forme d’ATP. Cette voie montre que l'ornithine est
potentiellement une source d’énergie pour la cellule. Enfin, dans le cytosol, la glutamine

synthétase (GS, EC 6.3.1.2) catabolise le glutamate en glutamine.

Ainsi, I'ornithine, catabolisé par I'OAT, est le précurseur de la proline, du glutamate, de la
glutamine et de I'o—cétoglutarate. Les 3 premiers acides aminés sont dits glucoformateurs : ils
permettent la synthese de glucose via la néoglucogenése. Il faut ajouter que le métabolisme de
I'o—cétoglutarate conduit a l'oxaloacétate qui est un substrat clé de la néoglucogenese

hépatique et rénale.

In fine, la voie de dégradation métabolique de I’'OAT pourrait étre une source de substrats
énergétiques nécessaires au maintien de I’homéostasie, pour faire face a des contraintes
physiologiques se produisant spontanément (développement postnatal) ou étant imposées a
I'organisme (exposition au froid), C’est pour cette raison que nous avons ciblé cette voie en

particulier. Elle fera donc I'objet d’une étude bibliographique détaillée.
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Il - L'Ornithine aminotransférase (OAT)

C'est une enzyme présente chez tous les organismes vivant : le regne animal (Scher & Vogel
1957), le regne végétal (Lu & Mazelis 1975 ; Roosens et al. 1998 ; Nada et al. 2010), les mycetes
ou plus simplement les champignons (Scher & Vogel 1957) et méme chez les procaryotes
(Yasuda et al. 1981). L'ornithine aminotransférase (OAT, L-ornithine 2 —oxo acid
aminotransferase, E.C. 2.6.1.13) est une enzyme mitochondriale qui catalyse la conversion
réversible de I'ornithine en glutamate semi-aldéhyde et de |'a-cetoglutarate en glutamate. Elle
assure donc le catabolisme et I'anabolisme de |'ornithine, acide aminé dont la fonction varie
selon qu’il est impliqué dans le cycle de I'urée, dans la synthése des polyamines ou dans la voie

de synthéese des acides aminés glucoformateurs.

II.1 - Structure et synthése de 'OAT

1.1.1 - Le géne de I'OAT

C'est en 1988, que plusieurs groupes localisent le géne de I'OAT sur le chromosome 10 humain
(Mitchell et al. 1988 ; O’Donnell et al. 1988). Ce géne a une taille de 21 kb et contient 11 exons
dont la taille varie de 52 pb (exon 1) a 793 pb (exon 11). Cette méme année, le gene de I'OAT
murin a été localisé sur le chromosome 7 (Ramesh et al. 1988), localisation qui sera confirmée
un peu plus tard (Ramesh et al. 1992). L’analyse comparée d’une portion de la région
promotrice du géne de I'OAT chez I'humain, la souris et le rat montre une trés grande
homologie structurale (Shull et al. 1995a). Cependant, contrairement a ce qui a été démontré
chez 'homme (Mitchell et al. 1988), cette portion du gene de I'OAT contient chez le rat une
séquence semblable a la séquence nucléotidique du THRE (Thyroid Hormone Responsive
Element) et chez la souris deux séquences nucléotidiques similaires au CRE (cCAMP Response
Element) et au THRE. Ces séquences pourraient permettre une régulation de I'expression de

I’OAT par les hormones chez la souris et le rat.

1.L1.2 - ’ARNm de I'OAT

Mueckler et Pitot (1985) ont été les premiers a publier la séquence de I’ARNm de I'OAT
hépatique chez le rat. Cet ARNm contient un cadre de lecture ouvert de 1317 bases codant un

polypeptide d’environ 48 kDa. Cette étude a été suivie quelques années plus tard par I'analyse
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et la publication de la séquence de I’ARNm codant pour I’'OAT humain (Mitchell et al. 1988). Cet
ARNm d’origine hépatique comporte une séquence non codante de 65 bases nucléotidiques en
5’, un cadre de lecture ouvert de 1317 bases nucléotidiques et une séquence 3’ non transcrite
de 635 bases nucléotidiques contenant un unique signal de polyadénylation. Sa comparaison
avec la séquence de ’ARNm isolé du foie de rat montre un pourcentage de similitude de 84,3%.
De plus, I'analyse de la séquence de ’ARNm codant pour I’"OAT du rein humain (Kobayashi et al.
1989) montre que les séquences non transcrites en régions 5’ et 3’ sont identiques dans le rein

et le foie humains.

Chez le rat, un seul et méme ARN a été détecté dans le foie et le rein (Ozaki et al. 1999).

11.1.3 - La protéine OAT

La premiere purification de I'OAT a été réalisée a partir de foie de rat (Peraino et al. 1969). D’un
point de vue biochimique, I'OAT est principalement composée de glutamate (9,2%), de leucine
(8,7%) et d’alanine (8,4%). La composition en acides aminés de I'OAT du rein et du foie de rat
est trés similaire (Oyama et al. 1990). La séquence peptidique de I'OAT issue du foie ou du rein
aussi bien chez le rat que 'homme a été publiée par de nombreux auteurs (Mueckler & Pitot

1985 ; Mitchell et al. 1988 ; Kobayashi et al. 1989).

L’OAT est codée par le ggnome nucléaire, la protéine est synthétisée dans le cytosol sous la
forme d’un précurseur de 439 acides aminés et d’un poids moléculaire de 49 kDa (Mueckler &
Pitot 1985) qui sera internalisé dans la matrice mitochondriale. Cette pré-protéine contient en
effet, un peptide d’adressage a la mitochondrie qui sera clivé lors de I'entrée de I'OAT dans la
mitochondrie. L'emplacement précis du site de clivage du peptide d’adressage a la
mitochondrie est sujet a controverse. Certains auteurs (Mueckler & Pitot 1985 ; Simmaco et al.
1986) ont montré que le peptide d’adressage est clivé aprés le glutamate-34 ou I'alanine-25
chez le rat, tandis que d’autres (Inana et al. 1986), travaillant sur des cellules de foie, de la
rétine et de rétinoblastome humain, décrivent le clivage du peptide apres la lysine-32. Une
autre étude montre que le clivage s’effectue aprés la glycine-35 dans le rein humain et le foie
de rat (Kobayashi et al. 1989) entretenant les divergences probablement dues a des variations
inter-organes et inter-espéces. Une hypothese de clivage en plusieurs étapes a cependant été
émise (Oyama et al. 1990) comme ce qui a été décrit pour d’autres enzymes. Par exemple, le

clivage du peptide d’adressage a la mitochondrie de I'OTC (Sztul et al. 1987) ainsi que celui de la
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malate déshydrogénase (Sztul et al. 1988) se font en deux étapes. Un tel mécanisme de clivage
multiple du peptide d’adressage a la mitochondrie pourrait se produire pour I'OAT, ce qui
expliquerait les différences de tailles de la protéine mature rencontrées dans la littérature : 43
kDa a 45 kDa dans le foie de rat (Mueckler et al. 1982 ; Mueckler & Pitot 1985), 48 kDa dans le

rein de souris (Levillain et al. 2007).

Ces différences sur la taille de la protéine et le lieu de clivage du peptide d’adressage a la
mitochondrie ne sont pas les seuls points de désaccord de la communauté scientifique a propos
de I'OAT. En effet, pour certains scientifiques, I'OAT synthétisée est spécifique de I'organe et de
I'espéce et il existerait autant d’iso-enzymes de I'OAT que d’organes qui la synthétisent. Lim et
collaborateurs (1998) ont mis en évidence une différence de 6 acides aminés en position N-
terminale entre I'OAT issue de l'intestin et I'OAT synthétisée dans le foie de souris. Chez le rat,
I'analyse de l'activité enzymatique en fonction de la température d’incubation révele de
grandes différences entre I'OAT hépatique et rénale (Volpe et al. 1974). L'OAT rénale est
inactivée plus rapidement par la température que I'OAT hépatique et a une affinité plus forte
pour ses substrats. Ces résultats sont en faveur de I'existence d’iso-enzymes. Au contraire,
certains chercheurs réfutent completement I'existence d’iso-enzymes de I'OAT. Sanada et
collaborateurs (1970) ont comparé I'OAT issue du foie, du rein et de l'intestin gréle de rat. lls
ont montré que leur comportement lors de la centrifugation et leur comportement
électrophorétique, leur spectre d’absorption, leur pH optimal ou bien leur affinité pour
I’ornithine ainsi que pour I'a-cétoglutarate sont identiques. Oyama et collaborateurs (1990) ont
analysé et publié les séquences des acides aminés qui composent I'OAT rénale et hépatique de
rat, et les ont comparées avec les séquences rénales et hépatiques de I'humain. Les
comparaisons de ces séquences d’acides aminés montrent une tres forte similitude (91 a 95%
d’homologie) entre les 4 OAT étudiées. A I’heure actuelle, le débat sur I'existence ou non d’iso-

enzymes de I'OAT spécifiques de I'organe reste encore ouvert.

Des études de cristallographies ont été réalisées sur la structure de I'OAT dans le foie de rat
(Peraino et al. 1969) ainsi que dans le foie humain (Ohura et al. 1982) (Fig. 4). Elles ont mis en
évidence que la forme active de I'OAT est un dimére composé de deux monomeres d’OAT.
Chague monomere est constitué de 12 hélices a et de 14 feuillets B. Les monomeres sont liés
entre eux par des interactions hydrophobes et des liaisons hydrogenes. Trois dimeéres
s’associent pour former une structure composée de 6 OAT (Markovi¢-Housley et al. 1987 ; Shen

et al. 1998). Des résultats similaires ont été obtenus chez la souris, I'unité catalytique active de

36



I’OAT est un dimeére, et les dimeres se regroupent en polymeres de taille plus importante pour

de fortes concentrations en OAT (Lim et al. 1998).

Figure 4 : Structure générale de I'OAT. (A) Représentation d'un
monomeére d'OAT avec en noir la matérialisation du PLP. son
cofacteur. La partie N-terminale de I'OAT est représentée en
magenta, le large domaine en rouge et le petit domaine en vert. (B}
Représentation d'un dimére d’'OAT vu selon l'axe de symétrie du
dimére. (['aprés Shen et al. 1998).

1.2 - Localisation tissulaire de ’OAT

L’expression de I'OAT a été détectée et son activité mesurée par différentes méthodes, chez de
nombreuses espéces et dans de nombreux organes. La grande majorité des travaux ont

cependant été réalisés chez I’'Homme et le rat.

11.2.1 - Le foie

Les premieres mesures d’activité OAT dans le foie ont été réalisées chez des rats males (Peraino
& Pitot 1963 ; Peraino & Pitot 1964). Brennan et ses collaborateurs (1970) ont été les premiers
a étudier par immunofluorescence la localisation de I'expression de I'OAT dans le foie de rats
males de souche SD/Anl. Leurs résultats ont révélé un marquage cytoplasmique des
hépatocytes. lls ont observé que I'expression de I’OAT était hétérogene au sein des différentes

populations d’hépatocytes. Par hybridation in situ, ce marquage hétérogene a été retrouvé,
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préférentiellement accumulé dans les mitochondries des hépatocytes péricentraux aussi

nommeés hépatocytes périveineux (Fig. 5) (Kuo et al. 1991).

A la suite de ces résultats,
I'expression et I'activité de
I'OAT hépatique ont été
étudiées et quantifiées
chez de nombreuses
espéces: chez I'homme
(Greengard &  Herzfeld
1977), le rat (Peraino &
Pitot 1963 ; Peraino & Pitot
1964), la souris (Kuo et al.

1991 ; Ventura et al. 2009 ;

Ventura et al. 2010), le

Figure 5 : Détection par Hybridation in situ de poulet (Baich & Ratzlaff
I'expression des ARNm codant pour I'OAT dans les 1980), le boeuf (Hayasaka
hepatocytes peri-veineux de souris males. (D'aprés

Kuo et al. 1991). et al. 1980), le chat (Valle

et al. 1981) et le lapin
(Shiono et al. 1982). A notre connaissance, seule I’étude de Ventura et collaborateurs (2009) a
comparé l'activité OAT hépatique de souris males et femelles et a mis en évidence un
dimorphisme sexuel de I'activité OAT hépatique. En effet, dans cette étude, I'activité OAT

hépatique des souris femelles est 1,2 fois supérieure a celle des souris males.

11.2.2 - le rein

Herzfeld et Knox (1968) ont été les premiers a détecter et quantifier une activité OAT dans le
rein de rat males. Il faut attendre 1986 pour que sa localisation cellulaire soit précisée chez le
rat Wistar male (Kasahara et al. 1986) et confirmée par hybridation in situ dans les cellules
épithéliales des tubules proximaux. Miyanaka et collaborateurs (1998), quant a eux, ont localisé
par immunohistochimie I'expression de I’OAT dans la zone externe de la médullaire externe du
rein de rats Wistar males (Fig. 6). Des expériences de western blot et d'immunofluorescence

ont permis de mettre en évidence une expression hétérogene de I'OAT le long de I'axe cortico-
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papillaire du rein de rats males et femelles Sprague-Dawley (Levillain et al. 2004). En effet,

I’expression de I’OAT augmente du cortex superficiel a la zone externe de la médullaire externe.

Figure 6 : Expression de 'DAT dans le rein de rats males. A : détectée
par immunchistochimie d'aprés (Miyanaka et al. 1998). B : detectee
par Hybridation in situ d’aprés (Kasahara et al. 1986).

De nombreuses études ont mis en évidence un dimorphisme sexuel de I'expression de I'OAT
rénale chez le rat et la souris. Ainsi, 'abondance de la protéine OAT et I'activité enzymatique
mesurées chez les femelles sont supérieures a celles des males (Herzfeld & Knox 1968 ;
Herzfeld & Greengard 1969 ; Levillain et al. 2004 ; Levillain et al. 2005b ; Levillain et al. 2007).
Ce dimorphisme sexuel est associé a une différence dans la distribution de I'enzyme le long de
I'axe cortico-papillaire et dans le néphron. En effet, chez la souris male, I'OAT est plus
particulierement exprimée dans la médulla, principalement dans la branche ascendante de
I’anse de Henlé, alors que chez les souris femelles, I'expression de I'OAT est plus forte au niveau
cortical, indiquant une expression importante au niveau du tube proximal (Levillain et al. 2007).
Ces différences de distribution de I"OAT entraineraient une modification de I'orientation du
métabolisme de I'ornithine en fonction du profil enzymatique du segment du néphron. Ainsi
chez les males, la forte activité de I’ODC dans le tube proximal supplanterait I’activité OAT dans
la médulla et entrainerait une utilisation préférentielle de I'ornithine pour la synthese des
polyamines (Kuo & Darnell 1989 ; Lie-Venema et al. 1997). L'OAT rénale a été également

étudiée chez d’autres especes, le porc, le chien, le chat ou le macaque, sa distribution et son
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activité semblent spécifiques de I’espéce (Ragland & Pitot 1971 ; Valle et al. 1981 ; Linsdorf et
al. 2005 ; Levillain et al. 2008).

11.2.3 - U’intestin

Les premiéres mesures d’activité OAT intestinale ont été réalisées chez le rat (Herzfeld & Knox
1968 ; Sanada et al. 1970). L'immunohistochimie utilisant un anticorps spécifique, réalisée sur
de l'intestin gréle de rats males Wistar a permis de localiser I'expression de I'OAT dans les
entérocytes des cryptes et de I'épithélium intestinal (Kasahara et al. 1986 ; Matsuzawa et al.
1994) (Fig. 7). Cette OAT intestinale est régulée par l'apport en protéines du régime

alimentaire. En effet, un régime enrichi en protéines induit une diminution de I'activité OAT

intestinale (Matsuzawa
et al. 1994). Lexpression
de I'OAT dans lintestin
de souris a été localisée

plus tardivement , par

¥ ' hybridation in situ, dans
Expression de I'OAT

Figure 7 :

dans Pintestin de rat. A: détectée les entérocytes tout le
par Immunofluorescence chez le

rat  Wistar male (D'aprés long des villosités
Matsuzawa et al. 19594). . . . .

B : détectée par Immuno- intestinales (Fig. 7) (Riby
histochimie également chez le rat i

Wistar madle. Le plus fort et al. 1990 ; Lim et al.

grossissement permet l'identifi-
cation des entérocytes margués
(D'aprés Ozakiet al. 1999).

1998 ; Yu et al. 2003).

11.2.4. - Les autres organes

Si I'OAT est une enzyme exprimée de facon majoritaire dans le foie, le rein et I'intestin, elle n’en
reste pas moins une enzyme ubiquitaire retrouvée dans de nombreux organes par des
techniques de mesure d’activité enzymatique, de Western blot, d’hybridation in situ ou de

microscopie photonique.

Ainsi, les ARNm et la protéine de I'OAT ont été détectés dans le poumon, le cerveau, le coeur, la
rate, la glande mammaire, la glande sous-maxillaire de rat (Herzfeld & Knox 1968 ; Herzfeld &

Raper 1976a ; Mezl & Knox 1977 ; Wong et al. 1981 ; Ravi Kumar et al. 2009) ; dans le poumon
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humain (Greengard & Herzfeld 1977); dans la rétine et I'épithélium pigmentaire de I'ceil de

poulet (Baich & Ratzlaff 1980), dans I'ceil de bcoeuf (Hayasaka et al. 1980), les muscles

squelettiques du chat (Valle et al. 1981) ; le cerveau de macaque (Ragland & Pitot 1971) et dans

I’ceil de lapin (Shiono et al. 1982).

R-actin

ouris.

Qure 8: Expression relative du géne de I'OAT par RT-PCR dans les organes de
S
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D'aprés Yu et al. (2003).

Chez la souris C57BI/6J, Yu et collaborateurs (2003) ont mis en évidence I'expression de I'OAT

par RT-PCR et hybridation in situ dans 13 organes de souris dont la glande salivaire, I'estomac,

le pancréas, le thymus, le poumon, la peau ou encore 'utérus (Fig. 8).

L’hybridation in situ a permis de localiser les ARNm codant pour I'OAT seulement dans

certaines populations cellulaires des tissus ou organes de souris (Tableau 1)
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Organes Tissus ou types cellulaires OAT
L Epithélium sécrétoire des glandes
Glande salivaire ++
muqueuses
(Esophage Epithélium squameux -
Estomac Glande gastriques ++
Petit intestin Villosités et entérocytes des cryptes +++
Foie Hépatocytes péricentraux +++
Pancréas Glandes exocrines ++
Rein Tubules proximaux externes +++
Peau Bulbe pileux ++
Cavité pleurale Macrophages -
Neceud lymphatique Lymphocytes -
Thymus Lymphocytes +
Ganglion sympathique Neurones +
Glande préputiale Epithélium sécrétoire +++
Utérus Endomeétre -
Rate Cortex +
Moelle osseuse Cellules sanguines +

Tableau 1 : Localisation et quantification par hybridation in situ des ARNm codant pour I’OAT dans
divers organes ou tissus de la souris C57BI/6. L’abondance relative des ARNm codant pour I'OAT est

estimée ainsi : (+) faible, (++) moyenne, (+++) forte, (-) absente. (D’aprés Yu et al. 2003).

11.2.5. — Localisation sub-cellulaire

Une fois son peptide d’adressage mitochondriale clivé, nous avons vu que I'OAT est localisée
dans la matrice mitochondriale (lp et al. 1974 ; Kobayashi et al. 1995). Un immunomarquage a
I’or en microscopie électronique a transmission a permis de confirmer cette localisation (Fig. 9)

(Levillain et al. 2004).

Cette méme étude montre que I'OAT a une distribution inégale le long du néphron et suggére

que le devenir du L-ornithine dépendrait du contexte et des besoins cellulaires.
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Figure 9 : Loc al%

subcellulaire de I'OAT dans la
medullaire externe de rein de
ratte. Immunomarguage a l'or
utilisant un anticorps anti-OAT
sur des coupes ultrafines
montrant les particules dor
presque exclusivement dans la
matrice mitochondrizale.
Quelques rares grains d'or sont
dans le cytosol (B, C, D). Aucun
marquage n'est détecté sur le
temoin en absence d'anticorps
(A). [D'aprés Levillain et al.
2004)

Si la localisation ubiquitaire de I’'OAT est largement décrite, elle fait émerger la question du/des
réle(s) de cette enzyme. On peut se demander en effet si la présence de I’OAT dans des tissus
aussi divers, dans des types cellulaires bien différents s’accompagne d’une fonction spécifique ?
Beaucoup d’arguments convergent vers une spécificité fonctionnelle, chaque organe possédant
son propre équipement enzymatique, ses propres substrats et ses propres régulations
hormonales. Aprés avoir décrit la réaction catalysée par I'OAT nous nous attacherons donc a

détailler les spécificités tissulaires de cette enzyme.

I1.3 - Réaction catalysée par I'OAT

L'OAT catalyse la transamination réversible de I'ornithine en glutamate semi-aldéhyde, et de
I'o-cétoglutarate en glutamate. Elle participe donc au catabolisme et a I'anabolisme de

I’ornithine.

11.3.1 - La réaction enzymatique

L'OAT est une &-aminotransférase qui comme toutes les transaminases, agit selon un
mécanisme de type ping-pong en deux étapes. Classiquement, les transaminases assurent les

échanges d’azote entre un acide a-aminé (donneur) et un acide a-cétonique (accepteur).
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L'acide aminé donneur devient alors un acide a-cétonique tandis que l'acide a-cétonique

accepteur est transformé en acide aminé (Fig. 10).

ﬂrnithine + a-cétoglutarate =g PSC + glutamate \

Premiére étape de la réaction

€0,
NH3" NHS JN—Q\ ~H
| 1
*HiN-Chp-CHp-CHp-C~CO3 + OATPLP T= OAT-PMP + O=C-CHp-CHy-C-CO; «—> HG  CH, 3
s
1 H Hao H CH3

Seconde étaEe de la réaction

MHa*
I
"0,C-CH,-CH;-C-CO3 + OAT-PMP T 02C-CH,~CH;C-CO; + OAT-PLP
4 o 5 H

Figure 10 : Reéaction catalysée par I'OAT. UOAT catalyse la transamination réversible de
l'ornithine en présence d'o-cetoglutarate en P5C et glutamate. 1 : L-ornithine, 2 : L-
glutamate-y-semialdéhyde, 3 : A'-pyrroline-5-carboxylate, 4 : o-cétoglutarate, 5 : L-
glutamate, A : réaction spontanée, OAT-PLP : QAT lige au pyridoxal-5- phosphate, OAT-PMP :
Q&Tliée au phosphate de pyridoxamine. {D'aprés Shen et al. 1998). /

Le cofacteur de cette réaction est le phosphate de pyridoxal (PLP), servant de transporteur
intermédiaire du groupement aminé (Katunuma et al. 1964). Ces enzymes sont donc
impliquées soit dans la biosynthése, soit dans le catabolisme des acides aminés selon la

situation physiologique et I'organe considéré.

L’OAT présente pourtant une spécificité par rapport aux autres enzymes, le groupement aminé
transféré a partir de I'ornithine n’est pas celui situé en position a mais celui situé en position 6

de la fonction acide carboxylique.

Lors de la premiére étape de la réaction, I'OAT se lie a son cofacteur, le pyridoxal-5-phosphate
(OAT-PLP), et réagit avec le L-ornithine, ce qui aboutit a la formation de phosphate de
pyridoxamine liée a I'enzyme (OAT-PMP) et de L-glutamate-y-semialdéhyde qui se cyclise
spontanément en A'-pyrroline-5-carboxylate. Le substrat de la seconde étape de la réaction est
I'o-cétoglutarate. Il est transaminé en L-glutamate par I'enzyme liée au phosphate de
pyridoxamine. Cette derniére étape permet de restaurer le cofacteur sous sa forme pyridoxal-
5-phosphate (Shen et al. 1998 ; Seiler 2000). Mueckler et Pitot (1985) ont émis I’'hypothése que
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la séquence d’acides aminés 286 a 362 forme le site catalytique de I'OAT dans le foie de rat et
qgue la lysine-292 est le site de fixation du pyridoxal-5-phosphate. Une étude plus récente
(Markova et al. 2005) a montré I'importance de deux tyrosines présentes dans le site actif de
I’enzyme qui déterminent son affinité pour 'ornithine. En effet, la mutation d’une seule de ces

tyrosines en isoleucine diminue I'affinité de I'OAT pour I'ornithine d’un facteur 1000.

In vitro, il semble que la réaction catalysée par I’'OAT soit orientée dans le sens de la formation
de glutamate en raison de la conversion spontanée du L-glutamate-y-semialdéhyde en A-
pyrroline-5-carboxylate (Jones 1985). Cette cyclisation spontanée du L-glutamate-y-
semialdéhyde en Al—pyrroline—5—carboxy|ate entraine une confusion quant au produit final de la
réaction enzymatique. Ainsi, dans la littérature, le A'-pyrroline-5-carboxylate et le L-glutamate-
y-semialdéhyde sont indifféremment présentés comme le produit final de la réaction catalysée
par I'OAT. In vivo, I'orientation de la réaction enzymatique semble étre déterminée non
seulement par la concentration tissulaire en substrats (ornithine, a-cétoglutarate, glutamate et
P5C), mais aussi par I'affinité de I’'enzyme pour ses substrats ou bien encore par la compétition
pour I'a-cétoglutarate entre I'OAT et d’autres enzymes du cycle de l'urée ou le cycle de Krebs,
par exemple. Cependant, la littérature montre que la réaction semble généralement se faire
dans le sens du catabolisme de I'ornithine. En effet, chez des patients atteints d’atrophie gyrée
de la choroide, pathologie caractérisée par un déficit en OAT, une hyper-ornithinémie tissulaire,
urinaire et sanguine est mesurée (Simell & Takki 1973 ; Valle et al. 1977 ; Sipila et al. 1981 ;
Wang et al. 1995).

11.3.2 - Inhibition de I’activité OAT

La réaction enzymatique catalysée par I'OAT peut étre inhibée par plusieurs agents

pharmacologiques.

La gabaculine est une molécule qui a été isolée pour la premiere fois en 1977 a partir de
Streptomyces toyocaensis (Kobayashi et al. 1977). Jung et Seiler (1978) ont été les premiers a
mettre en évidence in vivo et in vitro I'inhibition irréversible de I'activité OAT par la gabaculine
dans le foie et le cerveau de rat Sprague-Dawley et de souris CD1. Alonso et Rubio (1989) ont
obtenu des résultats similaires chez des souris males Swiss OF1. Ainsi, I'administration d’une
dose de gabaculine de 10 mg/kg de souris inhibe en moins d’une heure plus de 90% de I’activité

OAT hépatique, rénale, musculaire et intestinale. En revanche, pour inhiber dans les mémes
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proportions |'activité OAT du cerveau, une dose 30 fois plus importante de gabaculine est
requise. De plus, la persistance de l'inhibition de I'activité OAT lors de I'injection d’une forte
dose (50 mg/kg) de gabaculine a des souris (<15% d’activité recouvrés en 9 heures) confirme
Iirréversibilité de I'inhibition de la réaction enzymatique. Lors de cette étude, I'inhibition de
I'activité OAT par la gabaculine s’"accompagne d’une accumulation d’ornithine dans le foie,
I'intestin, les muscles, le rein et le cerveau des souris males. Ces propriétés font que la
gabaculine a été largement utilisée dans plusieurs études comme inactivateur spécifique de

I’OAT (Daune & Seiler 1988 ; Shah et al. 1997 ; O’Sullivan et al. 1998 ; Levillain et al. 2000).

Une autre molécule, la canaline est utilisée in vitro depuis 1964 pour ses effets inhibiteurs
importants puisque I'ajout de 0,5 mM de canaline au milieu de réaction permet d’inhiber 95%
de l'activité OAT hépatique du rat (Katunuma et al. 1964). Son mécanisme d’action a été
décrypté un peu plus tard (Kito et al. 1978). Sa tres forte homologie structurale avec I'ornithine
lui permet d’entrer en compétition et de se fixer de facon irréversible au pyridoxal-5-phosphate
pour former un oxamine. Le pyridoxal-5-phosphate rendu ainsi non disponible, la réaction
enzymatique ne peut se poursuivre. Cet inhibiteur a été utilisé par la suite dans de nombreuses
études chez I'animal comme pour le végétal (Kekomaki et al. 1969 ; Wroblewski et al. 1985 ;

Aniento et al. 1988 ; Rosenthal & Dahlman 1990 ; Shah et al. 1997).

Enfin, en raison de son homologie structurale avec |'ornithine, le 5-fluoromethylornithine, est
aussi un puissant inhibiteur in vivo et in vitro de I'activité OAT (Daune et al. 1988 ; Seiler et al.

1992 ; Therrien et al. 1994 ; Storici et al. 1999)

11.3.3 - Spécificités tissulaires de la réaction enzymatique

Bien que, selon la littérature, la réaction enzymatique catalysée par I'OAT soit réversible, elle

semble ne se produire que dans un seul sens dans chaque organe.

Ainsi, le métabolisme oxydatif des tubules rénaux a été étudié chez la souris femelle Swiss OF1,
en présence ou non de gabaculine, un inactivateur spécifique de I"OAT (Levillain et al. 2000).
Une forte production de *CO, a partir de [1-**C] ornithine a été mesurée dans les tubules
rénaux. L'ajout de DFMO (a-difluoromethylornithine), un inhibiteur spécifique de I'ODC, ne
modifie pas la production de *CO,. En revanche, lorsque la gabaculine est ajoutée, la

production de **CO, est significativement diminuée. Ces résultats confirment que la réaction
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catalysée dans le rein par I’OAT se fait en faveur du catabolisme de I'ornithine et de la synthese

de glutamate.

Nous avons rapporté un fort dimorphisme sexuel de I'OAT tant au plan de son expression qu’au
plan de sa localisation dans le rein de souris. Il en résulte un métabolisme de I'ornithine propre
a chaque sexe en fonction de I'équipement enzymatique du segment du néphron ou I’OAT est
synthétisée. Chez le male, I'activité de I'ODC dans le tube proximal serait plus importante que
I'activité de I'OAT dans la médulla, ce qui entrainerait une utilisation préférentielle de
I'ornithine pour la synthese des polyamines (Kuo & Darnell 1989 ; Lie-Venema et al. 1997). La
finalité de cette synthese accrue de polyamines reste cependant inexpliquée. Chez la femelle,
I'activité ODC est moins importante (Levillain et al. 2000) et I'OAT présente le méme profil
d’expression et la méme localisation que I'arginase. La glutamine synthétase étant exprimée
tout au long du néphron proximal, cette colocalisation favoriserait la synthese de glutamine a

partir d’arginine et d’ornithine (Burch et al. 1978 ; Levillain et al. 2004).

Enfin, la présence de glutamate déshydrogénase dans tous les segments du néphron aussi bien
chez le male que chez la femelle contribue a la disponibilité en a-cétoglutarate et en ions

ammonium permettant ainsi d’alimenter le cycle de Krebs.

Dans le foie, la réaction catalysée par I'OAT se déroule dans le sens de la dégradation de
I'ornithine et de la synthése de glutamate. En effet, I'injection d’'une dose de 50 mg / kg de
gabaculine entraine chez des souris males de souche Swiss OF1 une augmentation de la
concentration hépatique de l'ornithine d’un facteur 8 (Alonso & Rubio 1989). De plus, la
production hépatique de *CO, a partir de [1-**C] ornithine est fortement diminuée lors de
I'injection de gabaculine aux animaux. La compartimentation de I'expression de I'OAT dans les
hépatocytes péri-veineux permettrait de fournir le glutamate nécessaire a la synthese de
glutamine par la glutamine synthétase (GS) localisée dans ces méme hépatocytes (Kuo et al.
1991). L'OAT participerait ainsi a la détoxification de I'ammoniaque ayant échappé a

I'uréogeneése dans les hépatocytes péri-portaux.

Dans lintestin, a |'inverse de ce qui est observé dans le foie et le rein, la réaction enzymatique
catalysée par I'OAT se fait dans le sens du catabolisme du glutamate et de la synthese
d’ornithine. En effet, des études in vivo et in vitro de perfusion d’intestin avec de la L-[U"
14Clglutamine ont démontré que cet acide aminé est utilisé comme précurseur de nombreux
métabolites (citrulline, proline, acide organique...) (Windmueller & Spaeth 1974 ; Ross et al.

1978 ; Windmueller & Spaeth 1980), et que I'intestin possede toute la machinerie enzymatique
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nécessaire a la synthese d’ornithine (Herzfeld & Raper 1976b ; Ross et al. 1978 ; Jones 1985).
De nombreux travaux (Windmueller & Spaeth 1974 ; Ross et al. 1978 ; Jones 1985 ; Wu et al.
1994) ont montré I'existence d’une synthése endogéne de citrulline a partir de glutamine
impliquant les actions successives de la glutaminase et de I'OAT. Cette conversion est

particulierement importante :

- en période néonatale ou l'intestin est responsable de la synthese d’arginine. Une forte
diminution des concentrations plasmatiques d’arginine et de citrulline est en effet
observée 12 heures apres avoir administré de la gabaculine chez le porcelet (Flynn & Wu
1996) ;

- chez I'adulte, ol la production de citrulline a partir de la glutamine via I'OAT participe

pour une large part a la synthése globale d’arginine.

Cette différence d’orientation de la réaction catalysée par I’OAT dans l'intestin (glutamate vers
ornithine) et dans le foie et les reins (ornithine vers glutamate) ne dépendrait pas de propriétés
cinétiques, électrophorétiques ou immunologiques différentes de I'enzyme (Sanada et al. 1970)
mais de spécificités métaboliques tissulaires. Les transaminases sont en effet régulées par la
disponibilité en substrats. L'orientation de la réaction de I’OAT dans un tissu donné dépendrait
donc de la présence et de I'activité des autres enzymes de la voie métabolique qui générent ces
substrats. Par exemple, la P5C déshydrogénase, enzyme catalysant la conversion du P5C en
glutamate est pratiqguement absente de I'intestin mais fortement exprimée dans le rein et le
foie. A l'inverse, l'intestin est pratiqguement le seul organe a présenter une forte activité P5C

synthase qui permet la synthese du P5C a partir du glutamate (Wakabayashi et al. 1991).

L’OAT se trouve donc au carrefour du métabolisme de la glutamine et de I’arginine, deux
précurseurs importants des différentes voies métaboliques qui assurent I’homéostasie azotée.
Son activité est completement liée a la présence et a l'activité des enzymes de ces voies
métaboliques qui signent la spécificité de la réponse tissulaire. Le schéma se complique encore si
I’'on considére qu’a ces spécificités d’action tissulaire, s’ajoutent des spécificités tissulaires de

régulation de I’OAT tant par les hormones que par les apports protéiques.
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1.4 — Régulation de I'expression de ’OAT

Chaque organe ou tissu qui synthétise I"OAT est un organe-cible pour de nombreuses

hormones, ce qui implique que la régulation de I'OAT différe d’un organe a I'autre.

1.4.1 - Régulation hormonale
11.4.1.1 - Régulation de I’expression de I'OAT rénale

Nous avons déja mentionné qu’il existe un fort dimorphisme sexuel de I'expression de I'OAT
dans le rein et particulierement chez le rat et la souris. Des études au cours de I'ontogenése du
rat ont montré que le dimorphisme sexuel concernant l'activité de I'OAT apparaissait au
moment de la puberté et qu’il était lié directement aux hormones sexuelles (Herzfeld & Knox
1968). L'ovariectomie de jeunes rattes réduit en effet I'expression de I'OAT rénale a un niveau
similaire a celui des males et prévient la mise en place du dimorphisme sexuel rénal de
I'expression de I'OAT. En revanche, l'orchidectomie de jeunes rats males n’altére pas
I’expression de leur OAT rénale. L'injection de testostérone chez la ratte ne modifie pas le
niveau d’expression de I'OAT rénale, alors que l'injection d’cestradiol chez le rat méale multiplie
par 5 le niveau d’OAT rénale, qui devient équivalent a celui des femelles (Herzfeld & Knox
1968). Ces résultats indiquent I'existence, d’une régulation de I'expression de I’'OAT rénale par
les cestrogenes chez le rat. De plus, des travaux in vitro sur des cellules rénales de rats males
ayant regu une injection de 17B-cestradiol, 20 heures avant le prélevement, révelent que les
cestrogénes régulent I'expression de I'OAT rénale au niveau transcriptionnel (Wu 1979 ;

Mueckler et al. 1984 ; Mueckler & Pitot 1983).

Cependant, cette régulation par les hormones sexuelles est spécifique de I'espece étudiée.
Chez la souris, le dimorphisme sexuel de I'expression de I'OAT est présent dans le rein, mais
I'expression de I"OAT rénale murine est régulée par la testostérone. En effet, I'injection de
testostérone chez des souris femelles diminue I'expression de I'OAT rénale (Manteuffel-
Cymborowska et al. 1995 ; Levillain et al. 2005). L'orchidectomie de souris males entraine quant
a elle une augmentation de I'expression protéique de I'OAT rénale; augmentation qui est
inhibée, de facon dose dépendante, par I'injection de propionate de testostérone (Levillain et
al. 2005b). Malgré ces différences de régulation inter-especes, il faut noter que I'expression

rénale de I’OAT est toujours plus importante chez les femelles.
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Les hormones sexuelles ne sont pas les seuls facteurs de régulation de I'expression de I'OAT
rénale. Les hormones thyroidiennes régulent positivement I’expression de I’OAT rénale chez le
rat (Mueckler & Pitot 1983 ; Mueckler et al. 1984). L'injection intrapéritonéale de 3,5,3’-tri-
iodo-L-thyronine (T3) chez des rats males, pendant 4 jours consécutifs, double I’expression
protéique de I'OAT rénale et son activité alors qu’une thyroidectomie la diminue de moitié.
L'injection post-thyroidectomie de T3 pendant 4 jours restaure I'expression de I'OAT rénale a
son niveau basal (Lyons & Pitot 1977) prouvant I'importance de la T; dans les mécanismes de
régulation de I’OAT. Elle agirait directement sur la transcription du géne par l'intermédiaire de
récepteurs nucléaires fonctionnant comme des facteurs de transcription activés par la liaison

de leur ligand ou bien directement au niveau du géne lui-méme via la probable séquence THRE.

11.4.1.2 - Régulation de I'expression de 'OAT hépatique

Contrairement a ce qui est observé dans le rein, les hormones sexuelles et les hormones
thyroidiennes n’ont aucun effet sur I'expression de I'OAT hépatique. En effet, I'injection intra
péritonéale de T3 ne modifie ni I'abondance relative des ARNm codant pour I"OAT (Shull et al.
1995b), ni l'activité OAT hépatique chez des rats males (Lyons & Pitot 1977). De plus, une
gonadectomie suivie de I"administration d’une dose de testostérone ou d’une dose de 17f-
cestradiol a des rats males et femelles ne modifient pas I'expression de I'OAT hépatique
(Herzfeld & Knox 1968). En revanche, I'analyse fonctionnelle des séquences 5’ flanquantes du
promoteur de I'OAT a montré la présence de motifs reconnus par les récepteurs de I'acide
rétinoique (Shull et al. 1995a). Curieusement, alors que l'acide rétinoique est sans effet sur
I'activité de I'OAT rénale, il stimule sa transcription dans le foie (Shull et al. 1995b). Cet effet

stimulateur est toutefois inhibé en présence de Ts chez le rat male (Shull et al. 1995b).

Le glucagon est la seule hormone qui régule clairement I'expression de I'OAT hépatique du rat.
En effet, la pancréatectomie de ratte de souche Sprague Dawley diminue d’'un facteur 4
I'activité OAT hépatique de ces animaux (Nakajima & Ishikawa 1971). L'injection de glucagon
triple I'activité OAT hépatique de rats femelles et double celle de rats males (Nakajima &
Ishikawa 1971 ; Lyons & Pitot 1976 ; Hunter & Harper 1977). Plus précisément, chez le rat, le
glucagon augmente d’un facteur 10 le taux de synthése de I'OAT, d’un facteur 2 le taux
d’élongation des chaines polypeptidiques et augmente d’un facteur 23 le nombre relatif de

ribosomes présents sur un ARNm d’OAT (Mueckler et al. 1983). Ces résultats prouvent que du
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moins chez le rat, I'OAT hépatique est régulée au niveau traductionnel et post-traductionnel

par le glucagon.

11.4.2 - Régulation de l’expression de I'OAT par les apports protéiques de la prise

alimentaire

Les protéines alimentaires sont une source vitale d’acides aminés, et de larges
modifications de la prise alimentaire ou de I'apport protéique journalier modifie I’expression de
I’OAT. En effet, plusieurs études ont montré que I'enrichissement en protéines du régime
alimentaire augmente |'activité OAT hépatique des rats (Pitot & Peraino 1963 ; Brennan et al.
1970 ; Mueckler et al. 1983 ; Matsuzawa et al. 1994 ; Boon et al. 1999). De plus, cette
augmentation de I'expression de I'OAT hépatique est proportionnelle a la teneur en protéines

du régime alimentaire (Fig. 11).
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Figure 11 : Expression des ARNm codant pour I'OAT et la GS hépatique en
fonction de la teneur en protéines du régime alimentaire. Les ARNm de I'Oat (A,
B, C) et de la GS (D, E, F) ont été visualisés par hybridation in situ sur du foie

de rats méles nourris avec un régime contenant 0% (A, D), 20% (B, E) ou 60%
&C, F) de protéines. (D'aprés Boon et al. 1999). j

Ainsi, en fonction de la souche de rats utilisée (SD/An1, Wistar...) et du contenu protéique du
régime alimentaire (60% ou 90%) I'activité OAT est augmentée d’un facteur 10 a 100 par
comparaison avec des animaux soumis a un régime standard. De méme, lorsque les animaux
sont nourris avec un aliment dépourvu de protéines, une activité OAT hépatique tres faible,
voire nulle, est mesurée. Cette modification de I'activité OAT induite par la teneur en protéines
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du régime alimentaire se produit trés rapidement, en général, 12 heures seulement apres le

changement de régime alimentaire (Pitot & Peraino 1963).

Deux agents, la puromycine, un inhibiteur de la traduction, et I'actinomycine D, un inhibiteur de
la transcription, peuvent prévenir 'augmentation de I'activité OAT hépatique chez des rats
nourris avec un régime contenant 90% de protéines (Pitot & Peraino 1963). C'est vingt ans plus
tard que Mueckler et collaborateurs (1983) ont démontré, chez des rats males nourris avec un
régime contenant 60% de protéines, que la synthese des ARNm codant pour I'OAT augmente
d’un facteur 38, que le nombre de chaines naissantes sur chaque ARNm, i.e. le nombre de
protéines synthétisées par brin d’ARNm, est augmenté d’un facteur 23 et que la vitesse de
traduction des ARNm en protéine est multipliée par un facteur 2. La régulation de I'expression
de I'OAT lors de I'enrichissement du régime alimentaire en protéines, se fait donc au niveau
transcriptionnel et traductionnel. Cette régulation pourrait étre médiée par le glucagon et
I’AMPc. En effet, I'addition in vitro de glucagon et d’AMPc au milieu de culture d’hépatocytes
isolés de foie de rats soumis a un régime hypoprotéiné, produit une augmentation de la
traduction et de la transcription de I'OAT, au méme titre qu’un régime hyperprotéiné (Merrill et
al. 1985). La régulation de I'expression de I'OAT hépatique en fonction de la teneur en
protéines du régime alimentaire permettrait une réponse adaptative a la surcharge azotée
induite par la consommation excessive de protéines. En effet, I'augmentation de |'expression
de I'OAT hépatique permet d’augmenter la production de glutamate et donc de glutamine via
la glutamine synthétase. Cette synthése de glutamine utilise 'ammoniaque qui n’a pas été
métabolisé par la synthése de I'urée, et permet de détoxifier 'organisme (Boon et al. 1999).
Cette hypothése est renforcée par le fait que I'OAT et la GS sont colocalisées dans les
hépatocytes périveineux (Fig. 11) (Kuo et al. 1991 ; Kuo & Darnell 1991 ; Boon et al. 1999), et le
fait que les quantités d’ARNm de la GS et de I'"OAT augmentent proportionnellement et de

facon synchrone lors d’un régime hyperprotéiné (Boon et al. 1999).

I.5 - OAT et pathologies.

De plus en plus d’études mettent en évidence une modification de I’expression de I'OAT
lors de I'analyse de certaines pathologies, indiquant ainsi I'importance majeure du contréle de

son activité dans les voies biosynthétiques.
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11.5.1 - L’atrophie gyrée choriorétinienne
11.5.1.1 - Description de la pathologie

L'atrophie gyrée choriorétinienne est une pathologie qui affecte I’'homme. Elle est caractérisée
par une dégénérescence de la rétine et des troubles de la vision nocturne durant I’enfance, puis
une perte progressive de la vue a I'dge adulte allant jusqu’a la cécité de 'individu (Valle et al.
1977 ; O’Donnell et al. 1977). Simell et Takki (1973) ont été les premiers a décrire une
hyperornithinémie chez les patients atteints d’atrophie gyrée choriorétinienne et ont émis
I’hypothése d’une perturbation du métabolisme de l'ornithine (Takki & Simell 1974). Cette
hypothese a été confirmée quelques années plus tard par (O’Donnell et al. 1977 ; Valle et al.
1977). En effet, aucune activité OAT n’est mesurée dans des cultures de fibroblastes ou de
lymphocytes issus de patients atteints d’atrophie gyrée choriorétinienne. Etonnamment, cette

pathologie est principalement décrite chez des patients d’origine finlandaise ou suédoise.

I1.5.1.2 - Les souris Oat " ", un modéle d’étude

Face au faible nombre de patients atteints
d’atrophie gyrée choriorétinienne, et aux
difficultés d’obtention de prélévements
chez ces patients, des chercheurs ont créé
la  premiere souris invalidée pour
I’expression du géne de I'OAT (Wang et al.
1995). L'activité OAT dans le foie, le rein et
lintestin des souris Oat */" est diminuée de

50% par rapport aux souris témoins. De

plus, aucune activité OAT n’est mesurée

Figure 12 : Phénotype de souriceaux dans les organes des souris oat”.

témoins ou invalidé pour le géne de I'Oat

(Oat’). En haut : souriceau contrdle ; en

\bas : souriceau Oat”". (D'aprés Wang et al. s’alimentent pas, deviennent léthargiques
1995)

Etonnamment, les souriceaux Oat” ne

et décedent 24-48 heures apres la

naissance (Fig. 12). En revanche, I'injection intra-péritonéale d’arginine (2 mmoles/kg) toutes
les 12 heures pendant les 14 premiers jours de vie permet d’assurer un taux de survie des

souriceaux de 80%. Au-dela de 14 jours de traitement, la supplémentation en arginine ne
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s'avere plus nécessaire a la survie des souriceaux Oat”". Toutefois, les souriceaux Oat”
supplémentés en arginine accusent un retard de croissance par rapport aux souriceaux témoins
(Fig. 12). Cette étude révéele que le gene de I’OAT n’est pas indispensable au développement

embryonnaire des souris, mais qu’il est capital pour le développement postnatal des animaux.

Il N"en est pas de méme chez ’lhomme, ol le défaut total d’expression de I'OAT n’est pas létal.
Cette différence est probablement liée au taux de croissance beaucoup moins élevé chez le
nouveau-né humain qui nécessite donc un besoin en arginine moins important (Wang et al.
1995). Au contraire, chez le souriceau, la demande en arginine nécessaire a la synthése
protéique surpasse I'apport d’arginine par I'alimentation. La synthese endogéne d’arginine est
donc indispensable chez le souriceau, comme chez le rat nouveau-né ol une étude a montré
gue l'arginine est un des acides aminés dont la quantité utilisée pour la synthése protéique
dépasse la quantité apportée par I'alimentation, ce qui implique un apport indispensable par la

synthése endogene dans l'intestin (Davis et al. 1993).

11.5.2 - Les cancers

L’analyse du métabolisme d’animaux porteurs de tumeurs a permis de mettre en évidence des
modifications de I'expression de I'OAT. Les premiéres études chez le rat (Tomino et al. 1974)
ont montré que I'activité OAT est augmentée dans un foie porteur de tumeur a croissance lente
comme I'hépatome 44, et que I'activité OAT est diminuée dans un foie porteur de tumeur a
croissance rapide comme I’hépatome 7777. Les propriétés physico-chimiques de I'OAT des
animaux porteurs de tumeurs ne different pas de celles des animaux sains, suggérant que les
modifications d’activité OAT observées dans les hépatomes sont dues a une modification de la

régulation de la transcription et/ou de la traduction de I’Oat.

En effet, chez le rat atteint d’hépatome 44 d’agressivité faible, le taux de synthése de I'OAT et
le contenu en OAT sont respectivement 5 et 15 fois supérieurs a ceux des animaux sains, et le
taux de dégradation de la protéine est 2 fois plus faible que celui des animaux sains (Kobayashi
et al. 1976). Au contraire chez des rats porteurs de I'hépatome de Morris 7800, caractérisé
comme agressif une forte diminution de I'activité OAT hépatique (- 46%) est observée en
seulement 15 jours. L’activité OAT est également diminuée de 40% dans les reins et les muscles
de ces rats. Une diminution de I'activité OAT accompagnerait donc de maniere proportionnelle

la prolifération tumorale. Certains évoquent un phénomene de compétition pour I'ornithine, la
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diminution de I'activité de I'OAT favoriserait alors I'activation de I‘'ODC permettant la synthese

accrue des polyamines nécessaires a la prolifération tumorale (Tomino et al. 1974).

De cette revue générale ressort la complexité des mécanismes de régulation de I"OAT et les
variations de l'orientation de la réaction qu’elle catalyse en fonction de I'organe et du tissu
considéré, ou de l'espéce animale. Toutefois, son implication dans le métabolisme de la
glutamine et de I’arginine lui confere un réle important dans le maintien de I’équilibre azoté.
L’OAT est un lien entre deux acides aminés fondamentaux : I’arginine en tant que métabolite
intermédiaire du cycle de I'ornithine est considéré comme indispensable chez la plupart des
animaux bien portants et la glutamine en tant que principal transporteur inter-organe d’azote
est un régulateur du métabolisme protéique et un substrat essentiel pour les cellules qui se
multiplient rapidement. Chez le jeune animal, I’arginine est bien synthétisée par le rein comme
chez I'adulte, mais a un taux qui n’est pas suffisant pour assurer la croissance rapide de
I'organisme. En fait, le rein développe la capacité a synthétiser de I’arginine a partir de la
citrulline seulement au moment du sevrage. Des analyses de la composition corporelle en acides
aminés montrent pourtant que la biosynthése endogéene d’arginine est trés élevée pendant la
période d’allaitement de jeunes rats (Davis et al. 1993). Cette biosynthése a été mise en
évidence dans les villosités intestinales du rat nouveau-né (De Jonge et al. 1998), montrant ainsi
que la capacité des organes a synthétiser 'OAT évolue au cours du développement pour
s’adapter aux demandes métaboliques. Nous nous sommes donc intéressés a la régulation de
I’'OAT au cours de la croissance post-natale, période ot I‘animal, en particulier « altricial »
comme la souris ou le rat (D’Udine & Gozzo 1983 ; Lamers et al. 2005), est soumis a une forte
croissance nécessitant une synthése accrue de protéines. Des facteurs thermiques et
alimentaires peuvent augmenter encore les contraintes métaboliques auxquelles ces

organismes doivent répondre.
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Ill - OAT et développement post-natal

Du fait de leur immaturité a la naissance, les animaux « altriciaux » achévent leur maturation au
cours du développement postnatal. Cette période critique et hautement importante de la vie
d’un individu est caractérisée par 3 grands évenements qui peuvent étre percus comme des
stress par l'individu. Ces événements sont: 1) la naissance accompagnée de I’émancipation
thermique progressive des animaux liée au développement de la pilosité, 2) le sevrage lors du
passage d’une alimentation de type lactée a une alimentation solide, 3) la puberté avec la

maturation des organes sexuels et la mise en place de la sécrétion des hormones sexuelles.

Ces contraintes métaboliques obligent I'animal a réguler finement ses flux inter-organes
d’acides aminés. Nous avons vu précédemment que |'apport protéique ainsi que les hormones
sexuelles modulent I'expression de I'OAT. Comment se comporte donc cette enzyme au cours

du développement postnatal ?

lll.1- Expression de I’OAT hépatique au cours de la croissance postnatale

Une étude assez sommaire montre que 'activité OAT hépatique, mesurée chez des rats males

eme

Sprague-Dawley agés de 20 a 120 jours, augmente jusqu’au 30 " jour de vie puis reste
constante jusqu’a 120 jours (Volpe et al. 1969). Chez des rats de méme souche, des travaux sur
des stades plus précoces de développement ont mis en évidence la tres faible activité OAT
hépatique au cours du développement embryonnaire et durant les 15 premiers jours de vie.
Puis, I'activité OAT est augmentée d’un facteur 20 en 15 jours avant de se stabiliser a partir du
30°me jour de vie (Rdiha & Kekomaki 1968). Des résultats similaires sont observés chez des rats
males et femelles de souche NEDH qui présentent une augmentation de l'activité OAT
hépatique d’un facteur 25 durant les 35 premiers jours de vie (Herzfeld & Knox 1968). Ensuite,
I'activité OAT diminue légerement entre le 35°™ et le 60°™ jour, avant qu’elle se stabilise et
qu’un dimorphisme sexuel de I'activité OAT apparaisse. Une étude plus sériée, réalisée toujours
chez le rat male de souche NEDH pour déterminer avec précision les périodes de fluctuation de
I'activité OAT (Herzfeld & Greengard 1969), a révélé que I'activité OAT est stable les 8 premiers

jours de vie, augmente d’un facteur 10 de J8 a J15, puis augmente de facon plus graduelle

jusqu’a )32, ou l'activité OAT est similaire a celle des animaux adultes.

Certains auteurs se sont intéressés a d’autres especes: chez le lapin, considéré également

comme une espece altriciale, I'activité OAT diminue d’un facteur 6 la premiére semaine de vie
56



eme

par rapport a I'activité OAT mesurée chez le feetus, puis reste stable jusqu’a la 5 semaine.

Elle augmente ensuite d’un facteur 10 les 5 semaines suivantes puis diminue progressivement a

partir de la 10°™ eme

semaine de vie et se stabilise a partir de la 20™" semaine de vie du lapin

(Shiono et al. 1982).

/ \ Chez la souris, I'expression de I'OAT au cours du
17F TF 2D 5D 1W 2W 8W développement post-natal a été étudiée par

: i .
Gk ' . Northern-Blot (Fig. 13). Chez le foetus, les ARNm

codant pour I'OAT sont a peine détectables et c’est
Figure 13 : Expression relative des . . .
ARNm codant pour POAT dans le foie seulement aprés plusieurs semaines que
de souris au cours du développement

_ I’expression relative de I'OAT atteint son pic (Kuo
postnatal. 17F : Foetus de 17 jours ; TF :

naissance ; 2D, 5D : souriceaux dges de 2 et al. 1991). De plus, le profil d’expression de la GS
et 5 jours; 1, 2, 8W : souriceaux dgés de 1,
2 et 8 semaines. (D'apres Kuo et al. 1991) au cours du développement postnatal est

| w

coopération de ces deux enzymes dans le foie pour synthétiser de la glutamine et le détoxifier.

identique a celui de I'OAT, ce qui confirme la

Cherchant un facteur de régulation, des auteurs ont soumis des rats Sprague-Dawley nouveau-
nés (1-12 jours) a une injection de triamcinolone, un glucocorticoide. Une injection unique
provoque une augmentation de I'activité OAT hépatique d’un facteur 10 (Rdiha & Kekomaki
1968). De maniere plus précise, l'injection de triamcinolone stimule I'activité OAT hépatique
tant que celle-ci n’a pas atteint la valeur de I'activité OAT mesurée dans le foie des animaux
adultes. Des résultats similaires ont été obtenus chez des rats de souche NEDH agés de 4 a 16
jours (Herzfeld & Greengard 1969). L’injection de triamcinolone provoque en 12 heures une
augmentation de I'activité OAT qui atteint alors le niveau d’activité OAT hépatique des animaux
adultes. Au-dela des 16 premiers jours de vie, I'injection de glucocorticoide ne modifie plus
I'activité OAT. Cette modulation de I'activité OAT par l'injection de glucocorticoides au cours du
développement postnatal semble étre due a des mécanismes de régulation de la traduction. En
effet, I'injection combinée de triamcinolone et de puromycine, un inhibiteur de la traduction,
n’a plus aucun effet sur I'activité OAT hépatique au cours du développement post-natal (Raiha
& Kekomaki 1968). Une étude complémentaire aurait pu étre réalisée en ajoutant cette fois un
inhibiteur de la transcription comme |’actinomycine D a l'injection de glucocorticoides, ce qui
aurait permis de mettre en évidence une éventuelle régulation précoce de I'OAT par ces

glucocorticoides, a I’échelle transcriptionnelle.
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11l.2 - Expression de I’OAT rénale au cours de la croissance postnatale

Chez des rats males de souche NEDH, I'activité OAT rénale augmente linéairement de 600 % les
60 premiers jours de vie jusqu’a atteindre la valeur d’activité OAT rénale mesurée chez les rats
males adultes (Herzfeld & Knox 1968). Chez les rats femelles de la méme souche, I'activité OAT
est identique a celle des males dans les premiers jours, elle augmente beaucoup plus fortement
(1400 %) puis se stabilise au 50°me jour de vie. A noter, qu’un dimorphisme sexuel de I'activité
OAT apparait a partir du 30°me jour. En effet, a ce stade de développement, |'activité OAT rénale
des rats femelles est supérieure a celle des males. Ces mémes résultats ont été obtenus au
cours d’une étude beaucoup plus sériée (mesure de I'activité OAT rénale tous les 4 jours) et
confirment I'apparition du dimorphisme sexuel eu 30°me jour de vie avec une activité OAT au
moins deux fois supérieure a celle des males (Herzfeld & Greengard 1969). Une étude réalisée
sur le plus long terme, chez des rats males Sprague-Dawley, révele que I'activité OAT augmente
eme

les 50 premiers jours puis reste parfaitement stable au moins jusqu’au 120" jour de vie (Volpe

et al. 1969).

Cette méme étude montre que I'expression de I"OAT rénale au cours du développement
postnatal est sous le controle des hormones sexuelles, puisque linjection d’cestrogene
augmente I'activité OAT rénale dés le 11°™ jour de vie. Chez la souris Swiss OF1, I'étude de
I’'expression de I'Oat rénale au cours du développement postnatal montre un dimorphisme
sexuel important. Le taux d’ARNm codant pour I'OAT est en effet quadruplé chez les femelles
entre le 10°™ et le 40°™ jour vie, alors qu’il est seulement doublé de J10 3 J25 chez les males
(Levillain et al. 2007). L’analyse de I'abondance de la protéine OAT et de son activité met en
évidence des résultats similaires (Fig. 14). Ce dimorphisme sexuel en faveur des femelles se met
en place a partir de J27-J30 au moment de la puberté et il est contrélé par la testostérone

(Levillain et al. 2007).
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Cette revue de la littérature pourtant exhaustive souligne le peu d’informations qui concernent
I'ontogenése de I'OAT dans la période postnatale et surtout le manque de corrélation entre
I'activité OAT et les modifications de I’état métabolique de I'animal au cours de sa croissance
(émancipation thermique, sevrage). Nous avons ciblé ces étapes dans notre étude, c’est
pourquoi il nous a paru nécessaire de rappeler dans cette revue bibliographique, les

caractéristiques de la croissance postnatale chez la souris, notre animal modéle.

111.3 — Modifications métaboliques lors de la croissance postnatale des souris
111.3.1 - L'émancipation thermique

La naissance occasionne un fort stress thermique qui induit des conséquences métaboliques. En
effet, bien que nos animaleries soient maintenues a une température constante et comprise
entre 22-30°C, le souriceau nouveau-né, dépourvu de poils, est exposé a une température
ambiante inférieure a celle de l'utérus ou il s’est développé. Pour lutter contre ce stress
thermique, la premiere solution adoptée par les souriceaux est une réponse comportementale.
En effet, la mere regroupe ses petits dans un « nid » pour les maintenir isolés le plus possible

de I'environnement extérieur. De plus, en se regroupant les uns contre les autres, les animaux
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diminuent fortement les pertes thermiques par convection (Canals et al. 1997 ; Gilbert et al.

2010).

Ce comportement «solidaire» n’est cependant pas suffisant pour maintenir 'homéostasie

thermique de I'animal. La thermogenése postnatale est assurée par le développement rapide

( birth N du tissu adipeux brun (BAT) dés les
g Altricial newboms premiers jours de vie (Cannon &
= ANIR R,

5 .:'"1“ """"'u--,,,,uII :

b § """*-u,.u.r'mrmaf Nedergaard 2004) (Fig. 15). On peut
E alors estimer que de grandes quantités
< i

E é m'f"’m”“f"","‘f de substrats énergétiques sont
E MIlinnmlll“““' L

. nécessaires a la pérennisation des
0 5 10 days after birth

processus thermogenes nécessaires au

Figure 15 : Développement du tissu adipeux brun

(BAT) chez les rongeurs nouveauw-nés soit a 30°C maintien de 'homeéostasie thermique

(thermo-neutralité), soit a 20°C (normal). (D'aprés du jeune animal.
EEII"II"IDI"I &MNedergaard 2004) y

111.3.2 - Le sevrage des animaux

Chez les souris de laboratoire, le sevrage est effectué en général a I'dge de 21 jours. Les
animaux doivent alors s’alimenter seuls et passent d’une alimentation liquide lactée a une
alimentation solide de type croquette. Nous avons mentionné précédemment que I'OAT est
régulée par les apports protéiques. Or, le changement d’alimentation des souriceaux provoque
une modification importante des apports protéiques. En effet, I'analyse de la composition du
lait de souris femelles de souche ICR, BALB/c et FVB/N révele que le lait est composé en
moyenne de 10,8% de protéines, de 21,3% de lipides et le reste de glucides et d’éléments
minéraux (Yajima et al. 2006). Méme si la composition de I'aliment distribué en animalerie
varie d’un fournisseur a I'autre, la teneur moyenne en protéines des croquettes est de 18-20%
soit le double de la teneur en protéines du lait. Cette consommation accrue de protéines
modifie donc le métabolisme azoté des animaux et entraine surement l'intervention de 'OAT
pour maintenir constant le pool des acides aminés et ’homéostasie azotée. Curieusement,

aucune donnée bibliographique ne se rapporte a ce sujet chez la souris.
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111.3.3 - La puberté

Chez les animaux, la puberté se caractérise de maniére générale par la maturation des organes
reproducteurs, la mise en place de la sécrétion des hormones sexuelles et I'acquisition de la

capacité a se reproduire.

Chez la souris male, la puberté se produit, de maniére générale, entre le 25°™ et le 30°™ jour
de vie. En effet, chez des souris males de souche Swiss OF1, la testostéronémie augmente
significativement a I’age de 27 jours (Levillain et al. 2007). Chez des souris males de souche CD1

eme

I'augmentation significative de la sécrétion de testostérone se produit au 28" jour de vie et

correspond a la maturation des testicules (Fig 16) (Wu et al. 2010).

Chez la souris femelle, Ia

( \ puberté se produit entre le

4.0 i1y \ N . .
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Figure 16 : Concentration plasmatique de Ia
testotérone. Concentration chez des souris Swiss OF1

maéles dgées de 22 & 31 jours (D’aprés Levillain et al. femelles de souche ICR/Jcl, les

\ 2007).
/ premieres chaleurs et

I'ouverture vaginale se produisent entre le 26°™ et le 30°™ jour de vie (Drickamer 1975 ;

1983). Ainsi chez des souris

Honma et al. 2002). Chez des souris femelles C57BI/6J, la concentration sérique en cestradiol

augmente a partir du 26°™ - 28°™ jour de vie (Ahima et al. 1997).

Cette imprégnation hormonale produit un dimorphisme sexuel chez les souris femelles qui
présentent un taux d’OAT rénal bien supérieur a celui des males (§l11.2). Qu’en est-il au niveau
des autres organes ? Comment sont régulés les flux inter-organes d’acides aminés ? Par quelle
voie métabolique ? Toutes ces questions restent sans réponse, ce qui justifie I'intérét que nous

avons porté a la période post natale dans nos travaux.
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IV - OAT et acclimatation au froid

Le froid représente un stress majeur pour les organismes endothermes qui maintiennent leur
température corporelle a un niveau élevé et constant. Pour éviter I'hypothermie, les
endothermes déclenchent une thermogenése de régulation d’abord liée a la thermogenése de
frisson. Si I'exposition au froid se prolonge, des processus durables se mettent en place pour
augmenter le métabolisme basal et le développement d’une thermogeneése sans frisson ou NST
(Non Shivering Thermogenesis des auteurs anglo-saxons). Chez les petits mammiferes, le tissu
adipeux brun (BAT) est le principal organe thermogéne grace a ses nombreuses mitochondries

qui expriment une protéine découplante UCP1 (Uncoupling Protein 1).

L’acclimatation au froid s’accompagne d’un accroissement du métabolisme des lipides et des
glucides pour fournir les substrats énergétiques nécessaires aux processus thermogenes.
L'incidence d’une exposition au froid sur le métabolisme des acides aminés reste peu explorée.
Pourtant, chez le rat, le BAT augmente son captage de glutamine, glutamate, alanine, leucine,
isoleucine et thréonine et augmente sa libération de proline et de glycine (Lépez-Soriano et al.
1987). S'il est connu que le BAT exprime de nombreuses enzymes, le métabolisme d’acides
aminés importants comme l'arginine, I'ornithine et la glutamine n’a jamais été étudié ni au
froid ni dans les organes thermogénes. Il s’avere alors intéressant d’explorer I'activité OAT dans
ces organes puisque cette enzyme contréle la réaction biochimique qui relie I'arginine et la
glutamine, deux acides aminés au carrefour de multiples voies métaboliques. Apres un bref
rappel sur la thermogeneése de régulation, nous nous attacherons a analyser les conséquences
de I'exposition au froid qui pourrait induire une régulation spécifique de I'OAT pour le maintien

de I’équilibre azoté.

IV.1 - Homéothermie et températures critiques

Lorsque la température ambiante dépasse une valeur appelée température critique supérieure
(TCs), les endothermes activent leurs mécanismes de thermolyse (pertes par évaporation,
vasodilatation périphérique, augmentation de la fréquence cardiaque et respiratoire...) pour
maintenir leur température corporelle constante (Fig. 17). A linverse, en deca d’une
température appelée température critique inférieure (TCi) les endothermes activent leur
métabolisme pour produire de la chaleur (thermogenese de régulation) et maintenir leur

température corporelle constante.
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Figure 17 : Relation entre le métabolisme, la
température corporelle et la température ambiante.
Tc = température corporelle, Ta = température
ambiante, Tci = température critique inférieure, TCs =
Température critique supérieure. (D'aprés Barré

U /

IV.2- Thermogeneése de régulation

Lorsque des endothermes se retrouvent confrontés a un stress froid, la premiere stratégie
adoptée est une stratégie comportementale. En effet, des mécanismes d’évitement du stress a
« faible colt énergétique », comme I'enfouissement, la posture en boule, la torpeur... ont été
observés. Si cette stratégie ne s’avere pas suffisante au maintien de I'"homéothermie, les
endothermes activent leur thermogenése de régulation. En réponse a une exposition aigué a un
stress froid, les endothermes activent leur thermogeneése de frisson. Si I'exposition au froid se

prolonge, on observe chez les rongeurs le développement d’'une thermogeneése sans frisson.

IV.2.1 - Thermogenése de frisson

Chez les endothermes, la thermogenése de régulation repose dans un premier temps sur la
thermogenése de frisson. Le frisson thermique, caractéristique d’une réponse aigiie au froid,
est déclenché et maintenu par des effecteurs nerveux : les motoneurones a qui interviennent
également dans la motricité volontaire. Ce sont les centres thermorégulateurs

hypothalamiques qui activent ces motoneurones a (Morrison et al. 2008). Il en résulte des
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contractions involontaires et asynchrones des fibres musculaires de muscles antagonistes sans
travail mécanique associé; la majorité de I’énergie convertie est libérée sous forme de

chaleur(IUPS Thermal Commission 2001 ; Stoner 1971 ; Beaudry & McClelland 2010).

'8 "y
| o

‘ Métabolisme

Ther-mogen'med;e frissol

Métabolisme de repos

A Frisson

‘ Recrutement du BAT
(taux d’'UCP1)

0 1 2 3

Semaines au froid

Figure 18 : Réponse métaboligque d'un rongeur a une exposition aigué
et chronique au froid. Lorsque [lanimal est placé dans un
environnement froid (5°C), son métabolisme de base augmente
d'environ 4 fois. Cette augmentation du métabolisme est d'abord due &
la thermogenése de frisson. Le recrutement progressif du tissu adipeux
brun (BAT) et I'activation de la thermogenése sans frisson se substitue
peu a peu a la thermogenése de frisson. D'aprés (Cannon & Nedergaard

Le frisson est variable dans son intensité et son efficacité thermogene, il est consommateur
d’énergie et préjudiciable pour la locomotion sur le long terme. Lorsque |’exposition au froid se

prolonge, la thermogenese sans frisson se met en place (Cannon & Nedergaard 2004).
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IV.2.2- Thermogeneése sans frisson (NST)

Apres plusieurs jours d’exposition au froid, la NST est le principal mécanisme thermogéne
utilisé pour lutter contre les pertes thermiques de I'animal. Ce mécanisme est caractérisé, chez
les rongeurs, par I'activation du tissu adipeux brun (BAT) (Fig.18). Localisé principalement dans
la région inter-scapulaire, entourant la colonne vertébrale (Fig. 19), le BAT est trés richement
vascularisé et fortement innervé par le systeme nerveux orthosympathique. Il est constitué
d’adipocytes bruns riches en mitochondries et en gouttelettes lipidiques (Fig. 19) (Smith &

Horwitz 1969).

Mitochondrie
Noyau
Goutelette n
lipidigue

Figure 19 : A : Localisation du tissu adipeux brun (BAT) chez le rongeur. Le Bat
est localisé 1) en masse bilobée inter-scapulaire, 2) sous les aisselles, 3) dans le
cou, 4} le long de I'aorte, 5)au contact desreins et 6) autourdu coeur,

B : Structure d’un adipocyte brun. L'adipocyte brun estriche en mitochondries
eten gouttelettes lipidiques. (D'aprés Portet 1983)

En réponse a une exposition prolongée au froid, le systéme nerveux sympathique libere de la
noradrénaline qui se fixe sur les récepteurs adrénergiques membranaires de type B3 présents a
la surface des adipocytes bruns (Fig. 20). Cette interaction ligand-récepteur active I'adénylate
cyclase qui, via une protéine G, catalyse I'hydrolyse de I’ATP en AMPc. L'AMPc a deux réles
importants dans l'adipocyte brun. En premier lieu, il active des facteurs de transcription
nucléaires pour permettre une expression accrue d’Ucpl. Cette augmentation de |'expression
d’Ucp1 est rapide et se produit en moins de 15 minutes (Bouillaud et al. 1984). Le second role
de I'AMPc est de stimuler la lipolyse des gouttelettes de triglycérides contenues dans
I'adipocyte. Cette augmentation de la lipolyse libére des acides gras qui sont oxydés au cours de

la B-oxydation et le cycle de Krebs pour fournir des coenzymes réduits (NADH, FADH2) a la
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chaine respiratoire mitochondriale (Himms-Hagen 1985 ; Cannon & Nedergaard 2004 ; Mozo et

al. 2005).

Glu

NUCLEUS

Figure 20 : Mécanisme d’activation de la thermogenese sans frisson dans le
tissu adipeux brun lors d’'une exposition au froid. PKA : proteine kinase, P3-AR :
B3 recepteurs adrénergiques, TG : triglyceride, UCP1 ;: UnCoupling Protein 1, AC :
Adénylate Cyclase. D'aprés (Mozo et al. 2005).

Suite a l'activation du BAT, la protéine mitochondriale UCP1, enchassée dans la membrane

\ interne pourrait agir comme un pore
( Espace inter-membranaire intramembranaire. Cette protéine permet
H i H H' . la fuite des protons vers la matrice intra

mitochondriale sans phosphorylation de

I’ADP (adénosine diphosphate) en ATP

(adénosine  triphosphate) par I'ATP-

Vv u i

U
H H H J H,0 spp  ATP synthétase. Pour tenter de maintenir un
H' a,

Matrice mitochondriale

gradient de concentration de protons

) . ) constant, I'activité de la chaine respiratoire
Figure 21 : Découplage de I'oxydation et de la

phosphorylation par la protéine découplante est trés fortement augmentée. Les protons
UCP1 lors d’'une exposition au froid. (D'aprés
\Muza et al. 2005) / entrent alors dans un cycle futile qui

aboutit a wune augmentation de Ia

production de chaleur. On parle de découplage des oxydations phosphorylantes dont la
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principale conséquence est de dissiper |'énergie des oxydations sous forme de chaleur au lieu
de la récupérer sous forme d’ATP (Fig. 21) (Himms-Hagen 1985 ; Cannon & Nedergaard 2004 ;
Cannon & Nedergaard 2011).

IV.3- Conséquences de I’exposition au froid

L’'ensemble de ces processus thermogenes est consommateur d’énergie et nécessite une
grande quantité de substrats énergétiques. Pour alimenter en substrats une thermogenése de
régulation élevée, les stocks énergétiques de I'organisme seront mobilisés, la synthese des
substrats énergétiques sera activée et la prise alimentaire sera augmentée en liaison avec une

modification de I’homéostasie hormonale.

IV.3.1- Augmentation de la prise alimentaire

Il est couramment admis qu’au cours d’une exposition au froid, un organisme modifie son
comportement alimentaire en développant une hyperphagie orientée principalement vers une
alimentation de type lipidique. Ce changement de comportement alimentaire a pour but
d’assurer un apport suffisant en substrats énergétiques nécessaires au maintien de

I’'homéostasie thermique.

Les études du comportement alimentaire de rongeurs exposés a des températures ambiantes
de 9°C a 4°C révelent que ces animaux doublent leur prise alimentaire par comparaison avec
des animaux témoins maintenus a thermoneutralité (Klain et al. 1963 ; Anderson et al. 1969 ;
Bing et al. 1998 ; Bauwens et al. 2011). Cette augmentation de I'ingéré ne s’accompagne pas
d’une augmentation de la masse corporelle des animaux puisque I'excédent alimentaire sera
principalement oxydé par les processus thermogénes. Comme l'aliment proposé aux animaux
exposés au froid est identique a celui donné aux animaux témoins, le doublement de la
consommation d’aliment au froid conduit a doubler I'apport protéique. Cette augmentation de
la quantité de protéines ingérées induit une perturbation de I’"homéostasie azotée que I'animal

va devoir gérer.

67



IV.3.2 - Modification du métabolisme

Les organismes vivants doivent adapter en permanence leur métabolisme a I'apport
nutritionnel car la quantité et la qualité des nutriments ne permettent pas toujours de
répondre aux besoins énergétiques. Le métabolisme des glucides, des lipides et des acides
aminés est augmenté au cours de I'exposition au froid pour permettre un apport accru de
cofacteurs réduits a la chaine mitochondriale dans le but d’augmenter son activité et la
production de chaleur. Il faut rappeler que les glucides et les lipides ne suivent pas les mémes
voies métaboliques : la glycolyse pour les glucides et la B-oxydation pour les lipides. Ces deux
voies n‘impliquent pas tout a fait les mémes cofacteurs dans les réactions d’oxydo-réduction :
principalement le NADH pour les réactions a partir des glucides et le NADH et le FADH, pour la

B-oxydation des lipides.

IV.3.2.1 - Métabolisme glucidique

Le foie est I'organe qui intervient principalement dans I’homéostasie glucidique, il peut
alternativement libérer du glucose dans la circulation sanguine ou en prélever et le stocker.
Cette balance entre utilisation et synthése du glucose est contrélée par une multitude de
facteurs dont I’environnement nutritionnel et hormonal de I'organisme et les concentrations en
substrats des différentes voies métaboliques (Hue 2001). Ainsi, lorsque la nourriture est en
exces, le foie stocke le glucose sous forme de glycogene et peut également le convertir en
acides gras par la voie de la lipogenése de novo (Hellerstein et al. 1996). Inversement, en
période de jeline, le foie peut produire du glucose pour maintenir la glycémie et approvisionner
les tissus extra-hépatiques. Ce glucose peut provenir de deux sources différentes : du glycogene
a la suite de sa dégradation par la glycogénolyse et de certains précurseurs non glucidiques qui
participent a la synthése de novo de glucose par la voie de la néoglucogenese. Le foie, le rein et
sans doute l'intestin sont les seuls tissus qui possedent I'équipement enzymatique
indispensable a cette néoglucogenéese (Croset et al. 2001). La contribution relative de la
néoglucogenése a la production hépatique de glucose est tres variable et dépend de la situation
physiologique de I'individu. Des données sont cependant disponibles en ce qui concerne la
contribution relative de la néoglucogenése intestinale chez le rat a jeun depuis 72 heures. Elles
montrent que cette néoglucogenese peut fournir plus de 40% de la totalité du glucose circulant
(Mithieux 2001). Il faut préciser aussi qu’a l'inverse de la glycolyse qui permet de générer 2 a 3

molécules d’ATP, la néoglucogenése est un processus consommateur d’énergie, puisque pas
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moins de 6 molécules d’ATP sont nécessaires a la synthése d’une seule molécule de glucose a

partir d’hydrate de carbone comme le pyruvate ou le lactate.

Lors d’une exposition au froid, de nombreux travaux montrent que le métabolisme glucidique
est modifié dans le but d’augmenter la disponibilité du glucose pour I'organisme. Par exemple,
I'utilisation du glucose par le tissu adipeux brun est augmentée de 21 fois chez des rats soumis
a une exposition au froid par rapport a celle des animaux contréles (22°C). La quantité de
GLUT4, le transporteur membranaire du glucose passe de 75 a 436 pmol/g d’extraits
membranaires de tissu adipeux brun chez des rats exposés 10 jours a 4°C (Greco-Perotto et al.
1987) et cette augmentation est corrélée avec une utilisation du glucose multipliée par un

facteur 4,5 (Greco-Perotto et al. 1987 ; Nikami et al. 1992).

In vitro, sur du foie isolé et perfusé de rat soumis a un stress thermique froid, la consommation
d’oxygene et la production de glucose sont augmentées légérement apres les 5 premiers jours
d’exposition au froid et retrouvent le niveau basal des animaux témoins aprés 20 jours
d’exposition continue au froid. La production de glucose a partir de lactate, de pyruvate et de
glycérol est augmentée de 20-30% au bout de 5 jours d’exposition au froid ce qui traduit la
stimulation de la néoglucogenese (Shiota et al. 1985). Ces mémes auteurs précisent d’ailleurs
gue la néoglucogenése présente une efficacité maximale le Sémejour de I'exposition au froid. En
revanche, la stimulation de la néoglucogenese par le glucagon n’est effective qu’a partir du

20°™ jour d’exposition au froid (Shiota et al. 1995).

In vivo, Nakagawa et Nagai (1971) ont montré qu’une courte exposition au froid (5°C) de rats
males Wistar entraine, 3 heures apres le début de I’exposition, une augmentation significative
de l'activité enzymatique de la phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPCK) dans le foie, une
enzyme clé de la néoglucogenése. Au contraire, I'activité des enzymes glycolytiques comme la
pyruvate kinase, lipogéniques comme I'enzyme malique et la glucose-6-phosphate

déshydrogénase diminue mais seulement 72 heures apreés le début de I'exposition au froid.

Ces résultats montrent l'intrication des voies métaboliques de la glycolyse et de Ia
néoglucogeneése pour maintenir un taux de glucose suffisamment élevé pour répondre a la
contrainte énergétique. D’ailleurs I'activation des enzymes néoglucogéniques se produit
également dans le muscle squelettique suggérant que la néoglucogenése musculaire pourrait
fournir le « carburant » nécessaire a I'activité de frisson, en réponse au froid (Nakagawa &

Nagai 1971).
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VI1.3.2.2 - Métabolisme lipidique

Lors de la thermogenése de frisson, la concentration sanguine et tissulaire en acides gras non
estérifiés est augmentée en liaison avec une forte stimulation de la lipolyse du tissu adipeux
blanc grace a I'activation de la lipase hormonosensible (Himms-Hagen 1972). Des le premier
jour d’exposition au froid, le taux de lipolyse dans le WAT est ainsi doublé (Uchida 1979). Les
acides gras fournis constituent des substrats privilégiés des processus thermogénes notamment
dans le BAT (Cannon et Nedergaard, 2004). Une activation de la lipolyse est également
détectée dans les adipocytes bruns, avec un triplement de la libération des acides gras non
estérifiés et du glycérol in vitro par les adipocytes provenant d’animaux exposés 15 jours a 4°C
comparativement aux cellules provenant d’animaux a thermoneutralité (Rabi et al. 1977). Cette

activation de la lipolyse du BAT interviendrait plus tardivement (Uchida 1979).

VI1.3.2.3 - Métabolisme protéique

A notre connaissance peu d’études se sont intéressées a I'effet d’une exposition au froid sur le
métabolisme des acides aminés. Pourtant, des études anciennes avaient déja mis en évidence
que l'excrétion azotée était fortement accrue chez des rats exposés au froid avec une
augmentation de I'excrétion d’urée, de créatine, de créatinine et d’acide urique (Mefferd et al.,
1958 ; Klein et Vaughan, 1963). Plus récemment, I'équipe de Lopez-Soriano a étudié les
conséquences d’'une exposition au froid sur le métabolisme des acides aminés dans le foie, le
WAT et le BAT de rats males Wistar. Une exposition des animaux pendant 12 heures a 4°C
provoque une augmentation du contenu protéique du WAT sans variation de son contenu en
eau ou en lipides. Cette modification est accompagnée d’une diminution de I'activité de la
glutamate déshydrogénase et de I'alanine transaminase. A l'inverse, I'activité de la glutamine
synthétase et de l'aspartate transaminase est presque doublée (Lopez-Soriano & Alemany
1986). Dans le BAT, une exposition chronique (15 jours) a 4°C modifie I'homéostasie intra-
tissulaire des acides aminés mais de maniere tres différente comparée a celle du WAT. Ainsi, la
concentration en glutamate est doublée, celles de la glutamine, de I'arginine, de la citrulline et
de l'ornithine sont diminuées de moitié. La concentration en proline n’est pas modifiée. Sur le
plan enzymatique, a I'inverse de ce qui se passe dans le WAT, une augmentation de I'activité de
la glutamate déshydrogénase et de I'alanine transaminase est observée, alors que l'activité

enzymatique de la glutamine synthétase est diminuée (Lépez-Soriano & Alemany 1987).
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L'activité de ces mémes enzymes augmente dans le foie des animaux exposés 4°C pour étre

doublée au bout de 15 jours (Lopez-Soriano & Alemany 1988).

Il est intéressant de noter que I'OAT est située au carrefour des différentes voix enzymatiques
modifiées dans le WAT, le BAT et le foie lors de I'exposition au froid. Curieusement cette
enzyme n’a jamais été étudiée. Pourtant, comme nous I'avons déja précisé, 'OAT est une

enzyme qui permet de synthétiser des acides aminés glucoformateurs a partir de I'ornithine.

IV.3.3 - Modification de I’lhoméostasie hormonale

Au cours d’une exposition au froid, la sécrétion de nombreuses hormones est modifiée. La mise
en place de cette nouvelle homéostasie hormonale a pour but d’activer le métabolisme de

I'individu et de faciliter sa survie. La plupart des études ont été réalisées chez le rat.

C’est ainsi qu’une forte libération d’adrénaline et de noradrénaline est décrite chez les rats
males soumis a une exposition au froid a 4°C (Bibbiani & Viola-Magni 1971). Dans les mémes
conditions expérimentales, d’autres auteurs rapportent une augmentation conséquente (x3) de
la concentration plasmatique en noradrénaline (Benedict et al. 1979). Une des conséquences
directes de cette augmentation est I'accroissement de 60% de la concentration sérique
d’hormones thyroidiennes T3 et T4 qui va se maintenir tout du long des 25 jours d’exposition
au stress thermique chez des rats males Wistar (Goglia et al. 1983). Cette augmentation de la
sécrétion des hormones thyroidiennes passe par une régulation hypothalamo-hypophysaire. En
réponse aux signaux noradrénergiques induits par I'exposition au froid, une augmentation de la
synthése et de la libération de TRH (Thyrotropin Releasing Hormone) par I'hypothalamus se
produit trés rapidement. Il en résulte une augmentation de la libération de TSH (Thyroid
Stimulating Hormone) hypophysaire qui va directement stimuler la sécrétion d’hormones par la
thyroide. Il a été estimé que la réponse hypophysaire a lieu en moins de 30 minutes apres une

exposition a 4°C chez le rat (Leppaluoto et al. 2005).

L’exposition au froid déclenche également une augmentation rapide, en moins d’'une heure, de
la sécrétion de glucagon, hormone hyperglycémiante dont on connait le role dans le
métabolisme des lipides et la néoglucogenése. Les concentrations plasmatiques restent élevées
pendant les deux premieres semaines d’exposition au froid (Kuroshima & Doi 1976 ; Kuroshima
et al. 1978 ; Seitz et al. 1981). A l'inverse, la concentration plasmatique d’insuline n’est pas

modifiée au cours d’une exposition a un stress thermique (Seitz et al. 1981). Enfin, la
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concentration plasmatique en testostérone de rats males exposés a un stress thermique de 4°C

est diminuée de 50% a 90% selon les études (Gomez & Dallman 2001 ; Andersen et al. 2004).

Les modifications de ’lhoméostasie hormonale ont été trés peu étudiées chez la souris exposée
a un stress thermique. Une étude montre cependant une diminution de la sécrétion de
testostérone et une augmentation de la sécrétion des glucocorticoides chez des souris

BALB/Clac et C57B5/6J exposées 5 semaines a 6°C (Moshkin et al. 1993).

Aux termes de cette introduction bibliographique, I"OAT apparait comme une enzyme
importante, au centre du carrefour métabolique entre arginine et glutamine, deux précurseurs
importants des différentes voies métaboliques qui assurent I’homéostasie azotée. L’OAT est
soumise a des mécanismes de régulation trées complexes et I'orientation de la réaction qu’elle
catalyse varie en fonction de I'organe considéré, de I'abondance des substrats et de I'activité
des autres enzymes métaboliquement liées. Sa régulation par les hormones et les apports
protéiques font de ’OAT un acteur potentiel de la gestion des flux inter-organes d’acides aminés
qui pourrait étre impliqué dans des situations de contraintes métaboliques. La bibliographie sur
le sujet reste trés fragmentaire surtout chez la souris, il semble pourtant d’un grand intérét
d’aller explorer les spécificités métaboliques de cette enzyme dans des conditions

physiologiques particuliéres.
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OBJECTIFS de nos travaux

L'objectif général de notre étude a été d’étudier I'implication potentielle de I"OAT dans des
situations de contraintes métaboliques fortes pour I'organisme. Notre revue bibliographique
montre que l'expression de I'OAT a été bien étudiée dans le foie, le rein et l'intestin chez
I’'homme et le rat et que les rares travaux consacrés a la souris mettent en évidence de grosses
différences avec le rat au niveau de la régulation de cette enzyme, empéchant toute
transposition rat/souris et soulignant le besoin d’investigations chez la souris, un animal de
référence en génétique. Nous avons donc choisi la souris comme modele d’étude et nos

travaux s’articulent autour de trois grands axes :
1/ Caractérisation de I’OAT chez la souris

Devant le manque d’informations disponibles chez la souris, nous avons d’abord mesuré les
parameétres cinétiques de I'OAT, recherché son expression et mesuré son activité dans divers

organes, chez le male et chez la femelle.
2/ Variation de I'activité OAT au cours du développement postnatal jusqu’a la puberté.

Nous nous sommes intéressés a la régulation de I'OAT au cours de la croissance postnatale des
souriceaux males et femelles. Cette période est caractérisée, en particulier chez I'animal « altricial »,
par un fort taux de croissance donc un besoin important d’acides aminés pour assurer une
synthése accrue de protéines. Nous nous sommes posé deux questions : dans ces conditions,
des variations d’activité OAT interviennent-elles pour maintenir 'homéostasie azotée au
moment du sevrage qui induit un changement majeur dans I'apport protéique ? Quelle est

I'influence des hormones sexuelles sur I'activité OAT au moment de la puberté ?

3/ Réponses de l'activité OAT a une exposition aigiie et chronique au froid chez les souris

adultes males

Nous nous sommes ensuite intéressés aux modifications de I'expression de I'OAT en réponse a
une exposition au froid, contrainte énergétique qui entraine une modification de ’lhoméostasie
hormonale. Les souris réagissent en augmentent fortement leur prise alimentaire et donc leur
apport azoté. Dans ce cas-la, peut-on observer des variations d’activité OAT pour réguler cet
exceés d’apport azoté ? Nous avons vu que le catabolisme de l'ornithine est a I'origine de

nombreux acides aminés (proline, glutamate, glutamine...) dits glucoformateurs, la dégradation
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de leur squelette carboné libérant I'un des composés suivants : a-cétoglutarate, oxaloacétate,
fumarate, succinyl-CoA et pyruvate qui entrent dans le métabolisme intermédiaire pour la
production de I'énergie et la néoglucogenese hépatique et rénale. Cette néoglucogenése
interviendrait pour une part notable dans I'approvisionnement de I'organisme en glucose. Des
variations d’activité OAT peuvent-elles contribuer a cette orientation métabolique ? Nous
avons ciblé notre étude sur les tissus qui sont potentiellement des sites de néoglucogenese
et/ou qui participent aux capacités thermogenes de I'animal (foie, rein, muscle squelettique,

BAT, WAT).
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Nous ne détaillons ici que les protocoles qui sont communs aux trois études. Les protocoles
expérimentaux spécifiques notamment en ce qui concerne les animaux sont précisés au début

de chaque étude.

| - Anesthésie et prélevement des organes

I.1 - Anesthésie des animaux

Les souris ont été anesthésiées par injection intra-péritonéale de 0,1 mL de pentobarbital
sodique / 30 g de MC (Nembutal 6%, Céva Santé Animale, Libourne, France) dilué au demi dans
du NaCl 0,9% pour les animaux adultes et dilué au quart dans du NaCl 0,9% pour les souriceaux.
Pour respecter les rythmes biologiques, toutes les souris ont été anesthésiées et prélevées
entre 8h00 et 10h00. Les animaux ont été soigneusement manipulés pour limiter le stress. La
réponse a un stimulus douloureux sur la patte ou la queue (pincement) a été utilisée pour

s’assurer de 'efficacité de I'anesthésie.
1.2 - Prélevement des tissus et organes

Les prélevements ont été réalisés a |'aide d’'une loupe binoculaire stéréoscopique (Stemi SV6,
Zeiss, Le Pecq, France) dont I'éclairage est assuré par une source de lumiére froide (Schott
KL750, France). Aprés avoir effectué une laparotomie, le sang a été directement prélevé dans
I'aorte et recueilli dans des tubes héparinés. Les organes suivants ont été rapidement prélevés:
le foie, les reins, les glandes surrénales, le tissu adipeux blanc, I'estomac, la rate, les testicules,
les glandes de Tyson, les ovaires, I'utérus, le cceur, les poumons, le thymus, les glandes sous-
maxillaires, le tissu adipeux brun, le cerveau, les quadriceps, les gastrocnémiens et les fémurs.
Compte tenu de la complexité anatomique du cerveau et de I'estomac, nous avons décidé de

les subdiviser.
4 ! )

Figure 22 : Schéma
anatomique du cerveau de
souris. Le cerveau a ete

Hémisphéres

Siriatum
conservé soit dans sa
globalité soit subdivisé en
quatre portions indiquées

par les lignes rouges.

Thalamus
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Le cerveau a été soit conservé dans sa globalité soit subdivisé en quatre portions. La premiere

portion est constituée des lobes olfactifs, la deuxieme, des hémisphéres cérébraux, du

thalamus, de I’hippocampe et du septum. La troisieme portion est composée du cervelet et du

mésencéphale, et la quatrieme portion ne comporte que le tronc cérébral. Dans un souci de

simplification, nous parlerons d’ « hémisphéres » et de « cervelet » pour les deuxieme et

sophage

Duodénum

Antre

Schéma anatomique de
I'estomac de souris. Lestomac est
compose de deux zones anatomiguement

distinctes séparées par une « ligne »
&blanche : le fundus et I'antre. &‘

Figure 23

(. a2l

troisieme portions (Fig. 22).

L'estomac a été prélevé et immergé
immédiatement dans une solution de NaCl
0,9% maintenue dans la glace fondante
(4°C) jusqu’a la fin de la dissection de la
souris. Ensuite, le fundus et I’antre ont été
disséqués, les restes de nourriture ont été
éliminés et les deux portions de I'estomac

ont été soigneusement rincées avec du

NaCl 0,9% (Fig. 23).

Etant donné la vaste
répartition des tissus
adipeux dans ['organis-
me, il est indispensable
de préciser les sites de
dépots qui ont été
prélevés (Fig. 24). Le tissu
adipeux brun (BAT) a été
collecté dans les régions
inter-scapulaire (iBAT) et
sous-scapulaire (sscBAT)

ainsi que le long de la :
rénale (rWAT),

Figure 24 : Localisation schématique des dépéts de tissus adipeux
brun (BAT) et blanc (WAT) chez la souris. En marron : BAT, en blanc:
WAT. Le WAT a été prélevé dans les zones : abdominale (aWAT), péri-
épididymale (eWAT), paramétriale (pWAT), péri-
colonne  vertébrale  (cBAT). Qarienne(oWAT) et sous-cutané (scWAT). (D’aprés Cinti 2005). /

pWAT
& et oWAT

Plusieurs dépots de tissu
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adipeux blanc (WAT) ont été prélevés et regroupés : le WAT épididymal (eWAT), le WAT péri-
ovarien (0WAT), le WAT abdominal (aWAT), le WAT péri-rénal (rWAT), le WAT paramétrial
(pPWAT) ainsi que le WAT sous-cutané (scWAT) (Figure 24).

Les organes entiers ou chacune des portions d’organe disséqués ont été immédiatement
congelés soit dans de l'azote liquide soit sur une plague métallique refroidie par de la

carboglace et ont été conservés a -80°C.

Il - Analyse des transcrits codant pour 'OAT

Il.1 - Extraction et dosage des ARN totaux

Les ARN totaux ont été extraits a partir d’organes entiers congelés ou d’échantillons d’environ
100 mg de foie, de quadriceps, de gastrocnémien, de poumon et de WAT congelés. Pour
augmenter 'efficacité de I'extraction des ARN, les organes et les échantillons ont été finement
coupés sur une plaque métallique, préalablement refroidie a -80°C, a I'aide d’une lame de
scalpel (Swann-Morton, Peynier, France). Les morceaux d’organes ont été immédiatement
plongés dans un tube Eppendorf qui contenait 700 uL de Trizol (Invitrogen, France) et maintenu
dans la glace fondante. Les tissus ont été broyés a température ambiante a I'aide d’un broyeur
a billes (TissueLyser LT, Qiagen) pendant 1 minute a 50 Hz. Toutes les étapes suivantes ont été
réalisées a 4°C. Les ARN totaux ont été solubilisés dans la phase aqueuse en ajoutant a
I"'hnomogénat 200 uL de chloroforme a 99%. Ce mélange a été agité au vortex (= 1000 tours/min)
puis centrifugé 15 minutes a 12.000 g. La phase aqueuse a été prélevée puis les ARN totaux ont
été précipités a froid en ajoutant 500 pL d’isopropanol puis en congelant les échantillons 1
heure a -80°C. Le culot d’ARN est obtenu aprés une étape de centrifugation de 15 minutes a
12.000 g. Ces culots sont rincés en ajoutant 700 pL d’éthanol a 70%, agités a I'aide d’un vortex
puis centrifugés 5 minutes a 7.500 g. Les culots d’ARN totaux ont été rincés une seconde fois
avec de I'éthanol 70%, puis séchés sous une lampe et remis en suspension dans un volume de
30 a 150 pL d’eau pure stérile en fonction de la taille du culot d’ARN obtenu. La concentration
et la pureté des ARN ont été mesurées a I'aide d’un nanodrop (Thermoscientific). Une solution

fille a 1 ug/ulL a été réalisée pour chaque échantillon.
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1.2 - Transcription inverse des ARN messagers (ARNm)

Cette étape consiste a synthétiser des ADNc a partir d’'une population d’ARNm. Pour étudier
I'expression de I'OAT par PCR semi-quantitative, un échantillon d’1 pg d’ARN totaux a été
ajouté a une solution composée de 1 pg de dNTP (10 mM), de 1 ug de polyT (10 mM) et de 10
puL d’eau pure, puis 'ensemble a été chauffé 5 min a 65°C dans un thermocycleur Thermo
Hybaid (Ashforf,UK). Cette étape déstabilise les structures secondaires, linéarise les ARN totaux
et fixe les polyT par complémentarité de séquence sur la queue polyA des ARNm. Une fois fixés,
les polyT serviront d’amorces et en s’hybridant sur les ARNm permettront |’élongation du brin
d’ADNc sous l'action de la transcriptase inverse MMLV (Moloney Murine Leukemia Virus
Reverse Transcriptase, MMLV-RT). Pour initier cette réaction, un mélange constitué de 200 U
de MMLV-RT, de 4 uL de tampon MMLV-RT 10X, de 2 uL de DTT (0,1M) et de 1 uL de RNAse
Inhibitor a été distribué dans chaque échantillon. Les échantillons ont alors été incubés 60 min
a 37°C dans le thermocycleur pour permettre la transcription inverse puis 15 min a 70°C pour

arréter la réaction en dénaturant I'enzyme.

Une RT plus spécifique a été nécessaire pour I'analyse de certains de nos échantillons par PCR
guantitative (QPCR). Nous avons alors utilisé le kit High Capacity RNA to cDNA Kit de Applied
Biosystems. Ce kit utilise également I'enzyme MMLV comme transcriptase inverse. Un mélange
de 2 pg d’ARN totaux (1pg/uL), de 7 uL d’eau RNAse free, de 10 pL de tampon de RT 2X et de 1
puL de RT Enzyme Mix 20X a été placé 60 minutes a 37°C puis 5 minutes a 95 °C dans un
thermocycleur (Thermo Hybaid, Ashforf, UK).

11.3 — Amorces

Pour la PCR semi-quantitative, les amorces ont été dessinées a I'aide du logiciel « Primer3 »

(http://frodo.wi.mit.edu/) sur la séquence de I'ARNm de I'OAT de Mus musculus

(NM_016978.2). Aprés vérification de leur spécificité, les séquences sens (5'-
TCCAGGATACCTGACAGGAGTT-3’) et anti-sens (5’-ATCTTGTCTGCATTCTCAGCAA-3’) ont été

retenues. La taille de 'amplicon attendu est de 330 paires de bases (pb).

Pour la gPCR avec sondes Tagman@©, les sondes et les amorces spécifiques de I'OAT ont été

choisies dans le catalogue proposé par Life Technologie.
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11.4 — Polymérisation des ADNc

L'amplification des ADNc par PCR a été réalisée a partir de 2 pL du produit de RT mélangés a 2,5
uL de PCR Buffer 10X, 0,75 uL de MgCl, (25 mM), 0,5 puL de dNTP (10 mM), 0,5 pL d’amorce sens
(15 uM), 0,5 pL d’amorce anti-sens (15 uM), 1 U de Taq DNA polymerase platinium (5 U/uL) et
19 pL d’eau pure stérile. L'enzyme a été activée en chauffant cette solution pendant 2 minutes
a 94°C. Chaque échantillon a été soumis a 28 cycles de PCR qui se compose chacun d’une phase
de dénaturation (45 secondes a 94°C), d’'une phase d’hybridation (30 secondes a 55°C) et d’'une
phase d’élongation (1 min a 72°C). Une phase d’élongation supplémentaire de 5 min a 72°C
termine le programme PCR. L’analyse des produits de PCR a été réalisée par électrophorese sur
gel d’agarose 2% qui contient 0,01% de bromure d’éthidium. Apres une migration pendant 30
minutes a 60 V (Thermo Hybaid), les bandes d’ADNc ont été visualisées sous ultraviolet et les
gels ont été photographiés a I'aide d’un systeme d’analyse d’image Kodak Digital Science™

caméra DC120.

1.5 - PCR quantitative avec sonde Tagman®©

11.5.1 - Principe

\ La gPCR avec sonde Tagman©

N *’_ﬁ * . repose sur [l'utilisation de
= 57 BN AmOrcs 550

Energy Transfert) ainsi que le
C
* @ principe du quenching.
[—

-0—_3’ o s fragments oligonucléotidiques
5 *_ @ == marqués en leurs extrémités
/ . Feaone 5’ et 3’ et sur le principe du
— s princip
¢y . s
) o e FRET (Fluorescence Resonance

°.. 3 La sonde Tagman®© utilisée en

‘-. =] gPCR, porte en son extrémité

Figure 25 : Principe de la gPCR avec sonde Tagman®©. A : hybridation 5’ un fluorophore donneur qui
de la sonde Tagman® entre les deux amorces. Suite a son excitation le

reporter transmet sa fluorescence au quencher mais celuici ne est un dérivé de la
fluoresce pas. B : élongation des amorces par la polymérase qui exerce

son activité 5’ nucléase sur la sonde. Le reporter libéré de l'effet fluorescéine, et en 3’ un quen-

quenching émet alors de la fluorescence. C : poursuite et fin de la

synthése des brins complémentaires. (D' aprés Livak ef al. 1995; Tse and cher qui est une molécule
Capeau 2003) /
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dérivée de la rhodamine. En raison de la faible distance séparant ces deux molécules, lorsque le
fluorophore est excité, I'énergie qu’il a absorbée est transmise par FRET au quencher. Le
guencher se retrouve ainsi dans un état excité, puis retourne a son état initial en dissipant
I’énergie accumulée sous forme de chaleur. Par le phénoméne de quenching la fluorescence de
la sonde s’éteint. Au cours du processus d’amplification, le systéme Tagman© utilise 'activité
exonucléase en 5 de I’ADN polymérase pour hydrolyser la sonde Tagman© (Holland et al.
1991). Le clivage de la sonde éloigne les deux molécules et libére le fluorophore de I'effet
quenching, ce qui restaure sa fluorescence. Ainsi, 'intensité de la fluorescence émise par les
fluorophores libérés est mesurée a chaque fin de cycle d’amplification et est proportionnelle au

nombre de brins d’ADNc amplifiés (Fig. 25).

1.5.2 - PCR avec sonde Tagman®©

Les ADNCc issus de la réaction de RT ont été dilués au 1/20 avec de I'eau RNAse free (Applied
Biosystems) et 2 uL de cette dilution ont été utilisés pour réaliser 'amplification par qPCR. Ces 2
puL d’ADNc dilués sont mélangés a 5 uL de « Tagman®© Fast Advenced Master Mix » (Applied
Biosystems) qui contient I’ADN polymérase « Hot start», 0,5 puL de « Tagman© Gene
Expression Master Mix » (Applied Biosystems) qui contient les amorces et la sonde Tagman®©,
et 2,5 uL d’eau RNAse free. Le mélange obtenu est déposé dans les puits d’une plague 96 puits
(Fast 96 Well Reaction Plate, Applied Biosystems), et chaque échantillon a été déposé en
double. La plaque a été celée avec un film optique (Micro Amp Optical Adhesive Film Kit,
Applied Biosystems), puis a été centrifugée 30 secondes a 800 g afin d’éviter toute bulle d’air
qui pourrait altérer la mesure de la fluorescence. Les conditions de temps, températures et le

nombre de cycles sont données dans le tableau 2.

La gPCR a été réalisée dans un thermocycler Applied Biosystems StepOnePlus Real-Time PCR
System et les données ont été recueillies et analysées a I'aide du logiciel StepOne™ Software

v.2.2.2.
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Temps et températures

Chacun des 40 cycles
Etape initiale

Cycle
Initiation Initiation | Dénaturation | Hybridation/ élongation
2 min 50°C | 20 sec 95°C 1sec95°C 20 sec 60°C

Tableau 2 : Paramétres (temps, températures) utilisés en PCR quantitative
avec sonde Tagman®©.

Ill - Dosage de lI'activité OAT

lll.1 - Préparation des échantillons

Les organes congelés ont été plongés dans un tampon d’extraction (0.33 M sucrose, 5 mM
HEPES, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 0.5% Triton X-100) dans les proportions de 1 mL de tampon /
100 mg d’organe (1/10, v/w) puis broyés (Ultra-turrax T25, VWR, France) a la vitesse maximale
de 24.000 tours/minute. A la suite d’une étude pilote, nous avons modifié I'extraction de I'OAT
du cerveau, des hémisphéres, du cervelet et du tronc cérébral en n’ajoutant qu’l mL de
tampon d’extraction / 200 mg d’organe (1/5, v/w). Tous les homogénats ont subi 3 cycles de
congélation (-80°C) / décongélation a température ambiante pour éclater les mitochondries et
libérer 'OAT. A la fin du second cycle de congélation/décongélation, les homogénats ont été
broyés une seconde fois a 'aide de 'ultra-turrax (24 000 tours/minute). Les homogénats ont
été centrifugés 15 minutes a 21.000 g a 4°C pour éliminer les débris membranaires et les

protéines insolubles. Les surnageants ont été prélevés et stockés a -80°C.

l1l.2 - Purification des mitochondries et de la fraction cytosolique

Les mitochondries et la fraction cytosolique ont été purifiées par centrifugation différentielle.
Apres avoir anesthésié les souris, les organes ont été prélevés et plongés dans du NaCl 0.9%
préalablement refroidi a 4°C dans la glace fondante. Dans la plupart des expériences, les
organes de plusieurs animaux ont été regroupés pour obtenir un culot de mitochondries
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suffisamment important pour doser I'activité OAT. Les mitochondries ont été extraites selon la
méthode décrite par Cain et Skilleter (1987) et Levillain et collaborateurs (2005b). Toutes les
étapes ont été réalisées a 4°C. Les organes ont été broyés doucement (60-80 cycles / minute)
dans 4 mL de tampon d’extraction (saccharose 0,25 M, Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,6) a
I'aide d’un potter (LSC homogenizer LH-4, Yamato) et d’un piston en téflon (Bellco Glass Inc,
Vineland, NJ, USA). Le broyat a été centrifugé 10 minutes a 600 g pour éliminer les débris
cellulaires et la fraction nucléaire (Fig. 26). Le surnageant (S1) a été récupéré et centrifugé 15
minutes a 11700 g. Le culot de mitochondries obtenu a été lavé 2 fois dans 2 mL de tampon
d’extraction et centrifugé 15 minutes a 11700 g (Fig. 26). Les culots de mitochondries ont été
congelés puis homogénéisés dans du tampon d’extraction comme décrit précédemment pour
les organes. Le surnageant (S2) a été centrifugé 60 minutes a 128.000 g a l'aide d’une ultra-
centrifugeuse (Optima TLA 100.2 Ultracentrifuge, Beckman) pour purifier la fraction cytosolique

(Fig. 26). Un échantillon de la fraction cytosolique a été congelée et conservée a -80°C.

- \

Potterisation dans du tampon d'extraction

10 minutes, 600g

élimination du surnageant

Re suspention du culat

15 minutes, 11.700g

Surnageant Culot
2ringages
1 heure, 128.000g 15 minutes, 11.700g

'

élimination du surnageant
Fraction cytosolique

climination du culot Culot de mitochondries

Conservation 3 -80°C Conservation a -B0'C

Figure 26 : Schéma du protocole de purification des
\mitnuhnndries et de la fraction cytosolique. /

83



l1l.3 - Dosage de I’activité OAT

111.3.1 - Principe

Le dosage de I'activité OAT repose sur la méthode décrite par Peraino et Pitot (1963) puis
modifiée par Strecker (1965) et Herzfeld et Knox (1968). En fonction de I'organe considéré, un
aliquot de 50 a 500 pL de surnageant a été prélevé et déposé dans un tube eppendorf de 1,5
ml. Du tampon d’extraction a été ajouté pour que le volume final soit de 500 ul. Le dosage de
I'activité enzymatique a été initié par I'ajout de 500 pL du tampon de réaction (75 mM KH,PO4 a
pH 8; 20 mM L-Ornithine; 0,45 mM de pyridoxal phosphate; 5 mM a-aminobenzaldehyde; 3,75
mM a-cétoglutarate). Chaque échantillon a été dosé en duplicate ou triplicate. Un controle de
réaction a été réalisé pour chaque échantillon en omettant I'a-cétoglutarate dans le tampon.
Les échantillons ont été incubés de 30 a 120 minutes dans un bain marie thermostaté a 37°C a
I’abri de la lumiere car cette réaction biochimique est photosensible. Sous I'action de I'OAT,
I'ornithine est métabolisée en pyrroline-5-carboxylate (P5C) qui réagit avec I'a-
aminobenzaldéhyde pour former un sel de dihydroquinazolinium qui est photosensible. La
réaction a été stoppée par I'ajout de 100 pL d’acide trichloroacétique a 40%. Aprées avoir été
agités a l'aide d’un vortex, les tubes sont placés dans un bac de glace. Les tubes ont été
centrifugés 3 minutes a 21 000 g a 4°C. Par contre, pour le BAT, cette étape de centrifugation
doit étre au moins égale a 30 min pour éliminer les « fines micelles lipidiques » qui perturbent
la lecture de I'absorbance au spectrophotomeétre. L’absorbance a été mesurée a 440 nm a I'aide

d’un spectrophotometre (Shimadzu UV-1800, Lyon).

111.3.2 - Dosage des protéines

La concentration des protéines solubles a été déterminée par la méthode de (Bradford 1976).
La gamme étalon a été réalisée a partir d’une solution d’albumine de sérum bovin (0-30 ug BSA
/ul). Chaque échantillon a été dosé en duplicate et I'absorbance a été mesurée par
spectrophotométrie a 595 nm (UV 1800, Shimadzu). La zone de linéarité de la gamme étalon a

permis de déterminer les concentrations de protéines pour chaque échantillon.

111.3.3 - Calcul de 'activité OAT

Pour déterminer la quantité de P5C produite par I'activité OAT dans chaque échantillon, nous
avons utilisé la Loi de Beer-Lambert (Abs=¢.l.[C]) en utilisant le coefficient d’extinction molaire

classiquement décrit dans la littérature pour le sel de dihydroquinazolinium (2710 cm™ M)
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(Herzfeld & Knox 1968 ; Ventura et al. 2010). Une molécule de P5C néoformée réagit avec une
molécule d’a-aminobenzaldéhyde pour former une molécule de sel de dihydroquinazolinium.
La concentration de sel de dihydroquinazolinium correspond a la concentration de P5C formé
au cours de la réaction catalysée par I'OAT et donc a la concentration d’ornithine qui a été
transaminée. En tenant compte de la concentration en protéines mesurée dans I’échantillon et
du temps d’incubation, I'activité OAT a été exprimée en Unité Internationale (IU) : nmol
P5C/mg de protéines solubles/minute. Enfin, pour tenir compte d'une possible variation de la
proportion de sang restant dans les organes prélevés, et donc de la concentration en protéines
sanguines impactant la concentration en protéines tissulaires, l'activité OAT a été aussi

exprimée par unité de masse fraiche d’organe (nmol P5C/mg de poids frais d’organe/minute).

l1l.4 - Détermination des parametres cinétiques de ’OAT

Afin de pouvoir déterminer les parametres cinétiques de I'OAT, nous avons d( mesurer des

vitesses initiales de réaction enzymatique pour différentes concentrations de substrat.
111.4.1 - Mesure des vitesses initiales de réaction de I'OAT

Dans un premier temps, nous avons déterminé la période durant laquelle la vitesse de la
réaction biochimique de I'OAT est constante et ce, pour chaque concentration d’ornithine
utilisée (0; 3,5; 5; 6; 7,5; 9; 10; 12,5; 15; 20 et 30 mM final). Une large gamme de
concentrations d’ornithine a été testée pour vérifier qu’aux faibles concentrations d’ornithine
les absorbances mesurées étaient fiables. Le protocole du dosage de I'activité OAT est
identique a celui qui a été décrit dans les expériences précédentes. Les échantillons d’enzyme
partiellement purifiée ont été incubés 20, 40 et 60 minutes a 37°C. Les dosages d’activité OAT
ont été réalisés en triplicate pour chaque point de la cinétique et pour chaque concentration
d’ornithine. Des « témoins négatifs » avec un tampon réactionnel dépourvu d’a-cétoglutarate

ont été réalisés pour chaque point de la cinétique et pour chaque concentration d’ornithine.

A partir des résultats obtenus, les concentrations finales d’ornithine qui ont été retenues pour
déterminer le Ky et la Vyay sont: 0; 5; 7,5; 10; 12,5; 15 et 20 mM. En fonction de |'organe
étudié, un aliquot de 50 a 500 uL de solution d’enzyme partiellement purifiée a été incubé 60

minutes a 37°C. Les dosages d’activité OAT ont été réalisés en duplicate.

Toutes les mesures d’activité OAT ont été effectuées a concentration fixe d’a-cétoglutarate

(3,75 mM final) et de pyridoxal phosphate (0,45 mM final) et a I’abri de la lumieére.
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111.4.2 - Détermination du Km et de la Vmax

Il existe plusieurs méthodes de détermination des parametres cinétiques de I'enzyme. Une
classiqguement utilisée, la représentation de Lineweaver-Burk, et une méthode réputée pour
étre plus précise par les biochimistes, la représentation d’Eisenthal Cornish-Bowden (Cornish-

Bowden and Eisenthal, 1974; Eisenthal and Cornish-Bowden, 1974)

111.4.3 - Représentation de Lineweaver-Burk

\ La représentation de Lineweaver-

p

]
5
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Figure 27 : Détermination des paramétres cinétiques d'une
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1

\ / des abscisses permet de

déterminer la valeur -1/Kn,.

111.4.4 - Représentation d’Eisenthal Cornish-Bowden

La représentation d’Eisenthal Cornish-Bowden est un peu plus compliquée a réaliser mais a
I"avantage de ne pas nécessiter de transformation mathéma-tique des résultats. Chaque valeur
de vitesse initiale déterminée expérimentalement est placée sur I’axe des ordonnées, et chaque
concen-tration en substrat utilisée lors du dosage est représentée sur I'axe des abscisses.
Chaque couple de valeur « vitesse initiale — concentration en substrat » permet de tracer une
droite (Fig. 28). En théorie, toutes les droites du graphique se croisent en un unique point
d’intersection dont les coordonnées correspondent aux valeurs de —K,, et de Vax de I'enzyme.
En réalité, si « n » concentrations de substrats ont été utilisées pour déterminer les parameétres
cinétiques de I'enzyme, les « n » droites de la représentation d’Einsenthal Cornish-Bowden se
coupent en n (n-1)/2 points d’intersections. Le point d’intersection médian des n(n-1)/2 points

d’intersection correspond aux valeurs de —K;,, et de Vay.
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Les valeurs obtenues avec les deux méthodes sont trés comparables et aucune différence
significative n’a été observée. Nous avons donc décidé de ne présenter que les résultats

obtenus avec la méthode d’Eisenthal Cornish-Bowden dans notre étude.

Foie Rein WAT BAT Muscle strié
lineweaver-Burck  2,49+0,21 543  2,97+0,15 6,02 4,25+0,11
fisenthal Cornish=— 5 oy, 017 541 2,36+0,08 5,72 4,24 £ 0,04

Bowden

Tableau 3 : Comparaison des valeurs de Ky, de I’OAT obtenues par les représentations de Lineweaver-
Burck et d’Eisenthal Cornish-Bowden dans quelques organes de souris males adultes.

IV - Statistiques

La normalité des distributions et I'homoscédasticité ont été testées respectivement avec le test
de Shapiro et le test F d’égalité des variances pour savoir si des tests statistiques paramétriques
peuvent étre appliqués. Lorsqu’un test paramétrique peut étre utilisé, la comparaison simple

de deux moyennes a été réalisée avec le Test t de Student non apparié unilatéral, et I'analyse
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de l'influence d’une variable explicative catégorielle sur plusieurs moyennes, i.e. la comparaison
multiple de moyennes, avec une ANOVA (ANalysis Of VAriance) complétée par le test de
Bonferroni/Dunnet pour la comparaison des moyennes deux a deux. Dans le cas olu un test non
paramétrique doit étre utilisé, les analyses ont été réalisées avec le test U de Mann-Whitney ou
le test de Kruskal-Wallis complété par un test U de Mann-Whitney. Tous les tests statistiques
ont été réalisés a I'aide du logiciel StatView 5.0 (SAS Institute Inc., USA) a I'exception du test de
Shapiro qui a été réalisé a l'aide d'un logiciel disponible sur internet

(http://dittami.gmxhome.de/shapiro/).
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ETUDE 1 : Cartographie de I’expression de I’OAT dans divers organes
et tissus de souris males et femelles, parametres cinétiques de
I’'enzyme.

| - Introduction

Comme nous I'avons déja précisé dans les rappels bibliographiques, I'expression de I'Oat a été
recherchée dans de nombreux organes chez le rat (Alonso & Rubio 1989; Herzfeld & Knox 1968;
Herzfeld & Raper 1976b; Herzfeld & Raper 1976a; Mezl & Knox 1977; Wong et al. 1981; Levillain
et al. 2005; Ravi Kumar et al. 2009), alors que trés peu de travaux concernent la souris. Les
guelques études existantes sont focalisées sur le foie, le rein et l'intestin, organes qui
présentent la plus forte activité OAT (Riby et al. 1990; Lim et al. 1998; Yu et al. 2003; Levillain et
al. 2005; Levillain et al. 2007; Ventura et al. 2009). Leurs résultats montrent une régulation de
I'OAT qui semble spécifique de I'espéce et qu’une transposition rat/souris ne peut étre
envisagée. Il nous a donc paru important de rechercher I'expression génique et I'activité de
I’OAT dans différents organes de souris males et femelles, la souris étant considérée comme un
animal de référence en génétique. Nous avons ensuite caractérisé cette enzyme d’un point de

vue biochimique par I'analyse de son inhibition et de ses parameétres cinétiques.

Il - Matériels et méthodes spécifiques de I’étude

II.1 - Animaux

Des souris adultes males (35-40 g masse corporelle (MC)) et femelles (30-32 g MC) Swiss OF1
(Janvier, Le Genest-saint-Isle, France) ont été hébergées dans notre animalerie dont la
température a été fixée a 25°C. L'éclairage de cette animalerie a fonctionné sur un cycle de 12
heures de lumiere et 12 heures d’obscurité avec un début d’éclairage a 6h00. Les animaux ont
disposé ad libitum d’une boisson (eau du robinet) et d’'une nourriture donnée sous forme de
biscuits (2018 Teklad Global, Harlan, Gannat, France). Les composants majoritaires de ces
biscuits sont: les glucides (76%), les protéines (18%), et les lipides (6%). La litiere est constituée
de copeaux de bois de résineux (SPPS, Vénissieux, France). Chaque semaine, la litiere a été

changée le mardi et le vendredi. L’humidité de la piece a été maintenue a 40% * 5%.
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1.2 - Anesthésie et préléevement des organes

Les souris ont été anesthésiées comme décrit précédemment et les organes suivants ont été
prélevés pour cette étude : les reins, le foie, les glandes surrénales, le tissu adipeux blanc,
I'estomac, la rate, les testicules, les glandes de Tyson, les ovaires, l'utérus, le cceur, les
poumons, le thymus, les glandes sous-maxillaires, le tissu adipeux brun, le cerveau, les
qguadriceps, les gastrocnémiens et les fémurs. Les organes entiers et chacune des portions
d’organe disséquées ont été immédiatement congelés et ont été conservés dans un

congélateur a -80°C.

I1.3 - Recherche de I'expression de I’Oat dans les organes de souris par RT-PCR

L'expression du géne de I'Oat a été recherchée par RT-PCR. Des amorces spécifiquement
définies sur le gene de souris [sens (5-TCCAGGATACCTGACAGGAGTT-3’) et anti-sens (5'-
ATCTTGTCTGCATTCTCAGCAA-3’)] ont permis d’amplifier un fragment de 330 paires de bases.

Les amplicons de chaque organe ont été analysés par électrophoreése.

11.4. Dosage de I'activité ornithine aminotransférase

Les échantillons ont été préparés comme décrit précédemment, et I'activité OAT a été dosée

selon la technique décrite dans le chapitre « Matériels et Méthodes » général.

1.4.1 - Détermination des conditions optimales du dosage de I'activité OAT pour chaque

organe et tissu

Les organes et tissus de 9 souris males et femelles ont été collectés. Un homogénat de chaque
organe a été centrifugé et 'activité OAT a été mesurée comme décrit précédemment sur un
surnageant provenant d’'un mélange du méme volume de chacun des 9 surnageants obtenus
par organe. Ce mélange permet de mesurer une activité moyenne de I'OAT par organe en
effacant les éventuelles différences inter-animal. Pour déterminer les conditions optimales du
dosage, I'activité OAT a été mesurée par période de 20 minutes pendant 80 minutes dans les
différents organes. Nous avons d( allonger cette période d’incubation a 120 minutes pour le
BAT interscapulaire (iBAT) dont I'activité était trop faible pour étre mesurée avec précision en

80 minutes.
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11.4.2 - Spécificité de la réaction catalysée par 'OAT

La spécificité de la réaction enzymatique catalysée par I'OAT a été vérifiée en incubant les
échantillons préparés dans le § 4.1. en présence d’un inhibiteur spécifique et irréversible de
I’OAT : la gabaculine (Jung & Seiler 1978). Les échantillons ont été préparés dans un volume
final de 490 pl de tampon d’extraction au lieu de 500 uL et 10 plL de gabaculine (10 mM) ont été
ajoutés soit avant le dosage de I'activité enzymatique (T = 0 min) soit 40 minutes aprés le début
du dosage de I'activité enzymatique (T = 40 min) dans tous les organes sauf pour le iBAT (T = 60

min).

11.4.3 - Etude de I'’expression différentielle de I’activité ornithine aminotransférase

L'expression différentielle de I'OAT dans les organes de souris males et femelles a été
déterminée chez 9 souris. L'activité OAT a été mesurée sur 50 pL du surnageant provenant des
homogénats du foie, des reins, des ovaires, de I'antre, du fundus, de I'utérus, des poumons, et
des glandes de Tyson, 100 pL du surnageant provenant des homogénats du cerveau, des
hémispheéres, du cervelet, du tronc cérébral, de la rate, des fémurs, du cceur, et des glandes
sous maxillaires, 150 uL du surnageant provenant des homogénats des iBAT et 200 uL du
surnageant issu de I'homogénat des testicules, du thymus, des quadriceps, des triceps suraux,
ou du WAT. Le temps d’incubation a été de 30 minutes pour le foie, 90 minutes pour I'iBAT et

de 60 minutes pour tous les autres organes.

11.4.4 - Détermination de I’activité ornithine aminotransférase mitochondriale (mtOAT) et

cytosolique (cOAT)

Les mitochondries et la fraction cytosolique ont été purifiées par centrifugation différentielle
comme décrit dans le chapitre « Matériels et méthodes » général. Pour réaliser ces
expériences, 4 a 12 souris males et 5 a 6 souris femelles ont été utilisées. Les activités mtOAT et
cOAT ont été déterminées sur des échantillons de 50 upL de la fraction soluble des
mitochondries et du cytosol. Les échantillons ont été incubés 60 minutes dans les conditions
décrites précédemment dans le § 4.2. La spécificité de la réaction enzymatique a été vérifiée en

ajoutant 10 plL de gabaculine (10 mM) avant le début de I'incubation.
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1.5 - Dosage des protéines

La concentration des protéines solubles a été déterminée par la méthode de Bradford (1976).
La gamme étalon a été réalisée a partir d’une solution d’albumine de sérum bovin (0-30 ug BSA
/uL). Chaque échantillon a été dosé en duplicate et I'absorbance a été mesurée par

spectrophotométrie a 595 nm (UV 1800, Shimadzu).

11.6 - Détermination des parametres cinétiques de I’OAT pour I'ornithine

Les parametres cinétiques de I'OAT pour l'ornithine ont été déterminés selon le protocole
décrit dans le chapitre « Matériels et méthodes » général. Les échantillons ont été incubés en
présence de 0; 5; 7,5; 10; 12,5; 15 et 20 mM finaux d’ornithine pendant 60 minutes a 37°C afin
de déterminer les vitesses de réactions initiales de I'enzyme pour chaque concentration
d’ornithine testée. Les parametres cinétiques ont été déterminés en utilisant les
représentations de Lineweaver-Burk et d’Eisenthal Cornish-Bowden et seuls les résultats

obtenus a partir de la représentation d’Eisenthal Cornish-Bowden ont été présentés.

11.7. Calculs et statistiques

L’activité OAT a été exprimée en Unité Internationale (U.l): nmol P5C / mg de protéines
solubles / minute (nmol P5C / mg prot / min) ou en nmol P5C/ mg de poids frais d’organe /

minute (nmol P5C / mg FW / min).

Les équations des droites de régression linéaires ainsi que les coefficients de détermination (R?)
ont été calculés avec le logiciel Microsoft Excel. Tous les tests statistiques ont été réalisés a
I'aide du logiciel StatView 5.0 (SAS Institute Inc., USA) a I’exception du test de Shapiro qui a été
réalisé a I'aide d’un logiciel disponible sur internet :

(http://dittami.gmxhome.de/shapiro/).
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Ill. Résultats

lll.1. Expression génique de I’OAT dans les organes de souris males et femelles

Nous avons d’abord recherché I'expression du gene de IOAT (Oat) dans un grand nombre
d’organes et de trissus de souris. La taille du fragment d’ADNc obtenu (330 pb) correspond a la
taille de I'amplicon défini par le choix des deux amorces. Nos résultats montrent que I'Oat a été
détecté dans tous les organes et tissus étudiés a I'exception du fémur (Fig. 29). Les reins et le
foie servent de controles positifs puisque I'expression de I'Oat dans ces organes a déja été
décrite dans la littérature. L’Oat est exprimé dans les différentes parties du cerveau, les tissus
adipeux, le cceur, les muscles squelettiques, I'estomac, le thymus, la rate, les poumons et les
organes sexuels. Bien que la RT-PCR semi quantitative ne donne qu’une évaluation
approximative de I'expression de I'Oat, nous distinguons nettement une variation de l'intensité
des bandes obtenues pour chaque organe (Fig29). Ces résultats nous conduisent donc a vérifier
si la présence du gene correspond vraiment a une activité OAT dans tous les organes de souris

males et femelles.

W,
Coeur
Féemur

Gastrocnemien
Fundus
Antre

Bulbe olfactif
Hémisphéres
Tronc cérébral
Quadriceps
Thymus

Rate

Poumon
Testicules

Figure 29 : Expression de I'Oaf dans les organes de souris méles et femelles. Vingt organes ont
été prélevés chez une souris mile et vingt et un organes chez une souris femelle. Les ARN totaux
ont été extraits au Trizol. L'expression de I'Oat a été analysée par RT-PCR. Aprés 28 cycles de PCR,
les ADNc ont été séparés par électrophorése sur gel d'agarose 2% et photographiés & I'aide du
systéme d'analyse d'image Kodak Digital Science™ caméra DC120.

N .

l11.2 - Activité OAT dans les organes de souris

111.2.1 — Mise au point du dosage de I'activité OAT

Le dosage de l'activité OAT est un dosage colorimétrique qui s’appuie sur la loi de Beer-
Lambert. Il est donc indispensable de déterminer les limites et les conditions optimales du
dosage enzymatique de I'OAT pour chaque organe qui exprime ce gene chez les souris males et
femelles. Les parametres volume de I"échantillon et temps d’incubation ont été analysés au

cours d’expériences pilotes.
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Le volume d’échantillon a incuber a été déterminé pour chaque organe de maniére a obtenir
une différence (A) d’absorbance (Absorbance échantillon — absorbance blanc) la plus élevée
possible. Ces volumes sont de 50 uL pour le foie, I'utérus, les ovaires, les poumons, les glandes
de Tyson, I'antre et le fundus, de 100 uL pour les reins, la rate, les glandes sous makxillaires, les
fémurs, le coeur, les hémispheéres, le cervelet, le bulbe rachidien et le cerveau et de 200 uL pour

les testicules, le thymus, le WAT, le BAT, les quadriceps et les gastrocnémiens.

Nous avons ensuite étudié la stabilité de la réaction catalysée par I'OAT en fonction du temps
d’incubation pour le volume d’échantillon déterminé. Pour chaque organe de souris male et
femelle, nos résultats montrent clairement que l'activité OAT augmente proportionnellement
et linéairement en fonction du temps d’incubation. Ce temps est d’au moins 80 min pour
I’ensemble des organes a I'exception du BAT (Fig. 30). Pour ce dernier, compte tenu de sa faible
activité OAT, le temps d’incubation a été prolongé jusqu’a 120 min et nous avons vérifié que
I'activité OAT du iBAT est proportionnelle au temps d’incubation pendant au moins ces 120
minutes (Fig. 30). Pour tous les organes, d’excellents coefficients de détermination (R?),

proches de 1 (R? > 0.99) ont été obtenus.

En fonction de I'activité OAT mesurée, les organes peuvent étre répartis en trois clusters. Le
premier cluster regroupe les organes dont la production de P5C en 80 min est supérieure a 1,0
umole P5C / mg protéines a savoir : les deux portions de I'estomac (antre et fundus), les
poumons, les glandes de Tyson, les glandes sous-makxillaire de femelle et les reins de femelle. Le
second cluster est composé d’organes dont la synthese de P5C est comprise entre 1,0 et 0,45
umole P5C / mg protéines / 80 min : le foie, le cceur, le fémur, les organes sexuels des femelles,
les glandes sous-maxillaire de male et les reins de male. Le dernier cluster regroupe les organes
dont I'activité OAT est inférieure a 0,45 pumole P5C / mg protéines / 80 min : les trois principales
parties du cerveau, les muscles squelettiques, les tissus adipeux brun et blanc, les testicules, le
thymus et la rate. De plus, nos résultats révelent une différence d’activité OAT entre les males
et les femelles pour un méme organe. Par exemple, I'activité OAT des reins, des glandes sous-
maxillaires, du foie, du thymus et du WAT des femelles est supérieure a celle mesurée dans les
mémes organes des males. A l'inverse, I'activité OAT du BAT et de I'antre des souris males est

supérieure a celle mesurée dans les mémes organes des femelles.

Nous nous sommes enfin assurés que la réaction biochimique étudiée était spécifiquement
catalysée par I'OAT. La spécificité de la réaction de transamination de I'ornithine par I'OAT a été
vérifiée par I'adjonction d’un inhibiteur, la gabaculine soit avant le début de la réaction
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enzymatique soit au milieu de I'étude cinétique de cette réaction. Lorsque 10 plL de gabaculine

(10 mM) sont ajoutés au milieu réactionnel avant le début de la réaction enzymatique, |'activité

OAT est inhibée en moyenne de 90,5 + 0,9% dans les organes de souris males et de 91,3 + 1,0%

dans ceux des femelles (Tableau 4). La gabaculine inhibe a plus de 98% I'activité OAT dans le

foie de souris males et femelles (98,4% et 98,5% respectivement) et c’est dans le BAT des souris

males et femelles qu’elle est la moins efficace (83%). L’ajout de gabaculine a 40 ou 60 min

inhibe la réaction en cours avec quasiment la méme efficacité.
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Figure 30 : Détermination du temps d’incubation pour le dosage de I'activité OAT dans les organes
de souris. Cercle : femelles, Carré : males. La gabaculine (100 uM final) a été ajoutée soit avant
I'incubation (TO, pointillés) soit au bout de 40 minutes (T40, tirets) ou bien de 60 minutes pour le BAT.
Les organes ont été collectés a partir de 9 souris. Pour chaque organe, la fraction soluble de 9 organes
a été mixée pour doser I'activité OAT. Chaque symbole correspond a la moyenne + SEM, n = 3
dosages. Les activités sont exprimées en umol P5C / mg protéines. Les coefficients de détermination
(R?) et de corrélation (r) ont été calculés a I’aide Microsoft Excel. La valeur de P a été déterminée dans
la Table des coefficients de corrélation. P < 0,01 dans tous les cas. A : Organes dont la production de
P5C est comprise entre 0,8 et 2 umol P5C / mg prot; B: Organes dont la production de P5C est
comprise entre 0,8 et 0,25 umol P5C / mg prot; C : Organes dont la production de P5C est inférieure a
0,25pumol P5C / mg prot.

98



Males Femelles

TO TO

Foie 98,4 98,5

Reins 90,3 97,7

Cerveau 92,9 92,8

« Hémispheres » 85,7 83,5

« Cervelet » 88,1 88,4

« Tronc cérébral » 91,6 90,0

BAT 83,0 83,0

WAT 91,3 90,3

Antre 87,9 92,6

Fundus 87,2 88,0

Rate 89,5 88,6

Coeur 87,6 87,9

Poumon 88,9 89,7

Thymus 89,4 90,7

Glandes sous- 97,1 97,8

makxillaires

Utérus 94,1

Ovaires 89,2
Testicules 86,1
Glande de Tyson 93,4

Quadriceps 94,8 97,6

Gastrochémien 97,2 96,9

Fémur 89,9 90,1

Moyenne 90,5 91,3

SEM 0,9 1,0

Tableau 4 : Inactivation de I’activité OAT par la gabaculine dans
les différents organes de souris. La gabaculine a été ajoutée soit
avant l'incubation de I’échantillon (T0), soit 40 minutes apres le
début de I'incubation (T40) ou bien 60 minutes apres le début de
I'incubation dans le cas duBAT.

11.2.2 - Interprétation des résultats

Les résultats de cette étude exprimés cette fois en U.l. (nmol P5C / mg prot / min) montrent
tres clairement que l'activité OAT varie tres fortement en fonction de I'organe et du sexe de
I’'animal (Fig. 31). Les activités OAT les plus importantes sont mesurées dans la glande de Tyson,
I'antre et le rein. Les activités OAT les plus faibles sont observées dans les 3 subdivisions du
cerveau, les tissus adipeux, les muscles striés squelettiques, le thymus et le testicule. Les autres
organes ont une activité OAT intermédiaire. Un dimorphisme sexuel de I’activité OAT est mis en
évidence dans 13 des organes étudiés (test t de Student; P < 0,05). L’activité OAT des souris
femelles est supérieure a celle des souris males dans le foie, le rein, la glande sous-makxillaire, le

poumon, la glande surrénale, le thymus, le WAT, le triceps sural et le quadriceps. A l'inverse,
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I'activité OAT des souris males est supérieure a celle des souris femelles dans I'antre, le cceur, le

fémur et le cerveau.

30 -

Activité OAT
(nmol PSC/ mg protf min)
o

F R GSsMm P A Fu O U S Ty Te Co Fe R O H (Ce TC Th WAT BAT G Q

Activité OAT
(nmol PSCf mg MFf min)

F R GSsSM P A Fu O u Sr Ty Te Co Fe R & H Ce TC Th WAT BAT G a

Figure 31 : Activité OAT dans les organes de souris males et femelles. Vingt-trois organes ont été
prélevés chez les souris méles et femelles. A : activité OAT exprimée en U.I (nmol P5C/ mg prot/
min). B : activité OAT exprimée en nmol P5C/ mg MF/ min. Selon I'organe, un volume de 50, 100,
150 ou 200uL de surnageant a été incubé a 37°C pendant 60 minutes a I'exception du foie (30
minutes) et du BAT (90 minutes). Foie (F), Rein (R), Glande sous-maxillaire (GSSM), Poumon (P),
Antre (A), Fundus (Fu), Ovaires (0), Utérus (U), Surrénales (Sr), Glande de Tyson (Ty), Testicule (Te),
Ceceur (Co), Fémur (Fe), Rate (Ra), Cerveau (Cv), Hémispheéres (H), Cervelet (Ce), Tronc Cérébral (TC),
Thymus(Th), Tissu adipeux blanc (WAT), Tissu adipeux brun (BAT), Gastrocnémien (G), Quadriceps
(Q). Bleu : males, rose : femelles. Moyenne + SEM, n=9 animaux par organe et par sexe sauf pour les
glandes de Tyson (n=8). Test t de Student non apparié unilatéral; males vs femelles; “P<0,05,
®P<0,005, °P<0,0001.

La concentration en protéines solubles d’un échantillon varie en fonction de I’'organe mais aussi

du sexe de I'animal (Tableau 5).
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Males Femelles P
BAT 4,89 £ 0,37 5,55+0,26 NS
WAT 1,25+ 0,06 1,39+0,08 NS
Cerveau 13,12 +0,35 13,04 +0,44 NS
Hémisphéres 10,15 + 0,07 10,37 0,11 NS
Cervelet 11,47 £ 0,12 11,45 +0,09 NS
Tronc cérébral 6,22 +0,12 6,95+0,18 0,0104
Coeur 6,13 +0,48 4,44 + 0,37 0,0243
Gastrocnémien 5,61+0,16 5,92 +0,17 NS
Quadriceps 6,30+0,27 5,97 +0,23 NS
Fémur 1,95+0,14 1,87+ 0,03 NS
Foie 12,26 +0,34 11,97 £ 0,35 NS
Antre 1,93+0,17 2,51+0,22 NS
Fundus 1,06 £0,12 1,08 +0,13 NS
Poumon 4,03+0,13 3,90+0,12 NS
Rate 5,97 £0,22 6,22 +0,13 NS
Rein 6,75+0,48 9,31+0,23 0,0005
Thymus 8,46 + 0,09 6,78 £ 0,07 0,0003
Glande surrénale 0,89 + 0,01 1,14 £ 0,02 < 0,0001
Glande sous-maxillaire 6,14 + 0,08 6,30+ 0,17 NS

Tableau 5 : Concentration des protéines solubles dans les organes de souris males et
femelles. Les concentrations en protéines solubles sont exprimées en mg / mL.
Moyenne £ SEM n=9 souris. Males vs femelles, test U de Mann-Whitney.

Lorsque les résultats sont exprimés en U.l., les différences de concentrations de protéines
solubles peuvent augmenter ou diminuer artificiellement I'activité OAT. Pour nous affranchir
des variations de concentrations en protéines solubles observées entre les différents organes,
les activités OAT ont été exprimées en nmol P5C / mg masse fraiche / min. Le rein et la glande
de Tyson ont toujours les activités OAT les plus fortes. En revanche, les activités OAT de I'antre,
du fundus, de la glande surrénale et du testicule sont plus faibles et le dimorphisme sexuel de
I'activité OAT est confirmé dans le foie, le rein, la glande sous-makxillaire, le poumon, la glande
surrénale, le fémur, le cerveau, le tronc cérébral, le WAT et les muscles striés squelettiques. A

I'inverse, plus aucun dimorphisme sexuel n’est observé dans I'antre, le coeur et le thymus.
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I11.2.3 — Activité OAT dans les fractions mitochondriales et cytosolique des organes de
souris males.

L'activité OAT mitochondriale (mOAT) difféere grandement entre les 14 organes étudiés (Fig.
32), ce qui nous a permis de regrouper ces organes en 5 clusters La glande de Tyson, qui
compose le premier cluster est I'organe qui a la plus forte activité mOAT. Le deuxiéme clsuter
est composé de la rate, du testicule, du thymus et du poumon qui ont une activité mOAT
comprise entre 60 et 80 U.l. Les organes qui composent le cluster Ill, a savoir, le cervelet, le
tronc cérébral, I'antre et la glande sous-maxillaire, ont une activité mOAT comprise entre 30 et
45 U.l. Le WAT, le fundus et 'hémisphére, composent le cluster Il et ont une activité mOAT
comprise entre 20 et 30 Ul. Enfin, le cluster V, regroupe le BAT et le foie, qui expriment une

faible activité mOAT (inférieure a 12 U.1.).

200 -

- B
-

100 -+

80 A

Activité OAT [nmol P5C / mg prot / min)

20 A

Ty P Th Te Ra GSSM A TC Ce H Fu WAT F BAT

Vv v 1l Il |

Figure 32 : Activité OAT dans la fraction mitochondriale (mOAT) et la fraction cytosolique (cOAT)
des principaux organes de souris males. Les mitochondries ont été isolées par centrifugation
différentielle dans le tissu adipeux brun (BAT), le foie (F), le tissu adipeux blanc total (WAT), le
fundus (Fu), 'hémisphere (H), le cervelet (Ce), le tronc cérébral (TC), I'antre (A), la glande sous-
maxillaire (GSSM), la rate (Ra), le testicule (Te), le thymus (Th), le poumon (P) et la glande de Tyson
(Ty). Orange : mitochondries, bleu : mitochondries + 10 uL gabaculine (10 mM), rouge : fraction
cytosolique, vert : fraction cytosolique + 10 pL gabaculine (10 mM). Moyenne * esm sauf pour le
thymus. Nombre d’expérience n = 2 pour Th; n = 3 pour Fu; n = 4 pour BAT, A, GSSM, Ra, Te, P et
Ty ; n =5 pour WAT, H, et Ce ; n =6 pour F. 1 a 4 animaux par expérience.
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Cette répartition des organes est quasiment similaire a celle établie précédemment en prenant
en compte lactivité OAT tissulaire sauf pour le foie qui présente une activité OAT
mitochondriale curieusement basse. Il faut noter que, pour chaque organe, I'activité mOAT est
bien supérieure a celle mesurée sur la globalité du tissu. Elle peut étre multipliée par 25 dans le
thymus par exemple. L'ajout de gabaculine au milieu de réaction inhibe fortement I’activité
mOAT (81,9% a 95,1% d’inhibition). Cependant, la réaction catalysée par I'OAT dans la fraction
mitochondriale du WAT, du fundus et du cerveau est plus faiblement inhibée (51,2% a 66,1%
d’inhibition). Comme nous nous y attendions, I'activité cOAT est tres faible en comparaison de
I'activité mOAT. En effet, elle ne représente que 1,1 a 7,3% de I'activité mOAT. Seuls les tissus
adipeux, le fundus et le cervelet ont une activité cOAT plus forte (10,8% a 32,4% de l'activité
mOAT). L'ajout de gabaculine au milieu de réaction inhibe plus ou moins efficacement |'activité

cOAT. En effet, I'activité cOAT est inhibée de 11,9% (tronc cérébral) a 90,4% (thymus).

l1l.3 - Détermination des parametres cinétiques de ’OAT

11.3.1 - Mesure de la constante d’affinité (K,,) de ’OAT pour I'ornithine dans les organes
de souris males et femelles

La constante de Michaelis (K.) qui représente I'affinité de I'OAT pour l'ornithine a été
déterminée dans les organes de souris males et femelles a I'aide de la représentation
d’Eisenthal Cornish-Bowden (Tableau 6). L’affinité de I'OAT pour l'ornithine varie non
seulement d’un organe a I'autre mais aussi en fonction du sexe. En effet, le BAT de souris males
est I'organe dont I'affinité de I’OAT pour I'ornithine est la plus faible (K, = 5,72 mM) et I'antre
de souris femelles est I'organe dont I’'OAT a la plus forte affinité pour I'ornithine (K., = 0,815).
Nos résultats mettent en évidence une différence significative d’affinité de I'OAT pour
I'ornithine entre les males et les femelles pour tous les organes a I'exception du cceur, du

guadriceps et de 'antre.
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Femelles \EN

Whitney
Moyenne SEM Moyenne SEM P
Foie 2,54 0,17 4,97 0,10 0,0495
Rein 3,98 N.D 4,82 N.D N.D
Cerveau 2,79 N.D 3,28 N.D N.D
Hémispheres 2,90 0,06 4,27 0,02 0,0495
Cervelet 1,24 0,05 3,36 0,06 0,0495
Tronc cérébral 4,16 N.D 4,21 N.D N.D
BAT 5,72 N.D 3,92 N.D N.D
WAT 2,36 0,08 5,49 0,04 0,0143
Coeur 5,12 0,02 5,17 0,01 NS
Gastrocnémien 4,58 0,02 2,65 0,04 0,0143
Quadriceps 4,24 0,04 4,22 0,29 0,0275
Fundus 4,38 N.D 3,54 N.D N.D
Antre 4,01 0,02 0,81 0,02 0,0495
Thymus 3,55 N.D 3,59 N.D N.D
Rate 2,57 0,01 4,55 0,01 0,0339
Poumon 5,52 0,02 5,17 0,06 0,0495
Fémur 1,96 0,03 3,77 0,01 0,0495
Glandes ss 2,36 0,01 4,97 0,02 0,0495
maxillaire
Glandes de 5,37 N.D N.A N.A N.A
Tyson
Testicules 5,36 0,15 N.A N.A N.A

Tableau 6: Détermination par la représentation d’Eisenthal Cornish-Bowden de la
constante d’affinité (K,) de OAT pour l'ornithine dans les organes de souris males et
femelles. Les valeurs de K, sont exprimées en mM d’ornithine. N=1 a 5 expériences. N.D:
non déterminé, N.A : non applicable. Les différences entre les males et les femelles ont été
testées a I'aide du test de Mann-Whitney, NS : non significatif.
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111.3.2 - Mesure de la vitesse maximale de réaction (Vmax) de 'OAT pour I'ornithine dans

les organes de souris males et femelles

La vitesse maximale de réaction (V) de I'OAT pour l'ornithine a été déterminée dans les
organes de souris males et femelles a I'aide de la représentation d’Eisenthal Cornish-Bowden
(Tableau 7). Les valeurs de vitesse maximale obtenues pour les différents organes sont
similaires aux valeurs de vitesse de réaction enzymatique mesurées et présentées dans la figure
31. Cependant, le dimorphisme sexuel des activités enzymatiques mesurées précédemment
n‘est pas automatiquement retrouvé lors de la détermination des vitesses maximales de
réaction. Ainsi, aucun dimorphisme sexuel n’est observé pour la V. dans le coeur ou le

gastrocnémien alors qu’une différence d’activité OAT était mesurée entre les sexes dans la

figure 31.

Femelles Mann-
Whitney
[3

Foie 7,03 0,05 10,00 0,08 0,0495
Rein 11,47 N.D 25,63 N.D N.D
Cerveau 3,31 N.D 2,94 N.D N.D
Hémispheres 3,75 0,03 3,79 0,04 N.S
Cervelet 4,26 0,06 4,26 0,04 N.S
Tronc cérébral 5,12 N.D 5,76 N.D N.D
BAT 2,08 N.D 2,11 N.D N.D

WAT 3,10 0,02 4,63 0,06 0,0143
Coeur 10,40 0,15 8,29 0,11 NS
Gastrocnémien 2,47 0,01 2,59 0,14 N.S

Quadriceps 2,33 0,01 2,80 0,11 0,0143
Fundus 12,53 N.D 11,64 N.D N.D

Antre 32,04 0,63 24,16 0,41 0,0495
Thymus 3,23 N.D 3,86 N.D N.D
Rate 15,76 8,35 7,19 0,06 N.S

Poumon 12,39 0,07 15,30 0,04 0,0495

Fémur 8,65 0,01 8,40 0,08 0,0495
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Glandes ss 14,50 0,15 14,50 0,15 0,0495

maxillaire

Glandes de 32,47 N.D N.A N.A N.A
Tyson

Testicules 4,99 0,08 N.A N.A N.A

Tableau 7 : Détermination par la représentation d’Eisenthal Cornish-Bowden de la vitesse maximale
de réaction (Vp.,) de ’OAT pour I'ornithine dans les organes de souris males et femelles. Les valeurs
de V. sont exprimées en nmol P5C/ mg protéines/ minute. n =1 a 5 expériences. N.D : non déterminé,

N.A : non applicable

IV — Discussion

Cette premiére étude a permis de confirmer le caractere ubiquitaire de I'"OAT et d’élargir la
cartographie de son expression a divers organes et tissus inexplorés chez la souris. C'est ainsi
gue nous avons détecté les ARNm codant pour 'OAT dans 22 organes et tissus de souris et
nous avons Vérifié qu’a cette expression génique correspondait bien une activité OAT
détectable. Cette activité est mitochondriale et inhibée par la gabaculine, inhibiteur spécifique
de I'OAT. Ces investigations menées de maniere simultanées chez les souris males et femelles
ont permis de montrer pour la premiére fois un dimorphisme sexuel de I'activité OAT dans 13

des organes étudiés.

Nous avons d’abord utilisé la RT-PCR pour identifier les organes qui expriment le géne de I'OAT.
Le faible nombre d’échantillons par organe et I'absence de gene de référence ne nous a pas
permis d’envisager une quantification de I'expression des ARNm codant pour I'OAT. Nous
pouvons néanmoins noter la variation des intensités des bandes obtenues sur le gel
d’électrophorese pour chaque organe. Un seul tissu est négatif, le fémur. Ces résultats sont en
accord avec ceux de Yu et al. 2003 qui ont exploré quelques organes chez la souris : le foie, le
rein, I'estomac, le thymus, le poumon, l'utérus et la glande de Tyson. Bien que l'intestin
posséde une forte activité OAT (Riby et al. 1990), il n’a pas été étudié dans ce travail. En effet,
nous nous sommes spécifiquement intéressés au catabolisme de ['‘ornithine, or, I"OAT
intestinale catalyse la réaction inverse, i.e., la synthese d’ornithine a partir du glutamate
(Windmueller & Spaeth 1974; Herzfeld & Raper 1976; Ross et al. 1978; Windmueller & Spaeth
1980; Jones 1985; Matsuzawa et al. 1994).
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Nous avons ensuite vérifié que I'expression du géne correspond bien a une activité OAT
mesurable dans tous les organes et tissus sélectionnés. Classiquement et de maniére
restrictive, I'activité OAT est étudiée dans le foie, le rein et 'intestin qui ont un role coopératif
et permettent une régulation du flux d’acides aminés d’origine intestinale vers les tissus
périphériques (Herzfeld & Knox 1968; Ross et al. 1978; Jones 1985; Levillain et al. 2000). Notre
étude, beaucoup plus large, montre que l'activité OAT détectée dans d’autres organes est
similaire a celle du rein et du foie (glandes sous-maxillaires, poumon, fundus) ou supérieure
(antre et glandes de Tyson). De plus, certains organes qui présentent une faible activité OAT
pourraient avoir un rbéle non négligeable dans le métabolisme des acides aminés si |'on
rapporte I'activité OAT a la masse totale du tissu. C'est ainsi que le muscle squelettique, le WAT
et le BAT dont l'activité OAT (par mg de protéines ou par mg de tissu) est relativement faible
pourraient au final contribuer de maniére non négligeable au catabolisme de I'ornithine et ceci
d’autant plus que ce sont des tissus qui peuvent s’hypertrophier dans certaines conditions

comme |"exposition au froid ou I'obésité.

Une grande variabilité des valeurs de I'activité OAT est observée en fonction des différents
organes de souris males et femelles. L’existence d’'un dimorphisme sexuel de I'activité OAT est
observée dans 13 des organes étudiés. Ainsi, d’'une maniére générale, les activités OAT
mesurées chez les souris femelles sont supérieures a celles détectées chez les souris males a
I’exception de celles qui ont été détectées dans I'antre, le coeur et le cerveau. Ce dimorphisme
avait été précédemment montré au niveau du rein (Levillain et al. 2005b, 2007) et du foie de
souris (Ventura et al. 2009) ou l'activité OAT peut étre deux a trois fois supérieure chez les
femelles comparativement aux males. Une régulation par les hormones sexuelles a été
recherchée et des différences apparaissent encore entre le rat et la souris. Les cestrogenes sont
connus pour réguler I'activité OAT rénale chez le rat (Herzfeld & Knox 1968; Wu 1979; Mueckler
& Pitot 1983; Mueckler et al. 1984) alors que chez la souris c’est la testostérone qui serait
impliqguée dans cette méme régulation (Manteuffel-Cymborowska et al. 1995; Levillain et al.
2005b). Se pose alors la question de la régulation de I'OAT dans les autres organes de souris ?

Nous testerons I’hypothese de la testostérone dans la suite de notre travail.

Comment expliquer un dimorphisme sexuel restreint a certains organes alors que selon la
littérature, 'OAT est codée par un seul et unique géne (Mitchell et al. 1988; O’Donnell et al.
1988; Ramesh et al. 1988; Ramesh et al. 1992) et que la testostérone régule négativement

I’expression de I'Oat au niveau transcriptionnel (Levillain et al.,, 2011) ? L’hypothese d’une
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régulation post-traductionnelle, probablement organe dépendante, nécessite de plus amples

investigations.

L'utilisation de la gabaculine a inhibé tres fortement I'activité enzymatique mesurée dans les
organes entiers ou dans les mitochondries isolées prouvant que la réaction enzymatique
mesurée est bien la réaction catalysée par I'OAT. Ces résultats sont en accord avec ceux
d’autres études qui montrent que I'activité OAT hépatique est inhibée in vitro de 90% par 10-12
UM de gabaculine (Alonso & Rubio 1989) ou par injection de gabaculine (50 mg/ kg) a des souris
(Jung & Seiler 1978). Comme Alonso et Rubio (1989), nous n’avons obtenu qu’une inhibition
partielle de 'activité OAT dans certains organes notamment le cerveau. Ces auteurs rapportent
méme qu’une augmentation de la concentration en gabaculine d’un facteur 30 est nécessaire
pour obtenir une inhibition similaire a celle obtenue dans les autres organes. Etonnamment,
une nouvelle forme d’OAT résistante au 5-fluoromethylornithine (5-FMQO), un autre inhibiteur
de I'OAT, et logiguement appelée « OAT 5FMO résistante» a été découverte dans certains
tissus de souris (Daune & Seiler 1988; Daune et al. 1988). Cette « OAT 5-FMO résistante »
montre, en fonction du tissu étudié, une plus ou moins grande capacité a étre inhibée par la
gabaculine (Daune et al. 1988; Alonso & Rubio 1989). L’existence d’une telle forme d’OAT dans
les différents organes de notre étude pourrait expliquer les variations du pourcentage

d’inhibition de I'activité OAT observées en présence de gabaculine.

Pour poursuivre la caractérisation de I'OAT dans les différents tissus, nous avons déterminé les
parameétres cinétiques de I'OAT dans chaque organe et pour chaque sexe. Les valeurs de Vax
obtenues dans les différents organes des souris males et femelles sont tres proches de la
vitesse de réaction que nous avons mesurée lors de la détermination de I'activité enzymatique
de I'OAT dans chaque organe, confirmant ainsi nos résultats précédents. Il semble que les Viax
de I'OAT mesurées chez les femelles soient souvent plus élevées que celles mesurées chez les
males. Nous avons aussi observé des différences de K, entre les organes et entre les souris
males et femelles, avec un K, généralement plus fort chez les souris femelles comparativement
aux souris males. Un K, élevé signifie que I'affinité de I'OAT des souris femelles pour I'ornithine
est plus faible que celle des males, mais cette affinité plus faible semble étre compensée par
une vitesse maximale de réaction plus grande. Une telle différence de K., entre les organes et
les sexes pourrait s’expliquer par une différence de concentrations en protéines OAT. En effet,
il a été montré dans le foie de rats (Boernke et al. 1981) que lorsque la concentration en

protéine OAT est augmentée, les diméres d’OAT composant la forme active de I'OAT s’agregent
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pour former des structures de taille plus importante, provoquant ainsi une augmentation du K,
de 'OAT i.e. une diminution de I'affinité de I'OAT pour I'ornithine. Des résultats semblables ont
été observés dans l'intestin et le foie de souris (Lim et al. 1998). Ce regroupement en plusieurs
dimeres d’OAT causerait une géne stérique limitant I'accessibilité au site catalytique et

expliquant ainsi la diminution de I'affinité de I'OAT pour I'ornithine.

En conclusion, cette étude préliminaire nous a permis de caractériser I’activité de I'OAT dans de
nombreux organes et tissus de souris dont certains pourraient jouer un réle encore insoupgonné
dans le catabolisme de I'ornithine. Elle nous a également permis de mettre en évidence un
dimorphisme sexuel de I'activité OAT dans tous les organes et tissus explorés sauf le cerveau, le
ceeur et I'antre. Ces résultats nous permettent d’envisager une étude plus fonctionnelle, sur une
série d’organes sélectionnés (foie, poumon, muscle squelettique, tissus adipeux blanc et brun,
cerveau et cceur). Nous étudierons I'ontogénése de I’activité OAT chez la souris en ciblant deux
facteurs qui pourrait potentiellement impacter le catabolisme de I'ornithine : 'apport protéique

induit par le sevrage et I'imprégnation hormonale de la puberté.
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Etude 2 : Expression de I’OAT au cours du développement postnatal
de la souris male et femelle

| - Introduction

La souris fait partie des animaux qui achevent leur maturation au cours du développement
postnatal, période critique ou l'organisme doit faire face a des contraintes métaboliques
(croissance, sevrage, puberté) qui I'obligent a réguler finement les flux inter-organes d’acides
aminés. Parmi les acides aminés, 'arginine et le L-ornithine, substrat de I'OAT, ont un role
essentiel dans de nombreuses voies métaboliques en tant que précurseurs de la L-proline, L-
glutamate, L-glutamine, L-citrulline, L’arginine est donc un acide aminé indispensable a la
croissance des animaux (Borman & Wood 1946; Milner et al. 1974). Pourtant, 'apport
d’arginine par le lait maternel est insuffisant pour couvrir les besoins des individus en pleine
croissance (Davis et al. 1993). L'OAT joue donc un role essentiel dans la gestion des stocks
d’arginine par sa capacité a synthétiser de I'ornithine au niveau intestinal ; ornithine qui, a son
tour, peut fournir de I'arginine via la citrulline et le cycle de I'urée, dans le foie puis dans le rein.
Ces caractéristiques sont largement illustrées par I'invalidation du gene codant pour I'Oat qui
entraine la mort des souriceaux rapidement apres leur naissance (Wang et al. 1995). L'apport
protéique est donc d’une importance majeure pour la régulation de I'activité OAT. Nous avons
donc analysé cette activité OAT en ciblant la période du sevrage des souriceaux et en mesurant

les conséquences d’un sevrage précoce.

Soumise a différents types de régulation notamment hormonale, I'expression de I'OAT varie de
facon espéce et tissu spécifique au cours du développement postnatal (Herzfeld & Knox 1968;
Rdihd & Kekomaki 1968; Herzfeld & Greengard 1969; Volpe et al. 1969; De Jonge et al. 1998;
Levillain et al. 2007). Dans la premiére étude nous avons montré I'existence d’un fort
dimorphisme sexuel de I'activité OAT dans un certain nombre d’organes et tissus vitaux des
souris adultes (foie, rein, poumon, muscle squelettique, tissus adipeux blanc et brun). Or, les
données bibliographiques montrent que les stéroides sexuels ont une action différente sur
I'activité OAT, selon I'espéce et I'organe considéré. Pour exemple, les cestrogénes régulent
positivement I'activité OAT dans le rein mais pas dans le foie de rat, (Herzfeld & Knox 1968;
Lyons & Pitot 1977; Mueckler & Pitot 1983; Mueckler et al. 1984; Levillain et al. 2004) alors que

chez la souris, la testostérone induit une diminution de I'activité OAT rénale (Levillain et al.
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2005) et n’a aucun effet sur 'activité OAT hépatique (Bulfield & Hall, 1981). Il nous a donc paru
important d’analyser I'apparition du dimorphisme sexuel dans les différents organes et tissus

murins et de vérifier le role de la testostérone dans la régulation de cette activité OAT.

L’objectif final étant de définir les facteurs qui modulent I'activité OAT dans chaque organe vital
et d’analyser ainsi la contribution de chaque organe a I'équilibre du flux azoté au cours de la

croissance postnatale.

Il. Matériels et méthodes spécifiques de I’étude

I1.1 - Animaux

Des souris males et femelles Swiss adultes aptes a la reproduction ont été achetées chez un
fournisseur (Janvier - Le Genest-Saint-Isle, France). Les souris ont été accouplées a raison d’un
male pour deux femelles dans une cage de dimensions 15 x 34 x 16 cm (I x L x h). Lorsque les
souris femelles ont présenté des signes de gestation, le male a été retiré et les femelles ont été
hébergées en cages individuelles. Le jour de la mise bas a été noté JO. Les souris males et
femelles ont été euthanasiées précisément 5, 10, 15, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 25, 27, 30, 35, 40 et
45 jours apres leur naissance. De 6 a 12 animaux ont été utilisés en fonction de la masse des
tissus afin d’obtenir 6 mesures par jour de la cinétique. Les souriceaux ont été sevrés 21 jours
aprés la naissance et les males ont été séparés des femelles. Pendant la période
d’accouplement les souris ont disposées ad libitum de boisson (eau du robinet) et d’aliment
présenté sous la forme de biscuits (2018 Teklad Global, Harlan, Gannat, France). Ces biscuits
sont composés majoritairement de protéines (18%), glucides (76%) et lipides (6%). Des les
premiers signes de gestation, lors du retrait du male, et jusqu’au moment du sevrage des
souriceaux, les femelles ont été nourris par un aliment enrichi en protéines [20% protéines
(SPPS, Safe, Vénissieux, France)] en raison des besoins accrus en protéines pendant la gestation
et I'allaitement (Beaton et al. 1954; Naismith & Morgan 1976; Millican et al. 1987). Aprés le

sevrage, les souriceaux ont disposé ad libitum de I'aliment 2018.

Pour étudier I'impact du sevrage sur l'expression de I'OAT, 18 souriceaux males et 18
souriceaux femelles ont été séparés précocement de leur mere a I'age de 18 jours. Les
souriceaux ont été sacrifiés 1, 2 ou 3 jours aprés le sevrage a raison de 6 animaux par point de

la cinétique d’étude.
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Pour étudier I'impact de la testostérone sur I'activité OAT, 8 souris males orchidectomisées
chirurgicalement ont été achetées chez le fournisseur (Janvier) et ont été sacrifiées 18 jours

apres leur opération.

Les souris ont été hébergées dans une animalerie dont la température a été fixée a 25°C pour
gue les animaux soient maintenus a une température ambiante proche de la thermoneutralité.
L’humidité de I'animalerie a été maintenue a 40 + 5% et |'éclairage a fonctionné sur un cycle de
12 heures de lumiere et 12 heures d’obscurité (début d’éclairage a 07h00). La litiere est
constituée de copeaux de bois de résineux (SPPS, Vénissieux, France) et a été changée 2 fois par

semaine.

1.2 - Anesthésie des animaux et prélevement des organes

Les animaux ont été anesthésiés comme décrit dans le chapitre « Matériels et méthodes »
général. Le sang ainsi que les organes suivants ont été prélevés : le foie, le coeur, les poumons,
le WAT, les muscles gastrocnémiens, quadriceps femoris et triceps brachiaux, le BAT, et le

cerveau. Les organes ont été immédiatement congelés et stockés a -80°C.

1.3 - Dosage de la concentration plasmatique de la corticostérone et de la

testostérone

La concentration plasmatique en corticostérone des souriceaux males et femelles a été
déterminée par RIA (radioimmunoassay) selon la technique décrite par Filipski et collaborateurs
(2002). 3 mL de diethyl éther ont été rajoutés a 5 uL de plasma, le résidu a été dissous dans 100
pL de tampon de réaction avant d’étre incubé avec un anticorps anti-corticostérone de souris

fait chez le lapin, et de la 1,2,6,7[>H]corticostérone.

La concentration plasmatique en testostérone des souriceaux males a été également mesurée

par RIA selon la technique décrite par Déchaud et al. (1989).

1.4 - Dosage de I’activité OAT

Les échantillons ont été préparés et I'activité OAT mesurée selon les techniques décrites dans le
chapitre « Matériels et méthodes» général et les mises au point établies dans la premiére

étude.
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1.5 - Dosage des protéines

La concentration des protéines a été déterminée par la méthode de Bradford (1976) décrite
précédemment. Une gamme étalon d’albumine de sérum bovin a été réalisée. Les dosages ont
été effectués en duplicate et les absorbances ont été mesurées au spectrophotometre a 595

nm.

11.6 - Calculs et statistiques

Les données ont été interprétées comme précédemment en utilisant les tests de Shapiro, F
d’égalité des variances, ANOVA complétée par un test de Bonferroni / Dunnett, t de Student,
Kruskal-Wallis ou U de Mann-Whitney. Les équations des droites de régression linéaire ont été

comparées a I'aide d’'une ANCOVA (ANalysis of COVAriance).

lll. Résultats

lll.L1 — Ontogénése de l'activité OAT dans les organes et tissus de souris qui

présentent un dimorphisme sexuel chez I’adulte

L'activité OAT a été mesurée dans le foie, le poumon, le muscle squelettique, les tissus adipeux
blanc et brun qui présentent un dimorphisme sexuel de I'activité OAT chez I'adulte. Nous avons
ajouté deux organes qui n’en présentent pas chez 'adulte : le coeur et le cerveau pour vérifier
I"'absence de dimorphisme sexuel méme en période pré-pubertaire et pubertaire. Les mesures
ont été effectuées selon une cinétique précise a 5, 10, 15, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 25, 27, 30, 35,
40 et 45 jours aprés la naissance du souriceau. Les résultats ont été analysés pour chaque

organe.

lll.1.1 - Le foie

L'activité OAT hépatique des souriceaux males et femelles varie en fonction de I'age et du sexe
(ANOVA 2, Fage = 67, Fsexe = 55, P <0,001), (Fig. 33). Elle augmente tres progressivement entre J5
et J25 et les valeurs sont tres similaires entre les males et les femelles. A partir de J22, I'activité

OAT augmente fortement, d’un facteur 2,5 chez les males et d’un facteur 3 chez les femelles
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(Bonferroni Dunnett, J22 vs J45, P < 0,0001). L'activité OAT des femelles reste constamment
supérieure a celle des males de J25 a J45 (Test t de Student, males vs femelles, P < 0,05 ou P <

0,005), illustrant la mise en place du dimorphisme sexuel de I'activité OAT dans le foie (Fig. 33).
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Figure 33 : Activité OAT hépatique au cours du développement postnatal des souriceaux males
et femelles. Bleu: males; rose: femelles; triangle vert: sevrage des animaux a 21 jours,
rectangle marron : mise en place de la sécrétion des hormones sexuelles. Les animaux ont été
euthanasiés de 5 a 45 jours aprés leur naissance. Les souriceaux ont été sevrés a 21 jours. Les
dosages de |'activité OAT ont été effectués a partir d’'un volume de 50uL d’homogénat centrifugé
et incubé 80 minutes a 37°C. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM, n = 6 a 13
souriceaux par jour et par sexe. Test t de Student, male vs femelle, * P < 0.05 et ** P < 0.005.

111.1.2 - Le poumon

L'activité  OAT pulmonaire des souris males et femelles augmente tout au long du
développement postnatal (Fig. 34). L’analyse statistique révele que cette augmentation est
linéaire (Régression linéaire ; Rmales = 0,855 ; Frales = 160 ; Rtemelies = 0,916 ; Fremelles = 308 ; P <
0,0001). Les équations des droites de régressions linéaires symbolisant I'augmentation de
I"activité OAT pulmonaire au cours du développement postnatal sont:Y = 6,612 + 0,145X pour
les males et Y = 5,695 + 0,189X pour les femelles. Les équations des droites de régression
linéaire sont significativement différentes I'une de I'autre (ANCOVA; F = 4,39 ; P < 0,02). Au
cours du développement postnatal, I'activité OAT pulmonaire des souris males augmente de
94% (6,74 + 0,17 vs 13,09 * 0,47 nmol P5C / mg prot / min ; Mann-Whitney ; P < 0,003), et celle
des souris femelles augmente de 104% (7,18 + 0,44 vs 14,63 + 0,23 nmol P5C / mg prot / min) ;
Mann-Whitney ; P < 0,003). Enfin, I'activité OAT des souris femelles a J45 est significativement

supérieure a celle des males (Mann-Whitney ; P < 0,02).
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Figure 34 : Activité OAT mesurée dans le poumon des souriceaux males et femelles au cours du
développement postnatal. Bleu : males, rose : femelles, triangle vert : sevrage des animaux a 21
jours, rectangle marron : mise en place de la sécrétion des hormones sexuelles. Les animaux ont
été sacrifiés de 5 a 45 jours aprés leur naissance. Les animaux sont sevrés a 21 jours et ont
disposés ad libitum d’eau du robinet et de biscuits secs (2018 Teklad Global, Harlan, Gannat,
France). Les dosages de I'activité OAT ont été effectués a partir d’un volume de 50uL d’homogénat
centrifugé incubé 80 minutes a 37°C. Moyenne + SEM, n = 6 a 7 souriceaux par jour et par sexe.
Mann-Whitney ; males vs femelles ; * P <0,02.

111.1.3 - Le coeur

L’activité OAT reste stable dans le coeur tout au long des 45 jours de croissance postnatale.
Aucune différence significative n’a été observée entre les males et les femelles (Fig. 35).
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Figure 35 : Activité OAT mesurée dans le coeur des souriceaux males et femelles au cours du
développement postnatal. Bleu : males, rose : femelles, triangle vert : sevrage des animaux a 21
jours, rectangle marron : mise en place de la sécrétion des hormones sexuelles. Les dosages de
I'activité OAT ont été effectués a partir d’'un volume de 100uL d’homogénat centrifugé et incubé
80 minutes a 37°C. Moyenne + SEM, n =6 a 12 souriceaux par jour et par sexe.
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111.1.4 - Le tissu adipeux blanc (WAT)

De J5 a J27, les activités OAT moyennes mesurées dans le WAT des souris méles et femelles
sont quasiment constantes et similaires (moyennes des 6 premieres valeurs, males vs femelles :
8,85+ 0,12 vs 8,73 + 0,23 nmol P5C / mg prot / min), (Fig. 36). A partir de J27, date d’apparition
des hormones sexuelles, 'activité OAT diminue régulierement et de maniere significative
(ANOVA 2 ; Feexe =47 ; Fsge = 123 ; P < 0,0001) aussi bien chez les males que chez les femelles
(ANOVA 1; Frates = 74 ; Fremelles = 53 ; P < 0,0001), (Fig. 36). Les valeurs mesurées chez les males
sont toutefois toujours inférieures a celles mesurées chez les femelles (test t de Student; P <
0,003) et la diminution est plus importante chez les males [diminution de 66% (9,20 + 0,33 vs
3,11 + 0,31 nmol P5C / mg prot / min; Bonferroni / Dunnet ; P < 0,0001) chez les males, et de
54% (9,17 + 0,23 vs 4,19 * 0,32 nmol P5C / mg prot / min; Bonferroni / Dunnet ; P < 0,0001)
chez les femelles]. Le dimorphisme sexuel de I'activité OAT est ainsi confirmé dans le WAT ; a

145, I'activité OAT des souris femelles est 1,34 fois supérieure a celle des souris males (Fig. 36).
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Figure 36 : Activité OAT mesurée dans le WAT des souriceaux males et femelles au cours du
développement postnatal. Bleu : males, rose : femelles, triangle vert : sevrage des animaux a 21
jours, rectangle marron : mise en place de la sécrétion des hormones sexuelles. Les dosages de
I'activité OAT ont été effectués a partir d’'un volume de 200uL d’homogénat centrifugé et incubé 80
minutes a 37°C. Moyenne + SEM, n = 6 a 12 souriceaux par jour et par sexe. Test de Bonferroni /
Dunnett ;J27 vs J45 ; *P < 0,0001. Test t de Student ; males vs femelles ; *P < 0,003.

111.1.5 - Le tissu adipeux brun (BAT)

Contrairement a I'activité OAT du tissu adipeux blanc, I'activité OAT du tissu adipeux brun reste
stable pendant la période postnatale et ne présente pas de variation significative entre les

males et les femelles (Fig. 37).
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Figure 37 : Activité OAT mesurée dans le BAT des souriceaux males et femelles au cours
du développement postnatal. Bleu: males, rose : femelles, triangle vert: sevrage des
animaux a 21 jours, rectangle marron: mise en place de la sécrétion des hormones
sexuelles. Les dosages de I'activité OAT ont été effectués a partir d’un volume de 150 plL
d’homogénat centrifugé et incubé 80 minutes a 37°C. Moyenne + SEM, n =6 a 12
souriceaux par jour et par sexe.

L'importance des SEM pour chaque point de mesure pourrait expliquer I'absence d’apparition

du dimorphisme sexuel pourtant observé chez I’adulte dans la premiere étude.

111.1.6 - Le tissu musculaire squelettique
I11.1.6.1 - Le quadriceps

Chez les souris males et femelles, I'activité OAT augmente a partir de J5 et atteint un pic a J20
(males : +107%, femelles : +112%). De J20 a J45, I'activité OAT du quadriceps des males et des
femelles diminue. Chez les souris males, I'activité OAT diminue de 63% (5,13 + 0,19 vs 1,88
+0,07 nmol P5C / mg prot / min). Chez les souris femelles, I'activité OAT diminue de 54% (4,49
0,17 vs 2,08 £ 0,07 nmol P5C / mg prot / min). Il semble que cette diminution se fasse en deux
temps avec un léger décalage de 3 jours chez le male. Il est ainsi possible de définir 2 phases de
diminution de I'activité OAT pour chaque sexe : chez le male, une diminution brutale de J20 a
J30 est suivie par une diminution plus progressive de J30 a J45; chez la femelle, la phase de
diminution brutale s’arréte a J27 et laisse la place a une diminution plus progressive, les valeurs
de l'activité OAT a chaque point (J30, 35, 40, 45) restant toujours plus élevées que celles des

males (Mann-Whitney ; P < 0,05) (Fig. 38).
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Figure 38 : Activité OAT mesurée dans le quadriceps des souriceaux males et femelles au cours du
développement postnatal. Bleu : méles, rose : femelles, triangle vert : sevrage des animaux a 21 jours,
rectangle marron : mise en place de la sécrétion des hormones sexuelles. Les dosages de I'activité OAT
ont été effectués a partir d’'un volume de 200uL d’homogénat centrifugé incubé 80 minutes a 37°C.
Moyenne + SEM, n = 6 souriceaux par jour et par sexe. Test U de Mann-Whitney ; males vs femelles ;
*P < 0,0035.

I11.1.6.2 - Le muscle gastrocnémien

L’activité OAT du gastrocnémien des souris males et femelles au cours du développement
postnatal suit le méme profil de variation que celui observé pour le quadriceps (Fig. 39). De J5 a
J20, I'activité OAT des souris males et femelles augmente fortement et atteint son pic.
L'augmentation est de 75,2% pour les souris males et de 117,2% pour les souris femelles.
Comme pour le quadriceps, I'activité OAT diminue de J20 a J45 [de 72% (6,71 £ 0,18 vs 1,89 +
0,08 nmol P5C / mg prot / min) chez les méles et de 67% (7,04 + 0,19 vs 2,31 + 0,07 nmol P5C/
mg prot / min) chez les femelles]. Cette diminution se produit également en deux phases mais
de maniere coordonnée pour les deux sexes : une phase de diminution brutale de J20 a J30,
superposable male/femelle, puis une phase de diminution trés progressive durant laquelle les
valeurs mesurées chez les femelles sont toujours supérieures a celles mesurées chez les males

(Mann-Whitney ; P <0,02).
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Figure 39 : Activité OAT mesurée dans le gastrocnémien des souriceaux males et femelles au cours du
développement postnatal. Bleu : males, rose : femelles, triangle vert : sevrage des animaux a 21 jours,
rectangle marron : mise en place de la sécrétion des hormones sexuelles. Les dosages de |'activité OAT
ont été effectués a partir d’'un volume de 200uL d’homogénat centrifugé et incubé 80 minutes a 37°C.
Moyenne + SEM, n = 6 souriceaux par jour et par sexe. Test U de Mann-Whitney ; méles vs femelles ; *P

<0,03.

111.1.7 - Le cerveau

Nous n’avons pas observé de dimorphisme sexuel de I'activité OAT dans le cerveau des souris

adultes. Il nous a néanmoins semblé intéressant d’explorer I'OAT cérébral au cours de la
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période post natale, en fonction des deux
conditions qui peuvent étre critiques pour
cette enzyme : le sevrage et la puberté.

Les résultats montrent que I'activité OAT
fluctue faiblement dans les trois parties du

cerveau (hémispheres, cervelet, tronc

cérébral) aussi bien chez les males que chez

les femelles mais aucune différence

significative n’a été observée.

Figure 40: Activité OAT mesurée dans les
hémispheres, le cervelet et le tronc cérébral des
souriceaux males et femelles au cours du
développement postnatal. Bleu: males, rose:
femelles, A : hémisphéres, B : cervelet, C: tronc
cérébral. Les dosages de l'activité OAT ont été
effectués a partir d’un volume de 100uL
d’homogénat centrifugé et incubé 80 minutes a
37°C. Moyenne = SEM, n = 4 a 8 souriceaux par
jour et par sexe.
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111.1.8 — Contribution des différents organes au catabolisme de I'ornithine

Etant donné les variations de I'activité OAT constatées pour chaque organe ou tissu, il nous a
paru intéressant de rapporter I'activité OAT mesurée/mg de protéines au poids total de
I’organe ou tissu pour évaluer la contribution de chaque organe ou tissu au catabolisme global
de I'ornithine. Nous avons choisi, le stade 20 jours ou les animaux n’ont pas encore subi les
conséquences ni du sevrage, ni de la puberté, et le stade 45 jours qui correspond a un animal

adulte.

Nous avons réalisé une estimation de |'activité OAT totale pour les 10 organes étudiés. Nous
avons les données pondérales précises pour chaque organe et pour les tissus qui ont une
répartition diffuse comme le tissu adipeux et le tissu musculaire nous avons ajusté leur masse
avec les données de notre fournisseur d’animaux selon lesquelles a chaque age correspond une
masse musculaire ou adipeuse. Nous obtenons une activité OAT de 3445 nmol P5C / min chez
les souris femelles adultes, et de seulement 2708 nmol P5C / min chez les souris males adultes.
Chez les femelles, le foie est I'organe qui contribue le plus au catabolisme de I'ornithine (37%
de la production de P5C), suivi de peu par les muscles et les reins dont la contribution s’éléve
respectivement a 30% et 22%. La contribution des autres organes est relativement faible (4,3 a

0,2%) (Fig. 41A).
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Figure 41 : Activité OAT totale dans les organes de souris males et femelles adultes et agées de 20
jours. Les activités ont été calculées dans les deux reins (R), le foie (F), les muscles (données
déterminées a partir du gastrocnémien, du quadriceps et du biceps surae) (M), des poumons (P), du
cceur (Co), du WAT (W), du BAT (B), des hémispheres (H), du cervelet (Ce) et du tronc cérébral (Tc). A:
souris adultes, B: souris agées de 20 jours. Bleu: male, Rose: femelles. Les résultats sont exprimés en
mouenne = SEM, n = 6 a 9 souris. Les différences statistiques ont été testées a I'aide du test U de
Mann-Whitney. Male vs femelle: * P < 0,05 and ** P < 0,002
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Chez les souris males adultes, le foie et les muscles contribuent de fagcon équivalente au
catabolisme totale de I'ornithine (39%). Les autres organes, y compris les reins participent peu

a la production totale de P5C (10 a 0,3%) (Fig. 41A).

Au cours du développement postnatal (a I'age de 20 jours) ce sont les muscles squelettiques
dont 'activité OAT totale est la plus forte et représente 50% de la production globale de P5C. La
contribution du foie et du rein (25% et 9% respectivement) est plus faible que chez 'adulte

alors que celle des autres organes est quasiment nulle (Fig. 41B).

l1l.2 - Effet du sevrage précoce des souriceaux sur l’activité OAT hépatique et

musculaire.

Parmi les organes étudiés précédemment le foie et le muscle squelettique montrent une
augmentation notable de I'activité OAT a J21, au moment du sevrage. Le sevrage consiste pour
les souriceaux au passage d’une alimentation liquide de type lactée contenant environ 6-10%
de protéines (Barnett & Dickson 1984; Johnson et al. 2001; Yajima et al. 2006) a une
alimentation solide composée principalement de glucides (76%), de lipides (6%) et de protéines
(18%). Nous avons donc mis en place un sevrage précoce a 18 jours pour une série de
souriceaux males et femelles (6 par points de 18 a 27 jours), pour vérifier I'effet potentiel du
changement d’apport protéique sur I'activité OAT du foie et de trois muscles squelettiques
(quadriceps femoris, gastrocnémien et triceps brachial). Nous avons vérifié que les animaux
étaient capables de se nourrir malgré la précocité du sevrage et que I’évolution de leur poids

correspondait a ceux des animaux témoins.

111.2.1 - Le foie

Le sevrage anticipé a 18 jours ne produit pas d’effet majeur sur 'activité OAT hépatique chez

les souriceaux males et femelles (Fig. 42 A,B).
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Figure 42 : Effet du sevrage anticipé sur I'activité OAT hépatique des souris males et femelles au
cours du développement postnatal. A: males, B: femelles, ligne pleine: souriceaux sevrés a 21 jours,
ligne en pointillé: souriceaux sevrés de facon anticipée a 18 jours. Triangle vert: sevrage a 21 jours,
triangle rouge: sevrage anticipé (18 jours). Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM, n = 6.

111.2.2 — Le muscle squelettique

Contrairement a ce qui se passe dans le foie, I'activité OAT est fortement perturbée par un
sevrage précoce dans les muscles squelettiques (Fig. 43). Le profil de perturbation est
sensiblement identique pour les trois muscles étudiés. La courbe ascendante qui conduit au pic
d’activité maximale a 20 jours chez les animaux témoins est interrompue au 19°™ jour chez les
animaux sevrés précocement. A partir de cette date et jusqu’a J23, I'activité OAT diminue
progressivement et parallelement a celle des animaux témoins, avec des valeurs toujours
inférieures chez les animaux sevrés précocement (Fig.43). L’étape du sevrage et probablement
I"augmentation de I'apport protéique provoquent donc une diminution rapide de I'activité OAT

musculaire chez les males comme chez les femelles.
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Figure 43 : Effet du sevrage précoce sur I'activité OAT des muscles squelettiques de souris males et
femelles au cours du développement postnatal. Bleu : males, rose : femelles, A et B : quadriceps, C
et D : gastrocnémien, E et F : triceps brachial, triangle vert : sevrage des animaux a 21 jours, triangle
rouge : sevrage précoce des animaux a 18 jours. Les animaux ont été sacrifiés de 18 a 27 jours apres
leur naissance. Au moment du sevrage les animaux ont été séparés de la meére et ont disposé ad
libitum d’eau du robinet et des biscuits secs (2018 Teklad Global, Harlan, Gannat, France). Les dosages
de l'activité OAT ont été effectués a partir d’'un volume de 200uL d’homogénat centrifugé et incubé
80 minutes a 37°C. Moyenne + SEM, n = 6 souriceaux par jour et par sexe. Test U de Mann-Whitney;
sevrés J21 vs sevrés J18;*P < 0,05 ; *P < 0,001.
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l1l.3 — Effet hormonal — Concentration plasmatique de la corticostérone et de la

testostérone pendant la période postnatale

Chez les souriceaux males et femelles agés de 5 et 10 jours, la concentration plasmatique de la
corticostérone est trés faible (< 2 ng / mL) et a la limite du seuil de détection de la technique
utilisée dans cette étude (Fig. 44). A partir de J10, la concentration plasmatique augmente de
maniére importante et atteint un pic a J18. A partir de J18 cette concentration diminue de
maniére irréguliere jusqu’a J27 puis augmente légérement avant de se stabiliser jusqu’a J45. Les
valeurs mesurées chez les femelles sont constamment supérieures a celles des males [valeur
moyenne pour les 4 dernieres mesures (J30, 35, 40, 45) : 53 ng / mL pour les méles et de 85 ng /
mL pour les femelles] révélant I'existence d’un dimorphisme sexuelle de la concentration
plasmatique en corticostérone en faveur des souris femelles (Mann-Whitney, males vs

femelles, P < 0,05), (Fig.44).
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La concentration plasmatique en testostérone est a peine détectable durant les 25 premiers
jours de vie (Fig. 45). Elle augmente progressivement de J25 a J30, puis elle atteint un niveau

maximal de concentration a partir de J35.
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111.4 - Effet de la castration sur 'activité OAT

Pour vérifier I'effet des hormones sexuelles et en particulier I'effet de la testostérone sur
I'activité OAT, un groupe de souris males a été orchidectomisé chirurgicalement et sacrifié 18
jours aprés l'opération, une période suffisante pour supprimer toute trace de testostérone
plasmatique (Wichmann et al. 1996; Lin et al. 2010). L'orchidectomie réduit significativement
I'activité OAT dans le foie (-31%, test t de Student, controles vs orchidectomisés, P < 0,008),
mais elle augmente notablement I'activité OAT dans le WAT (+182%, P < 0,0001) et le muscle
squelettique (+38%, P < 0,0001) (Fig. 46). L'orchidectomie a donc des effets opposés sur
I'activité OAT du foie par rapport a celle du muscle squelettique et du WAT. L’effet inhibiteur de
la testostérone, déja mis en évidence sur I'activité OAT rénale, est évident dans le muscle et
surtout dans le WAT puisque les valeurs de l'activité OAT du WAT chez les animaux

orchidectomisés sont similaires a celles mesurées chez les souriceaux avant la puberté.

A I'opposé, la testostérone aurait un effet stimulateur sur I’activité OAT du foie.

Figure 46 : Effet de I’orchidectomie sur
I'activité OAT du foie, du WAT et du
muscle squelettique de souris males
adultes. Barres noires : males controles,
barres hachurées: males castrés. Les
souris ont été euthanasiées 18 jours
apres l'orchidectomie. Les résultats sont
exprimés en moyenne * SEM, n = 8
souris males. Les différences statistiques
ont été testées a l'aide du test t de
Student. Contréles vs orchidectomisés :
Foie WAT Muscle * P<0,008;** P<0,0001.
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IV - Discussion

Cette étude décrit les variations de I'activité OAT au cours de la période postnatale qui s’étend
de 1 a 45 jours chez la souris, confirme la mise en place du dimorphisme sexuel de cette activité
dans le foie, le WAT, les muscles squelettiques et le poumon et montre pour la premiere fois,
une régulation tissu-spécifique, liée a I'dge, au changement alimentaire du sevrage et a

I'influence hormonale de I'orchidectomie.

En plus du rein, des intestins et du foie dont I'activité OAT est largement reconnue (e.g. Herzfeld

& Knox 1968) nos résultats montrent que certains tissus comme le WAT ou les muscles
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squelettiques ont pu étre sous-estimés en ce qui concerne leur contribution dans le
métabolisme global de I'ornithine. Par exemple, malgré la faible activité OAT détectée dans le
muscle (par g de tissu ou de protéines), 'importance de sa masse conduit a une contribution
globale de 'OAT musculaire au moins aussi importante que celle du foie chez la souris adulte.
Cette contribution est encore plus marquée chez les souriceaux au cours de la croissance
puisqu’a 20 jours, juste avant le sevrage, |'activité OAT musculaire représente 50% du
catabolisme global de l'ornithine estimé sur 10 organes. Ce qui conduit a envisager que

I"activité OAT tissulaire est régulée localement et en fonction des besoins de I'organisme.

Nous avons donc exploré I'ontogenése de I'activité OAT dans le foie, les muscles squelettiques,
le WAT, le BAT et le poumon chez des souriceaux males et femelles de la naissance a 45 jours.
Nos résultats montrent que l'activité OAT varie pendant les premiéres semaines avant le
sevrage et que les changements sont tissu-spécifiques, I'activité OAT étant augmentée jusqu'au
sevrage dans le foie et le muscle squelettique et inchangée dans le WAT. Nous avons exclu le
poumon de la suite de notre étude car contrairement aux autres organes dont 'activité OAT
subit de grandes variations liées aux étapes cruciales du sevrage et de la puberté, le poumon
présente une augmentation linéaire de son activité OAT. Cette augmentation réguliére a le
méme profil que celui décrit au cours du développement postnatal pour la P5C-réductase
(Herzfeld et al. 1977), ce qui suggere que l'activité conjointe de ces deux enzymes pourrait
favoriser la synthése de proline, élément indispensable a la synthése de collagéne et d’élastine.
L’activité OAT pulmonaire aurait donc un role tout a fait particulier dans le développement et la

maturation de I'appareil respiratoire des souriceaux.

Les changements observés dans le foie, les muscles et le WAT sont corrélés a I"évolution des
taux plasmatiques de corticostérone qui pourrait avoir un réle dans la régulation postnatale de
I'activité OAT de ces organes. Les hormones thyroidiennes pourraient aussi étre impliquées
dans cette régulation postnatale en raison i) de 'augmentation rapide du taux de 3,5,3’-triiodo-
L-thyronine (T3) plasmatique a la naissance et qui atteint un maximum durant la deuxieme
semaine du développement postnatal de la souris (Hadj-Sahraoui et al. 2000) et ii) de I'action
exercée par la T3 sur I'expression de I'OAT (Shull et al. 1995). De la méme maniére, les
glucocorticoides semblent réguler précocement I'activité OAT hépatique, contréle qui pourrait

étre potentialisé par la thyroxine (Vandewater & Hennin, 1985).
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Les hormones sexuelles et en particulier la testostérone influencent I'ontogenése de I'activité

OAT chez les souris mdles et femelles.

Il est intéressant de noter qu’aprés le sevrage, entre la troisieme et la quatrieme semaine de
vie, I'activité OAT subit de soudains et grands changements, elle augmente progressivement
dans le foie et diminue dans le WAT et le muscle squelettique. Au cours de ces changements,
un dimorphisme sexuel apparait graduellement. En revanche, nous n’avons pas retrouvé le
dimorphisme sexuel mis en évidence dans le BAT des souris adultes. Le cceur et le cerveau qui
ne présentaient pas de dimorphisme sexuel, ont une activité OAT stable pendant toute la

période postnatale.

Nos résultats démontrent pour la premiére fois des profils d’activité opposés dans le foie par
comparaison avec le WAT et le muscle squelettique. Les changements de I'activité OAT
hépatique observés chez les souris males et femelles au cours du développement postnatal
ressemblent a ceux décrits chez le rat en croissance (Herzfeld & Knox 1968; Raiha & Kekomaki
1968; Herzfeld & Greengard 1969; Volpe et al. 1969). Les plus grands changements se
produisent aprés le sevrage au cours d’une période critique du développement postnatal qui
correspond au début de la sécrétion des hormones sexuelles (Drickamer 1975; Honma et al.
2002; Levillain et al. 2007; Wu et al. 2010). Les stéroides sexuels males et femelles sont connus
pour réguler I'activité OAT, mais de facon opposée et de maniere tissu spécifique. Le 17B-
cestradiol régule positivement I'activité OAT rénale des rats durant le développement postnatal
(Herzfeld & Knox 1968; Wu 1979; Mueckler & Pitot 1983) alors que la testostérone régule
négativement I'activité OAT dans le rein de souris femelles (Manteuffel-Cymborowska et al.
1995; Levillain et al. 2005, Levillain et al. 2007). Les changements concomitants de I'activité de
I’OAT et des concentrations plasmatiques de testostérone observées dans notre étude sont en
faveur d’un role de la testostérone dans |’évolution ontogénique de I'activité OAT dans le foie,
le WAT et le muscle des souris males. Pour vérifier le role potentiel de la testostérone sur les
profils ontogéniques de I’OAT, nous avons mesuré les effets d’'une orchidectomie sur I'activité
OAT tissulaire. La suppression de la sécrétion de la testostérone par I'orchidectomie diminue
I'activité OAT hépatique (-31%) mais augmente l'activité OAT dans le muscle squelettique
(+31%) et le WAT (+180%). Les résultats observés dans le WAT et le muscle squelettique sont
en accord avec les données sur le rein de souris montrant que la testostérone régule
négativement |'activité OAT (Levillain et al. 2011). En revanche, nos résultats obtenus dans le

foie de souris ne concordent pas avec ceux obtenus chez le rat qui montrent que
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I'orchidectomie n’a aucun effet sur I'activité OAT du foie (Herzfeld & Knox 1968). Une étude
précédente avait cependant déja démontré que les mémes facteurs de controle peuvent avoir
des effets différents sur I'activité OAT du rat et de la souris (Bulfield & Hall 1981). Les
androgénes (résultats de notre étude) et probablement les cestrogenes contribuent donc aux
changements importants de I'activité OAT intervenant apres le sevrage mais avec des effets
opposés selon les tissus. De telles différences de régulation de I'activité OAT selon les tissus ne
peuvent pas pour l'instant étre reliées a I'existence éventuelle d’isoenzymes. Il a été montré
gue les OAT hépatique, rénale et intestinale ont des réponses divergentes a certains stimuli et
pourtant, elles ont les mémes caractéristiques physicochimiques et les mémes propriétés
cinétiques et immunochimiques (Sanada et al. 1970; Herzfeld & Raper 1976). De plus, les OAT
hépatique et rénale possedent les mémes séquences moléculaires codantes (Kobayashi et al.
1989). Des protéines co-régulatrices, connues pour modifier I'activité transcriptionnelle des
récepteurs aux androgéenes, de maniere spécifique pour chaque tissu (Heinlein & Chang 2002),
pourraient étre impliquées dans les effets contrastés de la testostérone sur I'activité OAT. Il se

pourrait aussi que d’autres facteurs non encore explorés soient aussi impliqués.

Le sevrage influence I'ontogenése précoce de I'activité OAT musculaire et hépatique chez les

souris mdles et femelles

Nos résultats mettent en évidence une diminution brutale de I'activité OAT détectée dans les
muscles squelettiques avant la puberté et I'augmentation des taux plasmatiques de stéroides.
Le changement de nourriture induit par le sevrage pourrait étre impliqué dans cette
diminution. Un sevrage anticipé de 3 jours (a J18 au lieu de J21) induit en effet une diminution
anticipée de l'activité OAT musculaire. Ainsi, le passage d’une alimentation lactée riche en
lipides (22%) et relativement pauvre en protéines (10%) (Meier et al. 1965; Yajima et al. 2006)
a une alimentation sous forme de croquettes, riche en protéines (18%), module I'activité OAT
éme

musculaire. L'amorce de la diminution de 'activité OAT se produit en réalité entre le 207" et le

21°™® jour chez les animaux sevrés normalement a 21 jours. Ce qui pourrait étre relié a la

eme

présence systématique de croquettes dans I'estomac des souriceaux des le 207" jour. Le
sevrage anticipé n’a pas d’effet sur l'activité OAT hépatique bien que celle-ci augmente
régulierement a partir du sevrage a 21 jours. Pourtant, la teneur en protéines de I'alimentation
a déja été évoquée dans la régulation de I'activité OAT hépatique. On peut toutefois remarquer
qgue des enrichissements importants en protéines (de 5 a 70%, de 0 a 20% ou de 20 a 60%)

étaient nécessaires pour induire une augmentation de I'activité OAT hépatique (Pitot & Peraino
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1963; Brennan et al. 1970; Mueckler et al. 1983; Matsuzawa et al. 1994). Selon nos résultats,
c’est donc le muscle qui apparait le plus sensible au changement de nourriture pendant la
croissance rapide des animaux. Néanmoins, I'augmentation du taux de protéines alimentaire
pourrait contribuer, du moins en partie, a la diminution de I'activitt¢ OAT musculaire et a
I"augmentation de I'activité OAT hépatique aussi bien chez les souriceaux males que femelles

mais les bases moléculaires de ces effets aussi contrastés restent a explorer.

Réle physiologique de I'OAT dans le foie, le WAT et les muscles squelettiques au cours du
développement postnatal.

eme

L’activité non négligeable de I'OAT dans le foie, le WAT et les muscles squelettiques au 20
jour de développement nous a conduits a nous interroger sur son réle physiologique. En dépit
de son taux d’activité relativement faible pendant les 3 premiéres semaines postnatales, 'OAT
hépatique pourrait contribuer a la synthése de glutamate, laquelle couplée a la synthése de
glutamine pourrait éliminer I'ammoniaque non éliminé par le cycle de l'urée et fournir le
glutamate nécessaire a la néoglucogenése hépatique (Mallette et al. 1969), néoglucogenese

essentielle pour alimenter la croissance intense des souriceaux.

Dans les muscles squelettiques, 'augmentation graduelle de I'activité OAT peut aussi fournir
les substrats énergétiques au fonctionnement mitochondrial pour assurer la mise en place de
I'activité contractile. Cette activité OAT intense dans le muscle est cependant troublante si I'on
considére qu’a ce stade l'arginine, le substrat des arginases qui alimente I'OAT en ornithine est
limité. Le lait maternel est en effet peu riche en arginine et la synthése endogéne d’arginine
insuffisante pour assurer les besoins nécessaires a une croissance maximale. (Visek 1986, Reyes
et al. 1994, Cynober & Coudray-Lucas 1995). Cela ne colle pas non plus avec la diminution
brutale de I'activité OAT au moment du sevrage. Nous proposons donc I’hypothese selon
laquelle, dans le muscle squelettique, le flux généré par I'OAT soit dirigé dans le sens de la
synthése de I'ornithine plutdt que dans le sens de sa dégradation. Cette réaction requiert du
glutamate et de la proline qui sont les acides aminés majeurs du lait de souris (Meier et al.
1965). Dans cette configuration, I'arginine serait économisé pour d’autres processus et
I'ornithine produit servirait de substrat pour I'ornithine décarboxylase, enzyme initiatrice de la
voie des polyamines, activateurs potentiels de la croissance et du développement (Lee &
Maclean 2011). Apreés le sevrage, lorsque |'arginine n’est plus limitante, une forte activité OAT
musculaire ne serait plus nécessaire. Cette hypothése mériterait bien sir d’autres
investigations expérimentales.
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Notre deuxiéeme étude démontre donc I'importance potentielle de I'OAT dans le développement
postnatal des souris. L’activité de I’OAT est régulée de maniére spécifique, dans chaque organe
et tissu et pour chaque sexe, par plusieurs facteurs incluant les stéroides sexuels, la
corticostérone et I'apport protéique de I'alimentation. Il semble que chaque organe adapte son
activité OAT aux besoins des souriceaux durant cette période critique et que certains tissus
comme le muscle squelettique pourraient contribuer de maniéere forte et inattendue au
métabolisme général de I'ornithine.

Nous avons donc envisagé dans une troisieme étude de mesurer les effets d’une contrainte
meétabolique sur l'activité OAT de quelques organes clefs chez des souris adultes. Le muscle
ayant un réle primordial dans la thermogéneése, il nous a paru intéressant de soumettre nos
souris a un stress thermique et ceci d’autant plus que I’exposition au froid entraine des

modifications de ’homéostasie hormonale et des modifications de la prise alimentaire.

130




Etude 3 - Expression de l'ornithine aminotransférase au cours de

I’exposition au froid chez la souris male

| — Introduction

La souris est un endotherme, c'est-a-dire un organisme capable de maintenir sa température
corporelle élevée et constante, indépendamment des variations de la température ambiante.
Lors d’'une exposition au froid, les endothermes mettent en place une thermogenése de
régulation qui repose d’abord sur une thermogenese de frisson sollicitant les muscles
squelettiques (Beaudry & McClelland 2010), puis, si I'exposition au froid se prolonge, sur une
thermogenése sans frisson (NST) principalement générée par le tissu adipeux brun (BAT) chez
les petits mammiferes (Cannon & Nedergaard 2004 ; Cannon & Nedergaard 2011). L’exposition
au froid s"accompagne d’une prise alimentaire accrue (Klain et al. 1963 ; Anderson et al. 1969 ;
Bing et al. 1998 ; Bauwens et al. 2011) qui vise a compenser |'augmentation de la dépense
énergétique pour des besoins de thermorégulation. On observe classiquement au froid un
accroissement du métabolisme des lipides (Himms-Hagen 1972 ; Rabi et al. 1977 ; Uchida 1979)
et des glucides (Hellerstein et al. 1996 ; Croset et al. 2001 ; Mithieux 2001) pour alimenter les

processus thermogenes en substrats énergétiques.

L'incidence d’une exposition au froid sur le métabolisme des protéines a été peu explorée.
Quelques études anciennes ont mis en évidence que |’excrétion azotée était fortement accrue
chez des rats exposés au froid avec une augmentation de I'excrétion d’urée, de créatine, de
créatinine et d’acide urique (Mefferd et al. 1958 ; Klain et al. 1963). Il est également connu que
le froid augmente I"oxydation des lipides et des glucides mais également des protéines (revue
dans Chaffee & Roberts 1971). Plus récemment il a été montré chez le rat, que le tissu adipeux
brun (BAT) dont l'activité thermogéne est stimulée au froid, augmente son captage de
glutamine, glutamate, alanine, leucine, isoleucine et thréonine et augmente sa libération de
proline et de glycine (Lépez-Soriano & Alemany 1987). Or, I'ornithine, via I'OAT, est le

précurseur d’acides aminés (glutamate, glutamine, proline et a—cétoglutarate) qui peuvent
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intégrer la néoglucogenese et permettre I'approvisionnement de I'organisme en substrats

énergétiques (Mallette et al. 1969 ; Shiota et al. 1985 ; Shiota et al. 1995).

L’activation des processus métaboliques au froid repose sur l'augmentation de I'activité
sympathique et la sécrétion de nombreuses hormones. Les modifications de I’homéostasie
hormonale liées a I'exposition au froid ont été trés peu étudiées chez la souris. Une étude
montre cependant une diminution de la sécrétion de testostérone et une augmentation de la
sécrétion des glucocorticoides chez des souris BALB/Clac et C57B5/6J) exposées 5 semaines a
une température de 6°C (Moshkin et al. 1993). Notre étude Il ayant montré que la testostérone
ainsi qu’une augmentation de la prise alimentaire modulent I'activité de I'OAT dans le WAT et
les muscles squelettiques, il est fortement envosageable qu’une exposition au froid affecte le

métabolisme de I'ornithine, du moins dans ces mémes oraganes.

Il nous a donc paru important d’étudier les effets de I'exposition au froid sur 'activité OAT dans
les organes impliqués soit dans la production de chaleur (muscles squelettiques, BAT), soit dans
la gestion des réserves énergétiques et la production de substrats énergétiques (foie, rein,
WAT), soit dans le cerveau, chef d’orchestre de la mise en place des mécanismes
thermorégulateurs au froid. Pour s’affranchir du dimorphisme sexuel de I'activité OAT existant
dans de nombreux tissus notamment dans le foie, le muscle squelettique, le tissu adipeux

blanc, notre étude ne concerne que des souris males adultes.

Il. Matériels et méthodes spécifiques de I’étude
1.1 - Animaux et conditions d’hébergement
11.1.1 — Animaux et protocole expérimental

Les expérimentations ont été réalisées a partir de 108 souris Swiss males adultes (Janvier, Le
Genest-Saint-Isle, France). Les animaux ont été placés des leur réception et pendant une
semaine dans une piece dont la température a été maintenue a 25°C pour qu’ils s’acclimatent a
leur nouvel environnement et éliminent le stress occasionné par le transport. Pour étudier les
conséquences physiologiques et biochimiques de I'acclimatation au froid, les 108 animaux ont
été répartis de maniere aléatoire en deux groupes de 54 animaux selon le protocole

expérimental décrit dans la figure 47.
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Figure 47 : Protocole expérimental. Chaque souris a été individualisée dans une cage de
dimensions 25x15x13 cm. Aprés une semaine de stabulation a 25°C, 54 souris ont été installées
dans une piece dont la température a été maintenue a 4°C. 54 souris sont restées dans le box a
25°C. Chaque lot de 54 souris a été subdivisé en 9 groupes de 6 individus. Chacun des groupes a été
maintenus 1, 2, 3, 4, 5, 7, 10, 14 ou 21 jours consécutifs soit a 4°C soit a 25 °C.

Ce protocole expérimental a été validé par le Comité Régional d’Ethique pour I’'Expérimentation
Animale (CREEA) du CNRS (n°0293). Les expériences se sont déroulées dans une animalerie
déclarée et enregistrée apte a I’hébergement et aux manipulations sur les animaux vertébrés
aupres de la Direction Départementale de la Protection des Populations (DDPP), sous le numéro

d’agrément 69 266 0602.

11.1.2 - Hébergement et alimentation

L’animalerie a fonctionné sur un cycle de 12 heures de lumiere et 12 heures d’obscurité avec un

début d’éclairage a 06h00.

Les animaux ont disposé ad libitum de boisson (eau du robinet) et d’aliments présentés sous la
forme de croquettes (2018 Teklad Global, Harlan, Gannat, France). Les croquettes sont
majoritairement composées de protéines (18%), de lipides (6%) et de glucides (76%). En raison
du systeme de refroidissement des box froids, le taux d’humidité y est plus important. Cette
humidité entraine une augmentation du poids des croquettes de 8,2 £ 0.2 % (moyenne calculée
sur 4 paquets de 180 a 200g) en 7 jours, puis leur poids reste stable. Nous y avons donc placé
les aliments destinés aux animaux du box froid 7 jours avant leur distribution et nous avons

tenu compte de cette augmentation de poids pour calculer la quantité de protéines ingérées.
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La température des pieces maintenues a 25°C et a 4°C a été controOlée et enregistrée toutes les

30 minutes a I'aide de sondes de température (174 Loger Testo, VWR, France). La moyenne des

températures quotidiennes a été de 25,3 £ 0,2°C et de 3,8 £ 0,4°C.

.2 -

Les

Suivi de I’évolution pondérale des animaux et des aliments ingérés.
11.2.2 - Suivi de I’évolution pondérale des animaux

souris avaient quasiment toutes le méme poids a leur arrivée. Quelle que soit la

température d’hébergement, la masse corporelle des souris males a augmenté

progressivement jusqu’a J10, puis s’est stabilisée a 39,7 + 0,7 g pour les males hébergés a 4°C et

39,8 £ 0,7 g pour les males hébergés a 25°C (Fig. 48).

Masse (g)

41 -
40 A
39 4
38 A
ﬁ Figure 48: Variation de la masse
36 1 corporelle moyenne des souris males
35 1 hébergées a 4°C ou 25°C au moment
34 1 du sacrifice. Bleu: animaux a 4°C,
33 ——T—T—T—TT T T T T T rouge: animaux a 25°C. Moyenne #*

-2-1012 34567 8 9101112131415161718192021 SEM: n = 54 2 6 (pesées de 1321

Temps (jours)

11.2.3 — Evolution de la prise alimentaire

Pour les souris hébergées a 25°C, la consommation d’aliments a été constante au cours de

Prise alimentaire journaliére {g)

I’expérimentation. Elle est de 4,5 +

=
[
J

0,2 g/ jour, ce qui représente un

=
[=1
1

apport journalier en protéines de

0,82 g (Fig. 49).

Figure 49 : Variation quotidienne de la

* prise alimentaire en fonction du

2 4 temps d’exposition a 4°C ou 25°C.
Bleu : souris hébergées a 4°C, rouge:

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T ooyris hébergées 3 25°C. Moyenne

2-101 234567 8 91011121314151617181920 21 . .
SEM, n =6 a 54 animaux.

Temps (jours)
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Dés le premier jour d’exposition au froid, les animaux ont augmenté leur prise alimentaire, puis
celle-ci s’est stabilisée au bout de 2 jours. La consommation moyenne des males hébergés a 4°C
est de 9,7 + 0,2 g/jour, ce qui représente une augmentation de la prise alimentaire de 113% par
comparaison avec celle des animaux témoins maintenus a 25°C (Fig. 49). Si I'on tient compte de
I"augmentation de 8,2% de la masse des aliments constatée dans le box froid, la consommation
protéique quotidienne réelle des souris hébergées a 4°C est de 1,6 g, soit une augmentation

réelle de 95% par comparaison avec les animaux maintenus a 25°C.

1.3 - Anesthésie et prélevement des organes

Les souris ont été anesthésiées comme indiqué dans le chapitre « Matériels et méthodes »
général et les organes suivant ont été prélevés comme décrit précédemment : les reins, le foie,
le WAT, le BAT, le muscle gastrocnémien et le cerveau dans sa globalité. Les organes ont été

immédiatement congelés dans de I'azote liquide et ont été stockés a -80°C.

Un morceau de foie destiné a I’extraction des mitochondries a été rincé et stocké dans du NacCl

0,9% préalablement refroidi a 4°C.

11.4 - Dosage de I’activité ornithine aminotransférase
11.4.1 - Mesure de I’activité OAT dans les organes

Les organes ont été préparés comme décrit dans le chapitre «Matériels et méthodes » général

et I'activité OAT a été dosée comme décrit précédemment.
1.4.2 -Mesure de I'activité OAT hépatique, mitochondriale (mOAT) et cytosolique (cOAT)

Les mitochondries et la fraction cytosolique hépatique ont été isolées par centrifugation
différentielle selon la technique décrite dans le chapitre « Matériels et méthodes » général. Un
volume de 50 pL de surnageant ou de 50 pL de fraction cytosolique a été incubé 60 minutes a

37°Ca l'abri de la lumiére, en présence ou non de 10 plL de gabaculine (10 mM).

1.5 - Dosage des protéines

La concentration des protéines a été déterminée par la méthode de Bradford (1976). La gamme

étalon a été réalisée a partir d’'une solution d’albumine de sérum bovin (BSA, 1 mg/mL). Chaque
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échantillon a été dosé en double et I'absorbance a été mesurée par spectrophotométrie a

595nm (UV 1800, Shimadzu).

1.6 — Mise au point des conditions de mesures des parametres cinétiques de I'activité OAT

hépatique

Des morceaux de foie de 2 souris hébergées 7, 10, 14 ou 21 jours a 4°C ou a 25°C ont été
poolés. Les 8 pools ainsi obtenus ont été homogénéisés comme décrit précédemment. Afin de
travailler avec une enzyme la plus pure possible, les homogénats de foie ont été centrifugés
1h10 a 220 000g a 4°C a I'aide d’une ultra-centrifugeuse Beckman. Pour déterminer les vitesses
de réactions initiales, un volume de 50 pL d’enzyme partiellement purifiée a été incubé 60
minutes en présence de concentrations croissantes d’'un des deux substrats et d’une
concentration fixe du second substrat de I"OAT. Ainsi, I'enzyme partiellement purifiée a été
incubée en présence de 5; 7,5; 10; 12,5; 15 et 20 mM final d’ornithine, avec une
concentration constante d’a-cétoglutarate (3,75 mM final), pour déterminer les parametres
cinétiques de I"OAT pour l'ornithine, ou bien en présence de 0,09; 0,14; 0,18; 0,32; 0,46;
0,93; 1,40; 1,87; 2,81 ou 3,75 mM final d’a-cétoglutarate, avec une concentration fixe
d’ornithine (20 mM final), pour déterminer les paramétres cinétiques de I'OAT pour l'a-
cétoglutarate. Les parameétres cinétiques de I'OAT ont été déterminés a l'aide de la
représentation d’Eisenthal Cornish-Bowden décrite dans le chapitre « Matériels et méthodes »

général.

1.7 — Etude de I’expression de I’OAT hépatique par PCR quantitative (qPCR)

L'expression de I'Oat hépatique au cours de I'exposition au froid a été étudiée par gPCR

Tagman© comme décrit dans le chapitre «Matériels et méthodes » général.

1.8 - Mesure de la concentration tissulaire en polyamines

Les concentrations tissulaires en putrescine, spermine et spermidine ont été déterminées dans
le BAT des souris males témoins et soumises a un stress thermique de 4°C. Brievement, un
échantillon de BAT a été homogénéisé par ultrasons dans une solution d’acide perchlorique

0,2N. L’'homogénat a été centrifugé 10 minutes a 3000 rpm, le surnageant a été prélevé et
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stocké a -80°C. Le dosage de la concentration tissulaire en putrescine, spermine et spermidine a
été réalisé a I'aide d’un spectrophotomeétre de masse LC/MS et les données ont été analysées
avec le logiciel Chem Station 1100 (Agilent Technologies, Massy-Palaiseau, France) selon la

technique décrite par Gaboriau et al. 2003.

1.9 - Calculs et statistiques

La masse relative du BAT, du coeur et des reins est exprimée en mg d’organe par g de masse
corporelle (mg/ g MC). Ce calcul permet, pour un organe donné, de comparer les masses quels
que soient la température de la piéce d’hébergement (4°C ou 25°C) et le point de la cinétique

de I'étude (J1 a2 J21).

L’activité OAT a été exprimée en nmol P5C/ mg de protéines solubles / minutes (nmol P5C/mg

prot/min) et les résultats ont été exprimés en moyenne + SEM.

L’analyse statistique a été réalisée a I'aide des tests de Shapiro, F d’égalité des variances, de

Kruskal-Wallis et U de Mann-Whitney.

I1l. Résultats

lll.1 - Données pondérales

Aucune différence significative n’a été observée entre la masse corporelle des animaux témoins
et celle des animaux exposés au froid (4°C) pendant une période de 1 a 21 jours. Nous avons
donc envisagé d’analyser I'évolution pondérale des organes et tissus qui sont de bons
indicateurs de la mise en place de la thermogenése : le BAT (thermogenése sans frisson) et le

WAT (lipogeneése/lipolyse).

1ll.1.1 - Evolution de la masse du tissu adipeux brun (BAT)

La masse relative du BAT des souris hébergées a 25°C restant stable au cours des 21 jours de
I’expérimentation (2,25 + 0,8mg / g MC), cette valeur constitue notre référence. La masse
relative du BAT des souris hébergées a 4°C augmente progressivement dés les premiers jours

eme

de I'exposition au froid, jusqu’au 14~ jour. La masse relative moyenne du BAT atteint 4,1 + 0,1

mg/g MC, ce qui représente 70% d’augmentation par rapport aux souris témaoins (Fig. 50).
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Figure 50 : Variation de la masse

j’g ] relative du tissu adipeux brun

_ 4:0 (BAT) des souris males adultes en
E 35 fonction de leur temps
= 39 d’hébergement a 4°C ou a 25°C.
2 25 Rouge : témoins, valeur moyenne
§ 2,0 de la masse du BAT des souris
@ 15 hébergées de 1 a 21 jours a 25°C.
= 1,0 Bleu: 4°C, Moyenne = SEM, n = 6
0,5 pour chaque point de la cinétique.

0.0 La masse relative est exprimée en

Ctrl 12 3 4 5 7 1014 2 mg/g de masse corporelle. Test U

25°C Jours d’exposition a 4°C de Mann-Whitney ; *P < 0.025 ; 4°C

vs 25°C.

111.1.2 - Evolution de la masse du tissu adipeux blanc (WAT)

La masse relative moyenne du WAT des souris témoins est de 13,7 + 1,3 mg/g MC (Fig. 51).
Comme attendu, la masse relative du WAT des souris exposées au froid diminue d’un facteur

3,2. Cette diminution de la masse relative du WAT n’est cependant statistiquement significative

qu’a partir du 5°™ jour d’exposition au froid pour les souris (Fig. 51).

12 ] Figure 51: Variation de la masse
. relative moyenne du WAT des
‘§ 121 souris males adultes en fonction de
o 10 leur temps d’hébergement a 4°C ou
%" 8 a 25°C. Rouge: témoins, valeur
E,,’ . moyenne de la masse du WAT des
4 souris hébergées de 1 a 21 jours a
= 25°C. Bleu : 4°C, Moyenne + SEM, n
2 = 6. Les résultats sont exprimés en
0 4 mg/g de masse corporelle. Test U
Ctrl 1 2 3 4 5 7 10 14 21 de Mann-Whitney; *P < 0.03; 4°C

25°C Jours d’exposition a 4°C vs 25°C.

111.2 - Effets de I’acclimatation au froid sur I’OAT hépatique chez les souris males
111.2.1 - Effet de I’acclimatation au froid sur I’expression des ARNm codant pour I’Oat.

L'expression de I'Oat hépatique a été quantifiée par qPCR chez les souris hébergées a 25°C ou a
4°C (Fig. 52). Aucune variation de cette expression n’ayant été observée chez les animaux

maintenus a 25°C, nous avons utilisé la valeur relative moyenne en unité arbitraire (1 + 0,2)
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comme valeur de référence (Fig. 53). L'expression de I’Oat hépatique des souris exposées au
froid varie de facon biphasique. Elle augmente brutalement dés le premier jour d’exposition
pour atteindre un premier pic d’expression a J3 largement significatif. Elle diminue ensuite a
partir de J4 et fluctue légerement jusqu’a J14 puis augmente a nouveau pour atteindre une

valeur 2,5 fois plus importante que celle des témoins (Fig. 52).

R Figure 52 : Variations de I’expression

o 3.0 de I'Oat hépatique, mesurée par
-%’ qPCR Tagman®©, au cours de
T I'exposition au froid des souris
5§ 20 adultes males. Rouge: témoins,
é '5 valeur relative moyenne de
= I’expression de I'Oat hépatique chez
g 10 les souris hébergées de 1 a 21 jours a
0.5 25°C; Bleu: a 4°C. Le niveau
d’expression de I'Oat est exprimé par

0.0 Ctrl 1 2 3 4 & 7 10 14 21 rapport au niveau d’expression de
I'HPRT murine (Hypoxanthine-guanine

25°C Jours d'exposition a 4°C phospho-ribosyltransgérase) qui sert

de gene de référence.

111.2.2 - Effets de I’acclimatation au froid sur I’activité OAT hépatique

A 25°C, I'activité OAT hépatique des
souris males et femelles reste stable
tout au long des 21 jours de
I’expérimentation, ce qui se traduit
par une valeur moyenne de

référence de 6,16 * 0,32 nmol

P5C/mg prot/min (Fig. 53). Chez les

Ctrl 1 2 3 a 5 7 0 14 21

Activité OAT (nmol P5C/ mg prot/ min)

souris exposées a 4°C, le profil de

25°C Jours d’exposition a 4°C S, , .
I'activité de I'OAT se calque sur celui

Figure 53 : Variation de Pactivité OAT hépatique chez les de l'expression de son gene.
souris adultes males en fonction de leur temps
d’hébergement a 4°C ou a 25°C. Rouge : Témoins, valeur
relative moyenne de I'activité OAT hépatique chez les souris  I'activité est doublée dés le premier
hébergées de 1 a 21 jours a 25°C; Bleu: a 4°C. Les dosages
ont été effectués a partir d’'un volume de 50 uL de
surnageant incubé 30 minutes a 37°C. Moyenne + SEM, n = 6.
Les résultats sont exprimés en nmol P5C / mg prot / min. Test
U de Mann-Whitney ; P <0,0163 ; *P <0.0065 ; 4°C vs 25°C. valeur  témoin des souris

L'augmentation est rapide puisque

jour, triplée le deuxiéme jour (166%

d’augmentation par rapport a la
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maintenues a 25°C), puis diminue jusqu’a J4. Elle augmente a nouveau jusqu’a j7 et se

maintient élevée jusqu'au 21°me jour de I'exposition au froid (Fig. 53).

I11.2.3 - Effet de I'acclimatation au froid sur I'activité OAT mitochondriale (mOAT) et

cytosolique (cOAT) hépatique

L'activité OAT a été mesurée sur les fractions mitochondriales et cytosoliques du tissu
hépatique pendant la phase aiglie de l'acclimatation au froid (J1 a J7) qui correspond a

I'augmentation brutale de I'activité OAT mesurée dans le tissu entier.

Par rapport aux animaux témoins dont l'activité mOAT ou cOAT reste stable, les animaux
exposés a 4°C montrent une augmentation significative de leur activité OAT hépatique qu’elle
soit mitochondriale ou cytosolique (Fig. 54). Il faut noter cependant que I'activité cOAT est 64 a
170 fois plus faible que I'activité mOAT (Fig. 54). Dés le 4émejour d’exposition au froid, I'activité
MOAT est augmentée de 286% et de 376% a 7 jours (Test U de Mann-Whitney ; P < 0,0495 ; J4
oulJ7,4°Cvs J4 ou 7, 25°C). 'ajout de 100 uM de gabaculine inhibe a 99,9% I'activité mOAT et

cOAT des animaux maintenus a 4°C ou a 25°C (Fig. 54).

70 -

A
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£
£ 30
S,
B 20
o
¥ ] Figure 54: Effet de [I'acclimatation
o o aigiie au froid sur [Iactivité OAT
L . . .
o mitochondriale (mOAT) et cytosolique
5] .. . -
£ 0,5 1 (cOAT) hépatique des souris males
z 0418 adultes. A: mOAT, B: cOAT. Barre
3 0.4 1 pleine: activité OAT; barre vide:
s g’i 1 activité OAT + gabaculine. Les dosages
T de l'activité OAT ont été effectués a
0,2 . )
07 - partir d’'un volume de 50 uL
0’1 | d’échantillon, incubé 60 min a 37°C en
0’1 i présence ou non de 100 uM de
0’0 i gabaculine. Moyenne £+ SEM ; n=3 a 4.
1425°C 1725°C Ja4°C 174°C
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111.2.4 - Effet de I’acclimatation au froid sur les paramétres cinétiques de I’OAT hépatique

(1Y)
-
o
]

Ornithine 1,0 - a-cétoglutarate

A 5
0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -
1 , 0,0
25°C 4°C

(mM)

K
-.Hm
o
1

£ 00 .
E 25°C a°c
g_ ’5 - ORN et 0.C'C Figure‘55: E.ffelt' de I'accli'matatiot\ al..l froid sur Ie?s
Ién C parameétres cinétiques de I'OAT hépatique des souris
~. 20 males adultes. A: Constante de Michaelis-Menten (mM)
E 15 | pour I'ornithine B : Constante de Michaelis-Menten (mM)
5 pour I'a-cétoglutarate C: Vitesse maximale de réaction
E 10 1 (hmol P5C/mg protéines/min) pour l'ornithine et I'a-
~ 5 cétoglutarate. Les activités OAT ont été mesurées a partir
}E 0 . de 50 plL de surnageant de foie incubés 60 minutes en
»5°C ' ac ' présence de 5; 7,5; 10; 12,5; 15 et 20 mM finaux

d’ornithine avec une concentration constante d'a-
cétoglutarate (3,75 mM finaux), ou en présence de 0,09 ;
0,14; 0,18; 0,32; 0,46; 0,93; 1,40; 1,87; 2,81 ou 3,75
mM finaux d’a-cétoglutarate avec une concentration
constante d’ornithine (20 mM finaux). Les parametres
cinétiques ont été déterminés par la représentation
d’Eisenthal Cornish-Bowden. n = 3 expériences.
L’exposition au froid augmente fortement I'activité OAT hépatique. Nous avons vérifié si cette
augmentation s’accompagne de modifications des paramétres cinétiques de I'enzyme, en
déterminant son affinité pour I'ornithine et I'a-cétoglutarate ainsi que sa vitesse maximale de

réaction (Fig. 55).

Si I'affinité de I'OAT pour I'ornithine ne change pas chez les animaux soumis a 4°C (Fig. 55A),
I’affinité pour I'a-cétoglutarate est en revanche fortement diminuée par I'exposition au froid
[60% comparativement a celle des souris témoins (Test U de Mann-Whitney ; P = 0,0495 ; 4°C
vs 25°C) (Fig. 55B). De plus, I'exposition a 4°C augmente de 185% la vitesse maximale de

réaction de I'OAT hépatique (Test U de Mann-Whitney ; P = 0,0495 ; 4°C vs 25°C) (Fig. 55C).

111.3 - Effet de I’acclimatation au froid sur I’activité OAT rénale

L’activité OAT rénale réagissant classiquement a toute modification métabolique et notamment

a tout changement de I'apport azoté, nous avons mesuré les effets de I'augmentation de la
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prise alimentaire occasionnée par I'exposition au froid chez les souris males adultes. Malgré

guelques variations, nous n’observons pas de modification significative de I'activité OAT rénale

chez les males maintenus a 4°C par rapport aux males témoins (Fig. 56).
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Figure 56 : Effet de I'acclimatation au froid
sur Pactivité OAT rénal des souris males
adultes. Rouge: témoins, valeur relative
moyenne de l'activité OAT rénale chez les
souris hébergées de 1 a 21 jours a 25°C;
Bleu : a 4°C. Les dosages de I'activité OAT ont
été réalisés a partir d'un volume de 50 uL de
surnageant, incubé 60 minutes a 37°C.
Moyenne = SEM, n=6. Test U de Mann-
Whitney ; P <0,0339 ; 4°C 25°C.

25°C

Jours d’exposition a 4°C

Devant cette absence de modification de I'activité OAT, nous avons vérifié la disponibilité en

arginine qui peut potentiellement étre un facteur limitant pour I'enzyme. La concentration

plasmatique d’arginine diminue légérement (environ 20%) chez les animaux exposés 4 jours a

4°C comparativement a celle des animaux maintenus a 25°C. La concentration efférente

diminuant également il en résulte une différence artério-veineuse non modifiée par le froid

(Fig. 57).

160
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Figure 57 : Concentration plasmatique de I'arginine
dans la veine rénale et I'aorte des souris males
acclimatées ou non au froid. Les souris ont été
maintenues a 25°C ou 4°C pendant 4 jours. Barre
rouge: plasma du sang artériel, barre bleue: plasma de
la veine rénale, barre verte: différence artério-
veineuse. Moyenne + SEM, n = 6. Test U de Mann-
Whitney, 4°C vs 25°C, * P < 0,005.

La production rénale d’arginine reste donc inchangée au niveau de I'organe ce qui conforte une

activité OAT rénale stable malgré le stress thermique.
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111.4 - Effets de I’acclimatation au froid sur I'activité OAT dans les tissus adipeux

111.4.1 - Le tissu adipeux brun (BAT)

L’exposition au froid produit classiquement une hyperplasie rapide du BAT et des modifications

de ses caractéristiques fonctionnelles, notamment une biogenése mitochondriale qui pourrait

s’accompagner d’une modification de 'activité OAT.

111.4.1.1 - Modifications de I'activité OAT

L’activité OAT mesurée dans le BAT des souris hébergées a 25°C reste stable tout au long des 21

jours de I'expérimentation (valeurs moyennes: 1,9 = 0,1 nmol P5C/mg prot/min) (Fig. 58). A

4°C, 'activité OAT diminue progressivement pendant les premiers jours d’exposition au froid

puis se stabilise a partir de J7 a une valeur moyenne de 1,4 + 0,1 nmol P5C/mg prot/min, ce qui

représente une diminution d’activité de 26% par rapport aux animaux témoins. Cette

diminution est significative dés 4 jours d’exposition au froid (Test U de Mann-Whitney; P <

0,04 ; 4°C vs 25°C) (Fig. 58).

Activité OAT (nmol P5C/ mg prot/ min)

2,5

Ctrl

1

2

3 4 5 7 10 14 21

25°C

Jours d’exposition a 4°C

Figure 58 : Effet de I'acclimatation
au froid sur I’activité OAT du BAT
des souris males adultes. Rouge :
témoins, valeur relative moyenne
de l'activité OAT mesurée dans le
BAT des souris hébergées de 1 a 21
jours a 25°C; Bleu:a 4°C. Les
activités OAT ont été mesurées a
partir d’un volume de 150 pL de
surnageant, incubé 90 minutes a
37°C. Moyenne = SEM, n = 6. Les
résultats sont exprimés en nmol
P5C / mg prot/min. Test U de
Mann-Whitney ; *P < 0,04; P <
0,0001 ; 4°Cvs 25°C.

111.4.1.2 — Variations des concentrations en polyamines dans le BAT

La diminution de I'activité OAT observée dans le BAT chez tous les animaux soumis au stress

thermique étant inattendue, nous avons testé une hypothétique compétition entre la voie de

I’OAT et la voie des polyamines qui pourrait étre activée pour assurer la croissance tissulaire.
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Les concentrations en polyamines dans le BAT des souris maintenues a 25°C sont de 17 + 2

207
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4 4
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400 1

300 1

200 -
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0
Figure 59 : Concentration
des polyamines dans le BAT
de souris méles acclimatées
au froid. Les souris ont été
maintenues a 25°C (rouge)
ou a 4°C (bleu) pendant 21
jours. Moyenne * SEM
(nmol de polyamine/g de
tissu frais), n = 6. Test U de
Mann-Whitney, 4°C vs 25°C,
*P<0.01L

111.4.2 - Le tissu adipeux blanc (WAT)

nmol putrescine/g BAT frais, 344 + 24
nmol spermidine/g BAT frais et de 506
+ 32 nmol spermine/g BAT frais (Fig.
59). Une exposition de 21 jours a 4°C

n‘a aucun effet sur la concentration

tissulaire en putrescine et en
spermidine. En revanche, l'acclima-
tation au froid entralne une

augmentation significative de 38% de
la concentration en spermine du BAT
(Mann-Whitney, 4°C vs 25°C, P < 0.01)
(Fig. 59).

En tant que tissu de réserve, le tissu adipeux blanc subit classiquement d’importantes

modifications lors d’'une exposition au froid, nous en avons mesuré les effets sur son activité

OAT.

Activité OAT {nmal P5C/ mg protf min)

Ctrl

1

2

3

4 5 7

10 14 21

L’activité OAT du WAT reste stable
tout au long des 21 jours de
I’expérimentation chez les
animaux hébergés a 25°C [valeur
moyenne : 2,4 + 0,1 nmol P5C/mg
(Fig.

I’exposition au froid, cette activité

prot/min) 60). Lors de

25°C

Jours d’exposition a 4°C

augmente progressivement

pendant les 7 premiers jours puis

Figure 60 : Effet de I'acclimatation au froid sur I'activité

OAT du WAT des souris males adultes. Rouge : Témoins,
valeur relative moyenne de I'activité OAT mesurée dans le
WAT des souris hébergées de 1 a 21 jours a 25°C; Bleu: a
4°C. Les dosages de l'activité OAT ont été réalisés a partir

se stabilise a une valeur moyenne

de 53 + 0,1 nmol P5C/mg

prot/min jusqu’a J21. Ce qui

d’un volume de 200 plL de surnageant, incubé 60 minutes a

37°C. Moyenne = SEM, n = 6 Test U de Mann-Whitney ; fp<

0,045 ; *P <0,0065 ; 4°C vs 25°C.

correspond a une augmentation
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significative de l'activité OAT de 119% par rapport a la valeur témoin (Test U de Mann-

Whitney ; P <0,0001 ; J4 a J21, 4°C vs 25°C) (Fig. 60).

111.5 - Effet de I’acclimatation au froid sur I'activité OAT des muscles squelettiques
l11.5.1 — Le muscle gastrocnémien

Nous avons choisi les muscles gastrocnémiens, un muscle mixte de taille importante, pour
étudier les effets de I'exposition au froid sur l'activité OAT des muscles squelettiques,

principaux effecteurs de la thermogeneése de frisson.

L'activité  OAT musculaire des souris a 25°C reste stable tout au long des 21 jours
d’expérimentation avec une valeur moyenne de: 1,9 + 0,1 nmol P5C/mg prot/min (Fig. 62). A
4°C, nos résultats montrent que I'activité OAT mesurée dans le gastrocnémien des souris males
ne varie pas au cours de I'exposition au froid (Test de Kruskal-Wallis ; P = 0,44), avec une valeur
moyenne de 1,9 + 0,1 nmol P5C/mg prot/min, et aucune différence significative n’est observée
par rapport a l'activité OAT moyenne mesurée dans le gastrocnémien des males témoins

(Fig.62)

€ Figure 61 : Effet de I'acclimatation au
g 25 1 froid sur Pactivité OAT du muscle
g 2o gastrocnémien de souris males
%n ' adultes. Rouge : témoins, valeur
T 1s . relative moyenne de I'activité OAT
2 ' mesurée dans le gastrocnémien des
g 1,0 4 souris hébergées de 1 a 21 jours a
£ 25°C; Bleu: a 4°C. Les dosages de
g 0,5 - I'activité OAT ont été réalisés a partir
@ d’un volume de 200 pL de surnageant
% 0,0 4 incubé 60 minutes a 37°C. Moyenne +
<< Ctrl 1 2 3 4 5 7 10 14 21 SEM, n = 6. Test U de Mann-Whitney ;
25°C Jours d’exposition a 4°C P <0,025; *P <0,0039 ; 4°C vs 25°C.

111.5.2 — Le muscle cardiaque

L’exposition au froid n’ayant aucun effet sur le muscle gastrocnémien ni sur le quadriceps
femoris (résultat non présenté ici) nous avons testé I'activité OAT du coeur dont I'activité

contractile augmente classiguement au froid en parallele de I'élévation du métabolisme
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énergétique. L'activité OAT cardiaque des souris maintenues a 25°C reste stable tout au long
des 21 jours d’expérimentation avec une valeur moyenne de : 9.52 + 0,2 nmol P5C/mg prot/min
(Fig. 62). Contrairement a notre hypothése I'augmentation de I'activité contractile liée au stress

thermique a 4°C n’entraine aucun effet sur I'activité OAT cardiaque.

127 Figure 62 : Effet de I’acclimatation au froid sur

10 1 I I'activité OAT du muscle cardiaque chez les
E o souris males adultes. Rouge : Témoins, valeur
moyenne de l'activité OAT mesurée dans le
4 muscle cardiaque des souris hébergées de 1 a
21 jours a 25°C; Bleu: a 4°C. Les dosages ont

été réalisés a partir d’'un volume de 200 plL de
curl 1 2 3 4 5 7 1014 surnageant, incubé 60 min a 37°C. Moyenne +
25°C Jours d'exposition 3 4°C SEM, n=6, Test U de Mann-Whitney, *P<0,025,

Activité OAT inmol PSC/ mg prot min)
o,

111.6 - Effet de I’acclimatation au froid sur I’activité OAT du cerveau

Etant donné son role dans lintégration des stimuli froids percus par I'organisme et la
coordination des réponses thermorégulatrices, nous avons exploré I'activité OAT du cerveau
des souris males adultes au cours des 21 jours d’exposition a 4°C. Nos résultats montrent que
I'activité OAT du cerveau des souris hébergées a 25°C ne varie pas au cours du temps avec une
valeur moyenne de 2,7 + 0,1 nmol P5C/mg prot/min (Fig. 63). En revanche, chez les animaux
soumis a 4°C pendant 21 jours, I'activité OAT augmente deés le deuxiéme jour pour se stabiliser

a une activité maximale a J21 (3,5 £ 0,2 nmol P5C/mg prot/min) (Fig. 63).

40 Figure 63 : Effet de I’acclimatation au froid sur

I'activité OAT dans le cerveau de souris males
adultes. Rouge: Témoins, valeur moyenne de
I'activité OAT mesurée dans le cerveau des souris
hébergées de 1 a 21 jours a 25°C; Bleu : a 4°C. Les
dosages de l'activité OAT ont été réalisés a partir
d’un volume de 200 pL de surnageant, incubé 60
minutes a 37°C. Moyenne + SEM, n=6.Test U de
Ctrl 1 2 3 4 5 7 10 14 21 Mann-Whitney ; 4°Cvs 25°C; * P < 0.05.

3,5 1
3,0
2,5 4
2,0
1,5 4
1,0
0.5 4
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IV - Discussion

Cette étude a permis de mettre en évidence des variations de I’activité OAT dans le foie, le BAT,
le WAT et le cerveau des souris males adultes exposées a un stress thermique de 4°C pendant
21 jours. Ces modifications sont spécifiques de I'organe, probablement en liaison avec les
perturbations hormonales et 'augmentation de I'apport protéique induites par I'augmentation

de la prise alimentaire, conséquences directes d’'une exposition au froid sur les organismes.

C’est sur 'activité OAT du foie que nous avons observé les effets les plus importants et rapides
de I'exposition au froid. Sans doute faut-il les rattacher a 'augmentation conséquente de la
prise alimentaire observée chez les souris. Nos données pondérales montrent en effet une prise
alimentaire doublée sans qu’aucune modification de la masse des animaux ne soit observée.
L’augmentation de la prise alimentaire au froid a été classiquement décrite chez les rongeurs
(Klain et al. 1963 ; Anderson et al. 1969 ; Fregly et al. 1994b ; Bing et al. 1998 ; Beaudry &
McClelland 2010 ; Bauwens et al. 2011). Si I'ingéré alimentaire double, I'apport protéique est
également doublé et I'augmentation de l'ingéré protéique pourrait étre responsable de
I'augmentation de l'activité OAT hépatique. En effet, I'augmentation de la composition
protéique de la ration est associée a I'accroissement de l'activité OAT hépatique (Pitot &
Peraino 1963 ; Brennan et al. 1970 ; Mueckler et al. 1983; Merrill et al. 1985; Matsuzawa et al.
1994 ; Boon et al. 1999).

Il faut remarquer toutefois que de tres larges variations de I'apport protéique (0 a 20% ; 20 a
60% ; 5 a 70%) sont en général nécessaires pour augmenter I'OAT hépatique (Klain & Vaughan
1963; Anderson et al. 1969 ; Fregly et al. 1994b ; Bing et al. 1998 ; Beaudry & McClelland 2010 ;
Bauwens et al. 2011). D’autre part, une augmentation plus modérée de I'apport protéique
comme celle induite par le sevrage dans I'étude Il (d’'un facteur 2) n’a pas été suffisante pour
modifier rapidement l'activité OAT hépatique des souriceaux. |l en découle que d’autres
facteurs doivent étre impliqués dans I'effet du froid. On peut imaginer que le glucagon dont les
concentrations circulantes sont accrues au froid pourrait également jouer un réle activateur
(Kuroshima & Doi 1976 ; Kuroshima et al. 1978 ; Seitz et al. 1981). En effet le glucagon controle
I’expression de I’OAT aux niveaux traductionnel et post-traductionnel chez le rat (Nakajima &
Ishikawa 1971 ; Lyons & Pitot 1976 ; Hunter & Harper 1977 ; Mueckler et al. 1983). L'effet du

glucagon sur les hépatocytes serait médié par la voie AMPc puisque |'addition in vitro de
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glucagon et d’AMPc a des hépatocytes isolés de foie de rats soumis a un régime hypoprotéiné,
produit une augmentation de la traduction et de la transcription de I'Oat au méme titre qu’un

régime hyperprotéiné (Merrill et al. 1985).

Sur le plan métabolique, les protéines ingérées sont d’abord dégradées dans l'intestin en acides
aminés et composés NH,", lesquels transportés jusqu’au foie sont catabolisés en bicarbonate et
NH,". La toxicité de ces composés NH,", pour le cerveau en particulier, associée a leur
renouvellement constant confere au foie un r6le central dans le métabolisme azoté. Le
processus majeur de détoxification est assuré par le cycle de l'ornithine, situé dans les
hépatocytes péri-portaux des lobules hépatiques (Jungermann & Kutz 1989 ; Meijer et al. 1990 ;
Gebhardt 1992). La carbamoylphosphate synthétase, responsable de la synthése de l'urée et
premiere enzyme du cycle de 'ornithine, joue un réle clé dans cette voie métabolique. Comme
la carbamoylphosphate synthétase a une forte activité mais une faible affinité pour le NH,",
tous les ions ammonium ne sont pas convertis en urée dans la zone périportale et servent a la
synthése d’acides aminés non essentiels et des molécules azotées comme les purines ou
pyrimidines. La glutamine synthétase (GS) localisée dans les hépatocytes situés autour de la
veine centro-lobulaire, posséde une forte activité et une forte affinité pour les composés NH,",
elle empéche alors leur retour dans la circulation périphérique. Mais, pour remplir
complétement sa fonction, cette enzyme a besoin d’un taux suffisant de glutamate et c’est la
gue I'OAT intervient. Elle est colocalisée avec la GS et assurerait I'approvisionnement en
glutamate a partir de I'ornithine, seul présent dans cette zone péri-veineuse (Boon et al. 1999).
Nos résultats montrent d’ailleurs une augmentation de 185% de sa vitesse maximale de
réaction. Ainsi, "augmentation de I'activité OAT mesurée dans le foie en réponse a une
exposition au froid servirait au moins en partie a fournir le glutamate nécessaire a la
détoxification de I'organisme. Cette conclusion est cohérente avec les travaux de Lopez-Soriano
et Alemany (1988) qui montrent qu’une exposition a 4°C pendant 12 jours double I'activité de

la GS hépatique chez le rat.

En plus d’étre le précurseur du glutamate, I'ornithine, catabolisé par I'OAT, est aussi un
précurseur de la proline, de la glutamine, des acides aminés glucoformateurs via la
néoglucogenese. L'a—cétoglutarate, également formé, conduit a I'oxaloacétate qui est un
substrat clé de la néoglucogenese hépatique et rénale (Shiota et al. 1985 ; Shiota et al. 1995).
On pourrait donc imaginer un role clé de I'OAT hépatique dans la néoglucogenése accrue au

froid notamment sous le controle du glucagon. L'augmentation de I"OAT pour fournir des
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molécules glucoformatrices serait cohérente avec I'augmentation observée au froid d’autres
enzymes impliquées dans la néoglucogenése comme la phosphoenolpyruvate carboxykinase
[EC 4.1.1.32] et la pyruvate kinase [EC 2. 7. 1. 40] (Nakagawa & Nagai 1970). Cette
néoglucogenese activée au froid pourrait alimenter en substrats énergétiques les processus

thermogénes énergivores.

De maniére surprenante, nous n’avons pas observé de modification de I'activité OAT rénale. Le
rein est pourtant un site majeur de néoglucogenese et c’est une véritable coopération entre le
rein et le foie qui assure le maintien de '"homéostasie azotée. Nos résultats montrent que
I’exposition au froid des animaux ne modifie pas la différence artério-véneuse en arginine de
part et d’autre du rein, ce qui suggére une production d’arginine constante si le débit de
perfusion sanguine rénale est constant. Effectivement, chez le rat exposé au froid, le débit
sanguin rénal ne semble pas modifié (Adan et al. 1994). Ces observations tendraient a conforter
I'absence d’activation de I'OAT rénale que nous avons mise en évidence mais d’autres
investigations seront nécessaires pour éclaircir ce point. Il est également possible que les
capacités enzymatiques rénales, notamment pour I'OAT soient suffisantes pour assurer une
activation métabolique rénale au froid alors que d’autres tissus comme le foie nécessiteraient
une augmentation de certaines activités enzymatiques pour subvenir a des besoins cellulaires

fortement accrus.

A l'échelle de l'organisme, ce serait donc essentiellement I'augmentation du catabolisme
hépatique de l'ornithine qui pourrait ainsi approvisionner les processus thermogenes en
substrats énergétiques et notamment en glucose. Il est par exemple rapporté que |'utilisation
du glucose par le tissu adipeux brun, est augmentée de 21 fois chez des rats soumis a une
exposition prolongée au froid par rapport a celle des animaux témoins (Greco-Perotto et al.
1987). Cette néoglucogenese activée au froid pourrait également alimenter en substrats
énergétiques la thermogenése de frisson musculaire déclenchée des les premiers jours
d’exposition au froid, ce qui est cohérent avec le doublement de l'activité OAT hépatique
constatée au méme moment; l'activité thermogéne de frisson étant associée a une forte

activité glycolytique.

Dans notre étude, nous avons constaté I'augmentation de la masse du BAT qui résulte de son
activation et de la mise en place des mécanismes d’acclimatation au froid (NST) (Ikemoto et al.
1967 ; Smith & Horwitz 1969 ; Fregly et al. 1994a ; Cannon & Nedergaard 2004 ; Beaudry &
McClelland 2010 ; Bauwens et al. 2011 ; Mineo et al. 2012). Si la masse de BAT augmente,
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I'activité OAT du BAT diminue par contre rapidement et se maintient a partir du 77 jour
d’exposition au froid a un taux inférieur de 26% par rapport a celui des animaux témoins. Ce
résultat apparait surprenant si I'on considére que le froid induit une activation thermogéne du
BAT et une biogenése mitochondriale, dés les premiers jours d’exposition. Il est alors difficile
d’associer une diminution de I'activité OAT a la forte augmentation induite par le froid de
I'utilisation du glucose par les adipocyte bruns (Cannon & Nedergaard 2004). De facon
intéressante, cette diminution de I'activité OAT s’accompagne d’une forte augmentation de la
concentration du BAT en spermine, polyamine résultant d’'une série de réactions enzymatiques
initiée par la décarboxylation de I'ornithine par I'ornithine décarboxylase (ODC). Ces résultats
pourraient traduire une compétition entre la voie de I'OAT et la voie de synthése des
polyamines pour I'ornithine. Les polyamines ainsi formées pourraient soutenir I’hyperplasie du
BAT observée dés les premiers jours au froid comme le suggerent les récentes études qui
associent la fonction des polyamines a la croissance et a la prolifération cellulaire (Wallace et al.
2003). La réduction de I'OAT permettrait également de privilégier |'utilisation de I’arginine pour
la synthese protéique fortement stimulée dans un tissu en phase d’hyperplasie importante. Si la
finalité des variations de I'OAT dans le BAT peut étre argumentée, le contréle de cette
diminution apparait moins clair. Au vu du rbéle majeur joué par l'activité sympathique dans
I'activation thermogénique et I’hyperplasie des adipocytes bruns lors de I'exposition au froid
(Cannon & Nedergaard 2004), un role inhibiteur de la noradrénaline sur I'expression du gene de
I’OAT pourrait étre évoqué. Des expériences complémentaires sont nécessaires pour éclaircir ce

point.

Contrairement a ce qui est observé dans le BAT, une augmentation de l'activité OAT
accompagne la diminution de la masse du WAT, consécutive a I'activation métabolique et a
I"utilisation des réserves lipidiques lors de la phase chronique de I'exposition au froid (Bauwens
et al. 2011). Ces résultats illustrent la différence de fonctionnalité entre les tissus adipeux blanc
et brun lors de I'exposition au froid, I’hypertrophie du BAT étant associée a une réduction de
I’OAT alors que I'atrophie du WAT est associée a une hyperactivité de I'OAT. L'augmentation de
I'activité OAT dans le WAT favoriserait la formation de glutamate qui pourrait étre catabolisé en
o-cétoglutarate par la GLDH pour intégrer le cycle de Krebs. Or, il a été montré qu’une
exposition au froid provoque une diminution de I'activité de cette enzyme dans le WAT de rat
(Lopez-Soriano & Alemany 1986). Il en résulterait alors une augmentation du glutamate

intracellulaire qui associé au GABA (acide gamma-aminobutyrique), mis en évidence

150



récemment dans les adipocytes du WAT (Nicolaysen et al. 2007), pourrait avoir un rdle
paracrine dans la coordination de la libération ou de la captation des acides gras et autres
substrats métaboliques, du ou vers le sang. Cette hypothése pourrait étre étayée par I'activité
OAT du WAT qui se maintient a un niveau élevé apres 7 jours d’exposition au froid alors que les
animaux, face a la contrainte énergétique, utilisent leurs réserves en triglycérides et acides gras
par une lipolyse accrue au froid (Chaffe & Roberts 1971). Cette régulation locale est
probablement de moindre importance par rapport a la régulation centrale assurée par le
systeme sympathique. Le cerveau est le centre intégrateur des stimuli froids pergus par
I'organisme, c’est lui qui, par le biais de neurotransmetteurs dont le glutamate, précurseur du
GABA, provoque l'activation du BAT (Amir 1990a ; Amir 1990b ; Halvorson et al. 1990 ; Amir &
De Blasio 1991 ; Yoshimatsu et al. 1993). Des récentes études (Kong et al. 2012) ont montré
gue le GABA avait un role primordial dans I"'augmentation de la prise alimentaire et de la
dépense énergétique. Nos résultats montrent une augmentation précoce de I'OAT mesurée
dans le cerveau des souris exposées a 4°C. La plus grande quantité de glutamate générée
pourrait donc accroitre la quantité de neurotransmetteurs GABA au niveau de I’hypothalamus
et son effet orexigéne qui correspond tout a fait a I'augmentation rapide de la prise alimentaire

chez les souris exposées au froid.

Des études précédentes ont montré que la testotéronémie est un régulateur important de
I'activité OAT chez la souris. Elle régule négativement I'expression et |'activité de I'OAT rénale
(Levillain et al. 2005b; Levillain et al. 2011) et nos travaux de I'étude Il ont démontré que la
suppression de la testotérone par orchidectomie des souris entraine une augmentation de
I'activité OAT dans le WAT et les muscles squelettiques au cours de la croissance post natale.
Ainsi, la diminution de la testostéronémie qui se produit au cours de I'exposition au froid
(Moshkin et al. 1993) pourrait expliquer I'augmentation de I'activité OAT mesurée dans le WAT

des souris males.

Dans cette logique, une augmentation de I'activité OAT musculaire aurait d( étre observée chez
les souris exposées au froid et ceci d’autant plus que la premiére réponse adaptative mise en
place par les endothermes pour tenter de maintenir leur homéostasie thermique constante est
I'activation de la thermogenese de frisson qui a lieu dans les muscles squelettiques (Stoner
1971 ; Beaudry & McClelland 2010). La stimulation de leur activité contractile nécessite alors un
apport en substrats énergétiques qui aurait pu justifier une augmentation de leur activité OAT.

Or, aucune modification de cette activité OAT musculaire n’a été observée ni pendant la phase
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aigué, ni pendant la phase chronique de I'exposition au froid. Il en est de méme pour 'activité
OAT du muscle cardiaque et c’est aussi surprenant compte tenu de I'augmentation de la
fréquence cardiaque et de la tension artérielle induites par le froid (Fregly & Schechtman 1994 ;
Fregly et al. 1994b). Une orientation préférentielle du métabolisme de I'ornithine vers la
synthese des polyamines via |'activation de I'ODC peut alors étre évoquée, surtout que
contrairement a la situation limitante en arginine des souriceaux, I'arginine est produite en
guantité suffisante chez les souris adultes soumises au stress thermique froid. L’activation de
cette voie pourrait préserver les capacités musculaires en limitant la protéolyse induite tres
rapidement chez les animaux exposés a 4°C. Cette interprétation est renforcée par I'action
positive des polyamines sur la synthese des protéines contractiles et I'activité contractile

musculaire qui a été décrite par certains auteurs (Oriol-Audit 1978 ; lakovlev 1979).

Cette troisieme étude, loin de clarifier le réle de I'OAT, démontre cependant que son activité
s’adapte de maniére spécifique dans les organes qui sont impliqués dans les processus
d’acclimatation au froid. Dans le foie, elle associerait un réle de détoxification a celui de
fournisseur d’acides aminés glucoformateurs, en réponse a l’'augmentation conséquente de
I'ingéré protéique. La diminution de I'activité OAT du BAT résulterait d’'une compétition entre les
voies métaboliques qui permettent les flux d’acides aminés. Cette compétition se ferait en
faveur de la voie de synthése des polyamines qui soutiennent I’hyperplasie du BAT consécutive a
I’exposition au froid. Un phénoméne identique pourrait se produire dans le muscle squelettique
qui doit conserver ses capacités contractiles pour la thermogenese de frisson. L’augmentation
de l'activité OAT génere du glutamate et que ce soit au niveau du WAT ou du cerveau, ce
glutamate pourrait avoir un réle régulateur de la prise alimentaire et de la dépense
énergétique. Enfin, la baisse de la testostéronémie classiquement rapportée chez les animaux
exposés au froid pourrait contrebalancer les effets directs du froid sur I'activité OAT. Quoi qu’il
en soit d’autres investigations s’avérent nécessaires pour confirmer toutes nos hypothéses et
préciser la finalité des composés synthétisés au cours des différentes voies métaboliques de

I'OAT.
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Les acides aminés sont des constituants essentiels de I'organisme, ils jouent un réle capital dans
le métabolisme cellulaire. En raison de I'absence de stock d’acides aminés non associés a des
protéines, I'organisme doit gérer en permanence les différents flux inter-organes et inter-
cellulaires, et assurer un équilibre permanent entre synthése et dégradation. L'OAT est une
enzyme clef puisque réversible et située au carrefour des voies métaboliques qui générent ces
flux d’acides aminés. Elle permet de faire le lien entre I'arginine, acide aminé indispensable lors
de la croissance pour la synthése protéique, et le glutamate, I'a-cétoglutarate et la glutamine,
permettant aux acides aminés d’intégrer les voies métaboliques des glucides et des lipides,
substrats indispensables a la mise en place des mécanismes d’ajustement de I'organisme face a

des contraintes énergétiques.

Notre travail montre la synthese ubiquitaire de 'OAT chez la souris et fait apparaitre certains
tissus en particulier les muscles squelettiques, le BAT, le WAT, le cerveau comme des acteurs
importants dans le métabolisme de l'ornithine et ceci dans des conditions de contrainte
métabolique. La multiplication des investigations tissulaires chez la souris male et femelle
constitue la grande originalité de notre étude puisque jusqu’a présent, I'OAT a été étudiée
plutot chez le rat et 'homme, en ciblant I'intestin, le foie et les reins, tissus qui cooperent
effectivement pour moduler le flux d’acides aminés d’origine intestinale vers les tissus

périphériques.

1 - L’OAT une enzyme exprimée de facon ubiquitaire

Au cours de cette thése, nous avons d’abord démontré que I'OAT est une enzyme exprimée
dans de nombreux organes et établi une véritable cartographie de I'OAT murine. Ce travail
compléte celui de Yu et al. (2003) qui ont identifié I'expression du géne de I'OAT dans une
dizaine d’organes chez la souris. Nous avons non seulement montré I'expression du géne mais
mesuré 'activité de I'enzyme OAT dans plus de 20 organes et tissus de souris males et femelles,
la présence des transcrits étant associée a une activité détectable. Nos résultats montrent
clairement que l'activité OAT varie tres fortement en fonction de I'organe et du sexe de
I'animal. Un dimorphisme sexuel de I'activité OAT est mis en évidence dans 13 des organes
étudiés. C’est ainsi que I'activité OAT des souris femelles est supérieure a celle des souris males
dans le foie, le rein, la glande sous-maxillaire, le poumon, la glande surrénale, le thymus, le
WAT, les muscles squelettiques. Cette activité OAT est mesurée classiquement par mg de

protéines ou par mg de tissu frais, or si I'on considere la masse totale que représentent certains
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organes ou tissus dans l'organisme, ils pourraient contribuer grandement au métabolisme
global de I'ornithine. Nos résultats montrent en effet que le muscle squelettique présente une
faible activité OAT par mg de protéines par comparaison a celle du foie, mais compte tenu de la
masse musculaire totale de la souris, ce tissu est un des principaux contributeurs au
métabolisme de l'ornithine. Cette forte contribution du tissu musculaire était insoupgonnée
jusque-la au cours de la croissance post natale. Ajouté a cela, certains tissus comme le BAT et le
WAT montrent une grande plasticité pondérale en fonction des contraintes énergétiques. Le
moindre ajustement de cette enzyme aux changements métaboliques peut ainsi correspondre
a une modification importante de 'activité OAT de la globalité du tissu.

Ces données nous ameénent a repenser le dogme établi depuis de nombreuses années qui
consiste a étudier 'activité OAT seulement dans le foie, les reins et I'intestin des souris (Riby et
al. 1990 ; Lim et al. 1998 ; Yu et al. 2003 ; Levillain et al. 2005b ; Levillain et al. 2007 ; Ventura et
al. 2009). Méme si ces organes coopérent efficacement pour assurer |'équilibre azoté de
I'organisme, notre étude suggére de prendre en compte la contribution des autres organes
dont I'activité OAT peut étre non négligeable et modulée dans des situations physiologiques
particulieres comme la croissance postnatale ou lors de contraintes énergétiques comme

I’exposition au froid.

Cependant, la plupart des organes présentent une hétérogénéité tissulaire et cellulaire et il a
par exemple été démontré que dans le foie, l'intestin et le rein I'expression de I'OAT est
restreinte a certaines zones du tissu et a certaines populations cellulaires. Ainsi, dans le foie de
rongeurs, I'OAT est exprimée dans les hépatocytes péri-veineux (Brennan et al. 1970 ; Kuo et al.
1991), ce qui ne représente que 10% de l'organe. Dans l'intestin, 'OAT est exprimée
uniqguement dans les entérocytes au niveau des villosités intestinales (Riby et al. 1990 ; Lim et
al. 1998 ; Yu et al. 2003). Dans le rein, 'OAT est exprimée dans la médulla au niveau des
branches ascendantes de Henlé chez les males, alors que chez les femelles elle est exprimée au
niveau cortical dans les tubes proximaux (Levillain et al. 2007). Une cartographie plus fine de
I’expression cellulaire de I'OAT dans les tissus étudiés aurait, malgré sa lourdeur, grandement
enrichi nos résultats. Ceci nous ameéne a considérer le caractere mixte des muscles
squelettiques que nous avons utilisés dans nos travaux. Les variations du phénotype musculaire
au cours de la croissance et en fonction des contraintes métaboliques est de plus bien connu
(Close 1972 ; Walters & Constable 1993). Il serait donc intéressant de corréler les variations de

I"activité OAT a la composition du muscle. Un pourcentage élevé de fibres oxydatives possédant
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de nombreuses mitochondries pourrait aller de pair avec une activité OAT élevée.
L'augmentation de l'activité OAT mesurée dans les muscles squelettiques au cours de la

croissance pourrait ainsi correspondre pour partie a I'acquisition de leur caractére oxydatif.

2 - Une enzyme dont I'activité varie de maniere spécifique dans chaque organe, selon le sexe

de 'animal et en fonction des contraintes métaboliques

Nos deux études expérimentales ont ciblé des situations qui entrainent des ajustements
métaboliques, les uns liés a la croissance post-natale, les autres a une exposition aigué et
chronique au froid. Ces deux situations ont en commun des modifications de la prise
alimentaire et donc de I'apport azoté, et des modifications hormonales qui induisent une
régulation précise du métabolisme azoté. Il s’avere que chaque organe participe a sa facon au
maintien de I'équilibre des flux d’acides aminés, nous avons donc pris le parti d’analyser les
variations de l'activité OAT et les implications potentielles par organe, le foie, les muscles
squelettiques, le BAT et le WAT étant les organes et tissus qui montrent les plus grandes

variations de 'activité OAT.

Dans le foie, I'activité OAT augmente au 22°me jour de la vie du souriceau. Le sevrage précoce
n‘ayant pas d’effet significatif sur I'activité OAT hépatique, nous ne pouvons rapporter son
augmentation au passage d’une alimentation lactée contenant de 6 a 10 % de protéines a une
alimentation solide dont la teneur en protéines est de 18%. Pourtant c’est bien 'augmentation
importante de la prise alimentaire chez les souris adultes soumises a un stress thermique de
4°C qui semble induire une augmentation rapide et conséquente de l'activité OAT hépatique.
L'immaturité de la machinerie enzymatique hépatique décrite chez les souriceaux (De Jonge et
al. 1998) pourrait expliquer I'absence d’effet d’un sevrage anticipé ou bien une augmentation
d’environ 10% de l'ingéré protéique serait insuffisante pour induire des modifications
significatives de I'activité OAT hépatique. Cette augmentation de I'activité OAT pourrait servir
en premier lieu a produire du glutamate, d’abord pour détoxifier I'organisme en éliminant les
ions NH4" produits en excés par 'augmentation de 'apport protéique alimentaire (Kuo et al.
1991), puis pour alimenter la néoglucogenese hépatique et rénale (Mallette et al. 1969) en
réponse a |'activation métabolique induite aussi bien par la croissance que par I'exposition au
froid. Au froid, I’exces d’acides aminés produits par une protéolyse activée (Chaffee & Roberts
1971) pourrait également étre géré grace a I'augmentation de I'activité OAT. Il aurait été

intéressant d’empécher I'augmentation de la prise alimentaire d’'un groupe de souris soumises
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au froid en les nourrissant au niveau de I'ingéré des témoins maintenus a 25°C pour mesurer le
réel impact de I'ingéré protéique sur l'activité OAT hépatique. Des expériences de ce type
réalisées chez le rat (Klain et al. 1963) ont montré que I'effet stimulateur du froid sur certaines
enzymes du métabolisme hépatique des acides aminés n’était plus observé chez des rats pair-
fed (arginase par exemple), alors que pour d’autres, I'effet du froid était conservé (Tyrosine-a-
cétoglutarate transaminase par exemple). La protéolyse, notamment musculaire suffirait-elle
alors a combler le déficit en acides aminés consécutifs a la contrainte énergétique ?
L’exposition de souris OAT”" au froid pourrait confirmer I'importance de I'OAT hépatique dans

la gestion du métabolisme azoté.

Dans les muscles squelettiques, I'activité OAT varie fortement au cours du développement
postnatal, mais reste constante au cours de I'exposition au froid. Au cours du développement
postnatal (a I’dge de 20 jours), ce sont les muscles squelettiques, dont I'activité OAT totale est
la plus forte, qui pourraient contribuer pour prés de 50% a la production globale de P5C.
Contrairement a ce qui se passe dans le foie, I'activité OAT est fortement perturbée par un
sevrage précoce dans les muscles squelettiques. Ce qui nous a conduit a envisager que I'activité
OAT tissulaire est régulée localement et en fonction des besoins cellulaires et/ou de
I’organisme. Nous avons méme envisagé que le flux généré par 'OAT musculaire puisse se faire
dans le sens de la synthese de l'ornithine plutdét que dans le sens de sa dégradation pour
expliquer une augmentation de l'activité OAT jusqu’au 20 jour, alors que les conditions en
arginine sont limitantes, et sa diminution brutale dés le sevrage des animaux au 21eme jour.
Cette hypothese contredit I'idée classique d’une OAT fonctionnant dans le sens de la synthese
d’ornithine dans l'intestin alors qu’elle fonctionnerait dans le sens de la dégradation de
I'ornithine dans les autres tissus. Pourtant un fonctionnement de I'OAT dans le sens de la
synthése serait possible chez les souriceaux non sevrés car la synthése d’ornithine requiert du
glutamate et la proline qui sont abondants dans le lait de souris (Meier et al. 1967). L’arginine
économisée par la réduction de I'activité de la voir OAT pourrait alors servir de brique a la
synthése protéiqgue musculaire et/ou de substrat a la voie des polyamines, activateurs
potentiels de la croissance et du développement (Lee & MacLean 2011). L’arginine apparait en
effet comme un des acides aminés dont la quantité utilisée pour la synthese protéique dépasse
la quantité apportée par I'alimentation, ce qui implique un apport indispensable par la synthése

endogeéne dans l'intestin (Davis et al. 1993). D’ailleurs, une supplémentation de 14 jours en

arginine des la naissance des souriceaux OAT" permet leur survie. C’est dire I'importance de
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I'arginine dans le métabolisme général des acides aminés dans la période post-natale et c’est
probablement I'apport en arginine par |'alimentation et la réduction des apports en glutamate
et proline qui pourraient contribuer a la diminution de I'activité OAT musculaire apres le
sevrage. Le mécanisme par lequel I'arginine pourrait moduler I'activité OAT reste cependant a
identifier. L’arginine pouvant étre a I'origine d’oxyde nitrique (NO) ou moduler I'expression et
I'activité de facteurs régulateurs de I'expression génique ou de I'activité métabolique comme
PGC1-a et 'AMPK (Tan et al. 2012), on pourrait imaginer un contréle de I'expression de I'OAT
et donc de l'activité de I'enzyme par ces voies de régulations. La encore des expériences

complémentaires sont nécessaires pour clarifier cette hypothéese.

Ces hypotheéses ouvrent des perspectives intéressantes. Il faudrait vérifier I'activation des
autres voies métaboliques notamment celle de I’'ODC, génératrice des polyamines. La
réversibilité de 'OAT musculaire en faveur de la synthése d’ornithine devra étre confirmée. Il
serait intéressant d’injecter de la gabaculine, inhibiteur de I’OAT, aux souriceaux avant leur
sevrage et de mesurer les concentrations en arginine, ornithine et glutamate dans les muscles
squelettiques. Une augmentation de la concentration tissulaire en glutamate et une diminution
en ornithine et en arginine, pourrait argumenter notre hypothése a condition que le glutamate

non utilisé ne soit pas directement dirigé vers le cycle de Krebs.

Dans le BAT, I'activité OAT ne varie pas au cours du développement postnatal, mais elle
diminue au cours de I'exposition au froid. Si le BAT est fortement activé lors des les premiers
jours apreés la naissance en raison du stress thermique lié au passage de I’environnement utérin
dans un environnement dont la température ambiante est plus faible, I'activation thermogene
du BAT tend ensuite a fortement diminuer pour des souriceaux maintenus en groupe dans une
animalerie dont la température est régulée a 25°C. On peut donc penser que dans la période
étudiée, le BAT n’était pas activé spécifiquement pour des besoins thermogéniques. C’est
probablement ce qui a contribué a la relative stabilité de I'activité OAT dans le BAT au cours de
la croissance postnatale. Chez I'adulte exposé au froid en revanche, nous avons noté une

eme

diminution significative de I'activité OAT des le 27 jour de I'exposition. Résultat surprenant si
I'on considere que la contrainte énergétique induit une biogeneése mitochondriale des les
premiers jours d’exposition au froid. Cette diminution de I'activité OAT s’accompagne d’une
forte augmentation de la concentration en spermine qui suggere une activation de I'ODC. Les
polyamines ainsi formées pourraient soutenir I'hyperplasie du BAT comme le suggerent les

récentes études qui associent la fonction des polyamines a la croissance et a la prolifération
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cellulaire (Wallace et al. 2003). Ces résultats pourraient traduire une compétition entre la voie
de I'OAT et la voie de synthese des polyamines pour leur méme substrat, I'ornithine. La
réduction de I'activité OAT dans le BAT pourrait également favoriser 'utilisation de I'ornithine
pour former de la citrulline via I'ornithine carbamoyltransférase pour permettre la formation
d’argininosuccinate dans le cytoplasme et la formation d’arginine via I'argininosuccinate lyase.
A partir de cette arginine cytoplasmique, on pourrait soit favoriser la formation de NO via la NO
synthase ou stimuler la voie mTor. Il en découlerait une activation de la synthése de protéines

mitochondriales et une mitochondriogenése accrue (Fig. 64 ; Tan et al. 2012).
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Figure 64 : Activation de la croissance du tissu adipeux brun par I’arginine (d’apres Tan et al.

2012)

Cette hypothese n’est toutefois pas supportée par des travaux chez le rat qui montrent qu’une
exposition chronique de 15 jours a 4°C modifie I’homéostasie intra-tissulaire des acides aminés

dans le BAT (Lépez-Soriano & Alemany 1987). Ces auteurs décrivent en effet une concentration
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tissulaire en glutamate doublée alors que les concentrations en arginine et en ornithine sont
diminuées de moitié, ce qui suggérerait plutot un catabolisme accru de I'ornithine pour former
du glutamate, surtout qu’ils constatent de plus une augmentation de I'activité de la glutamate
deshydogénase et une diminution de la glutamine synthétase qui conduisent a une activation
du cycle Krebs. Toutefois ces mémes auteurs ont montré (Lopez-Soriano et al. 1988) a partir
des différences artério-veineuses en acides aminés et du débit sanguin tissulaire que le BAT des
rats exposés 15 jours au froid augmentait fortement son captage de glutamate (x19) et de
glutamine (x10). La réduction de I'activité OAT du BAT que nous avons observée pourrait donc
étre cohérente avec les données tissulaires (Lopez-Soriano & Alemany 1987) si I'utilisation de
I'arginine par la NO synthase est effectivement fortement stimulée dans le BAT au froid et si le
glutamate provient du sang ou de la glutamine. Une étude plus approfondie des concentrations
tissulaires en acides aminés et des différentes voies métaboliques de I'ornithine devra étre
poursuivie chez la souris pour clarifier le véritable role de I’OAT dans l'activation du BAT au

froid.

Dans le WAT, I'activité OAT diminue aprés le sevrage (21éme jour) des souriceaux alors qu’elle

eme

augmente de maniere tres significative chez les souris adultes dés le 2" jour de leur exposition
au froid. Un réle commun de I'OAT se dégage de ces deux situations, fournir des substrats
énergétiques a partir de la synthese de glutamate, et ceci en fonction des besoins énergétiques
de l'organisme. L'activité OAT du WAT semble donc varier parallelement a I'activité lipolytique
du tissu. Aprés le sevrage, I'activité lipolytique est probablement réduite en liaison avec une
alimentation riche fournie ad libitum au profit d’une lipogenése et un stockage accrue des
triglycérides conduisant au développement des dépobts de tissu adipeux blanc. Dans ces
conditions I'activité OAT est rapidement réduite. Au froid par contre, les besoins en substrats
énergétiques augmentent considérablement et la lipolyse est fortement activée en réponse a
I'action de différentes hormones lipolytiques parmi lesquelles le glucagon dont la concentration
circulante est accrue au froid (Kuroshima & Doi 1976 ; Kuroshima et al. 1978 ; Seitz et al. 1981).
Comme le glucagon contréle I'expression de I"OAT aux niveaux traductionnel et post-
traductionnel dans le foie de rat (Nakajima & Ishikawa 1971 ; Lyons & Pitot 1976 ; Hunter &
Harper 1977 ; Mueckler et al. 1983), on pourrait imaginer une stimulation similaire dans le WAT
de souris. Dans ces conditions, I'activité OAT du WAT serait rapidement augmentée au froid en
parallele de [I'activation des processus thermogenes, gros consommateurs d’énergie.

L'augmentation de l'activit¢ OAT pourrait permettre de fournir des précurseurs pour la
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néoglucogenese activée au froid dans le foie et le rein (Chaffee & Roberts, 1971). Le glutamate
pourrait également étre métabolisé en acétyl-CoA et servir de précurseur a la lipogenese
(Kowalchuk et al. 1988) afin de reconstituer des stocks de triglycérides fortement réduits par la
lipolyse accrue. Par ailleurs, la découverte récente de la présence de GABA dans le WAT
(Nicolaysen et al. 2007) suggéere également une probable « neuromédiation » locale dans
laquelle le glutamate jouerait le réle de médiateur paracrine pour synchroniser la lipolyse dans
les adipocytes. Nos résultats sur le WAT renforcent I'idée que le métabolisme des acides
aminés est loin d’étre négligeable dans le tissu adipeux blanc en accord avec la littérature chez

le rat et 'homme (Kowalchuk et al. 1988 ; Patterson et al. 2002).

Comme la littérature le laissait supposer, I'activité OAT varie de maniére propre a la souris. Les
variations mesurées sont spécifiques de I'organe et du role que joue I'organe dans le maintien

de I’équilibre azoté face a des contraintes de types métaboliques.
3 - Une enzyme dont la régulation de I’expression est complexe

Plusieurs facteurs semblent impliquer dans la régulation de I'expression de I’OAT. Nous avons
déja évoqué l'influence de I'apport protéique ingéré sur 'activité OAT hépatique et sur 'activité

OAT musculaire lors de la croissance post natale.

Il a été démontré que la testostérone régule négativement I'expression de I’OAT rénale chez la
souris (Levillain et al. 2007 ; Levillain et al. 2011) et qu’elle est responsable de I'existence d’un
dimorphisme sexuel de I'activité OAT en faveur des femelles. Nos résultats montrent que tous
les tissus explorés présentent un dimorphisme sexuel de I'activité OAT, sauf le cceur, le cerveau
et le BAT. Ceci est assez surprenant puisque I'OAT murine est codée par un unique géne
contenant la séquence nucléotidique spécifique des ARE (AndrogenResponseElement)(Nelson
et al. 1999 ; Verrijdt et al. 2003 ; Levillain et al. 2011). La testostérone devrait donc exercer un
effet similaire sur tous les organes. Une explication possible serait I'absence de récepteurs
nucléaires a la testostérone dans certains organes empéchant ainsi sa fixation sur les ARE et
son action sur I'expression de I'Oat. On peut également proposer que la régulation tissu-
spécifique de I'expression de I'Oat par la testostérone puisse dépendre de I'expression tissu-
spécifique de protéines co-régulatrices qui affectent I’activité transcriptionnelle des récepteurs

des androgenes (Heinlein & Chang 2002).

Nos situations expérimentales, qu’elles soient physiologiques, la croissance postnatale ou

contraignantes pour I'organisme, I'exposition au froid, induisent des modifications hormonales
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gui impactent I'activité OAT en fonction de 'organe ou du tissu considéré. Dans notre travail,
nous avons confirmé l'importance de la testostérone dans la régulation de I'expression de I’OAT
dans le foie, le WAT et les muscles squelettiques. Les variations de I'activité OAT observées
dans ces organes au moment de la puberté et la confirmation des effets de la testostérone par
orchidectomie des animaux montrent clairement que les androgénes contribuent aux
changements importants de I'activité OAT mais avec des effets opposés selon les tissus. La
testostérone stimule I'activité hépatique alors qu’elle régule négativement I'activité OAT du
muscle squelettique et du WAT. La diminution de la testostéronémie lors de I'exposition au
froid est bien connue et serait en partie responsable de 'augmentation de I'activité OAT dans le
WAT. En raison de I'importance de la régulation du BAT et du WAT par le systéme nerveux
sympathique lors d’'une exposition au froid, il serait intéressant de mesurer les effets de la

noradrénaline sur 'activité OAT de ces deux organes

Les variations de I'activité OAT observées dans le foie, les muscles et le WAT au cours de la
croissance postnatale sont corrélées a I'évolution des taux plasmatiques de corticostérone qui

pourrait avoir un réle dans la régulation post-natale de I'activité OAT de ces organes.

Les hormones thyroidiennes pourraient aussi étre impliquées dans cette régulation postnatale
en raison i) de I'augmentation rapide du taux de 3,5,3’-triiodo-L-thyronine (T3) plasmatique a la
naissance et qui atteint un maximum durant la deuxieme semaine du développement postnatal
de la souris (Hadj-Sahraoui et al. 2000) et ii) de I'action exercée par la T3 sur I'expression de
I"OAT (Shull et al. 1995b). Il a été de plus démontré chez la souris, que le géne codant I'OAT
contient dans sa séquence 5’ régulatrice une séquence similaire a la séquence codant pour les
THRE (Thyroid Hormone Responsive Element) (Mitchell et al. 1988). La Ts agirait donc
directement sur la transcription du géne de I'OAT par I'intermédiaire de récepteurs nucléaires
fonctionnant comme des facteurs de transcription activés par la liaison de leur ligand ou bien
directement au niveau du géne lui-méme via la probable séquence THRE. De méme, lors de
I’exposition au froid, la synthese et la libération des hormones thyroidiennes sont augmentées
(Melander & Rerup 1968 ; Dubuc 1991). Elles pourraient donc jouer un role important dans la

régulation de I'expression de I’Oat, notamment dans les muscles squelettiques.

Le glucagon semble également étre une hormone importante de la régulation de I'expression
de I'Oat notamment dans des situations de déficit énergétique relatif comme lors de la période

pré-sevrage ou lors de I'exposition au froid. Cette hormone pancréatique connue pour
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contréler I'expression de I’Oat aux niveaux traductionnel et post-traductionnel dans le foie de
rat (Nakajima & Ishikawa 1971 ; Lyons & Pitot 1976 ; Hunter & Harper 1977 ; Mueckler et al.

1983) pourrait réguler positivement I'expression de I'Oat dans le foie et le WAT de souris.

La régulation hormonale de I'activité OAT reste complexe en raison de 'action synergique des
hormones pour une méme contrainte métabolique. L'utilisation d’inhibiteurs spécifiques de
leur synthese, en particulier lors des périodes d’inductions hormonales, croissance, puberté,

stress thermique, pourrait clarifier le réle de chacune d’entre elles dans la régulation de I’OAT.

4 — Existe-t-il des isoformes de I’'OAT ?

La disparité des réponses de I'OAT observée dans notre travail, sa régulation spécifique pour
chaque tissu, selon le sexe de I'animal, les différences de Ky mesurées entre les différents
organes ou tissus ainsi que les différences observée dans l'efficacité de I'inhibition de la
réaction enzymatique par la gabaculine sont des arguments en faveur de I'existence d’iso-
formes de I’OAT. Hypothese réfutée par des études qui ont comparé I’OAT issue du foie, du rein
et de l'intestin gréle de rat et qui ont montré que leur comportement lors de la centrifugation
et leur comportement électrophorétique, leur spectre d’absorption, leur pH optimal ou bien
leur affinité pour I'ornithine ainsi que pour l'a-cétoglutarate sont identiques (Sanada et al.
1970). Pourtant, une nouvelle forme d’OAT résistante au 5-fluoromethylornithine (5-FMO), un
autre inhibiteur de I'OAT, et logiquement appelée « OAT 5FMO résistante» a bien été
découverte dans certains tissus de souris (Daune & Seiler 1988 ; Daune et al. 1988). Cette
« OAT 5-FMO résistante » montre, en fonction du tissu étudié, une plus ou moins grande
capacité a étre inhibée par la gabaculine (Daune et al. 1988 ; Alonso & Rubio 1989). L’existence
d’une telle forme d’OAT dans les différents organes de notre étude pourrait expliquer les

variations du pourcentage d’inhibition de I'activité OAT observées en présence de gabaculine.

Il serait donc intéressant d’explorer plus précisément cette hypothese de I'existence d’iso-
formes de IOAT en fonction de I'organe et du sexe des animaux. Ces iso-formes pourraient
avoir des propriétés physico-chimiques différentes (Volpe et al. 1974) ou bien des tailles
différentes (Sanada et al. 1970). Elles pourraient étre ainsi différentiellement identifiées par

électrophorese 2D en fonction de leur profil de migration.
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5—Un réle potentiel de 'OAT dans la modulation des concentrations tissulaires d’arginine ?

Notre travail apporte donc de nombreuses informations sur les variations locales de I'activité
OAT en fonction des changements métaboliques induits par une modification de l'ingéré
protéique et ou une modification du statut hormonal chez la souris. Nos résultats encouragent
a considérer que l'activité OAT des muscles squelettiques, du WAT et du BAT participe au
méme titre que le foie et les reins au maintien de I'équilibre azoté de I'organisme surtout dans

des conditions de contraintes métaboliques.

A travers les résultats obtenus dans les différentes situations expérimentales utilisées, il semble
gue la disponibilité en arginine soit un facteur qui module profondément I'activité OAT, ce qui
pourrait expliquer les variations plus marquées de I'activité OAT au cours de la croissance post
natale ou la disponibilité en arginine peut étre limitante que lors d’une contrainte énergétique
chez la souris adulte. A I'inverse I'activité OAT pourrait contribuer a moduler I'arginine dans les
cellules. En effet, la régulation complexe de I'OAT pourrait peut étre correspondre a son
positionnement métabolique pour fournir des précurseurs néoglucogéniques ou des
intermédiaires du cycle de Krebs et contribuer a la synthése et a la dégradation de I'arginine.
L’activité de I'OAT pourrait donc contribuer a moduler le devenir et la concentration cellulaire
de 'arginine. Cet acide aminé apparait central (Fig. 65) dans de multiples régulations cellulaires
(Wu & Morris 1998 ; Wu et al. 2009 ; Tan et al. 2012). L'intérét pour 'arginine est renforcé par
I'observation que la supplémentation de l'aliment par cet acide aminé réduit I'obésité,
augmente la dépense énergétique, stimule le BAT et réduit la masse grasse (McKnight et al.

2010; Tan et al. 2012).

Par son activité I'OAT pourrait donc largement moduler la concentration cellulaire de I'arginine
et donc moduler de multiples phénomenes cellulaires. En fonction de la disponibilité de
I'arginine, des contraintes métaboliques et des stimulations endocrines exercées sur les
cellules, I'OAT pourrait fonctionner comme un pivot central entre les voies métaboliques et les
voies de signalisation cellulaire. Par extension, nos résultats mettent en évidence que l'idée
simpliste selon laquelle I'OAT fonctionnerait dans le sens de la synthese d’ornithine dans
I'intestin et dans le sens de la dégradation de I'ornithine dans tous les autres tissus doit étre

largement réévaluée.
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Figure 65 : Roles potentiels de I’OAT dans I'activité métabolique et les régulations cellulaires. Ce
Schéma synthétique compléte la figure 2 (voir légende pour la correspondance numéros/enzymes) et
résume nos éléments de discussion. Les fleches jaunes indiquent des effets stimulateurs sur des voies de
signalisation ou des phénomeénes cellulaires. D’aprés Wu et al. 2009 et Tan et al. 2012.

A ce stade, il apparait essentiel que les études futures ne considerent pas uniquement I'activité
de I'OAT mais incluent également I'étude plus précise des différentes voies métaboliques de
I’ornithine et des différents substrats et molécules cellulaires (au moins par organe) pour avoir
une vision plus intégrative des processus mis en jeu et du sens des réactions biochimiques. Des
études utilisant des traceurs apparaissent cruciales pour apprécier les flux de métabolites dans
et entre les organes et selon les conditions expérimentales. Ceci permettrait de confirmer

I'orientation préférentielle du métabolisme de 'ornithine vers la voie des polyamines dans les
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phénoménes de prolifération cellulaire et de croissance tissulaire, vers la formation d’arginine
ou vers les voies néoglucogéniques ou anaplérotiques. A I’évidence, I'OAT reste pour nous une

enzyme complexe qui ne nous a pas révélé tous ses secrets.

En conclusion, I'expression ubiquitaire de I'OAT et ses variations d’expression et d’activité en
relation avec des contraintes énergétiques liées a la croissance, le sevrage et I'exposition au
froid soulignent lI'importance potentielle de cette enzyme dans de multiples processus
cellulaires. Plus largement, ces résultats illustrent que le métabolisme des acides aminés, bien
gue souvent trop peu étudié, peut avoir une grande importance dans les réponses
physiologiques de I'organisme aux contraintes métaboliques rencontrées au cours de la vie. Les
différentes voies du métabolisme des acides aminés, qui peuvent contribuer a fournir des
briqgues a la synthese de protéines, des substrats énergétiques ou des facteur d’activation
cellulaire mériteraient donc de plus amples investigations lors de I'étude des contraintes
métaboliques. Ces processus pourraient représenter des étapes clés dans les réponses

adaptives des organismes a leur environnement.
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ABSTRACT

Ornithine aminotransferase (L-ornithine 2-oxoacid aminotransferase, OAT) is widely expressed in organs, but
studies in mice have focused primarily on the intestine, kidney and liver because of the high OAT-specific activity

in these tissues.

This study aimed to investigate OAT activity in adult mouse tissues to assess the potential contribution to ornithine

metabolism and to determine OAT control during postnatal development.

OAT activity was widely distributed in mouse tissues. Sexual dimorphism was observed for most tissues in adults,
with greater activity in females than in males. The contribution of skeletal muscles to total OAT activity (34% in
males and 27% in females) was the greatest (50%) of the investigated tissues in pre-weaned mice and was similar to
that of the liver in adults. OAT activity was found to be regulated in a tissue-specific manner during post-natal
development in parallel with large changes in the plasma testosterone and corticosterone levels. After weaning,
OAT activity markedly increased in the liver but dropped in the skeletal muscle and adipose tissue. Anticipating
weaning for 3 days led to an earlier reduction of OAT activity in skeletal muscles. Orchidectomy in adults decreased

OAT activity in the liver but increased it in skeletal muscle and adipose tissue.

We concluded that the contribution of skeletal muscle to mouse ornithine metabolism may have been
underestimated. The regulation of OAT in skeletal muscles differs from that in the liver. The present findings

suggest important and tissue-specific metabolic roles for OAT during postnatal development in mice.

Key words: orchidectomy; testosterone; liver; skeletal muscle; weaning; post-natal
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Introduction

In addition to their role as the building blocks of proteins and polypeptides, amino acids regulate key cellular
processes and metabolic pathways that are necessary for maintenance, growth, reproduction and immunity (review
in Wu et al. 2009). Among them, glutamate and proline are of interest because of their implication in cellular
communication, the extracellular matrix and neoglucogenesis (Kim et al. 2007; Wu et al. 2013). These amino acids
can be formed through the catalytic activity of ornithine aminotransferase (L-ornithine 2-oxoacid aminotransferase,
OAT, EC 2.6.1.13), an enzyme that is widely expressed throughout all kingdoms (bacteria, fungi, plants and
animals) (Scher and Vogel 1957; Lu and Mazelis 1975; Nada et al. 2010) and links the production of amino acids to
synthesise proteins and glucose to produce energy. L-ornithine, the substrate of OAT, is indeed known to play a
pivotal role in several metabolic pathways as a precursor for L-proline, L-glutamate, L-glutamine, L-citrulline and

L-arginine biosynthesis.

OAT catalyses the reversible transamination of L-ornithine with a-ketoglutarate leading to the production of one
molecule of glutamate and one molecule of glutamate-y-semialdehyde, which is spontaneously converted into A'-
pyrroline-5-carboxylate (Fig. 1). The latter molecule can be metabolised further into a second molecule of glutamate
or a molecule of proline. In the reverse direction, the transamination of glutamate with A'-pyrroline-5-carboxylate to
produce L-ornithine and a-ketoglutarate is catalysed by OAT. In that way, OAT represents an anaplerotic reaction
that can replenish components of the Krebs cycle by synthesising a-ketoglutarate through the transamination of

glutamate (Boutry et al. 2012; Yao et al. 2012; Wu et al. 2013).

OAT is expressed in many tissues in rats (Herzfeld and Knox 1968; Herzfeld and Raper 1976; Alonso and Rubio
1989; Kumar et al. 2009) but functionally, the reversible reaction catalysed by OAT is rather specialised for
ornithine synthesis in the intestine and for ornithine catabolism in other organs (Alonzo and Rubio, 1989;
Matsuzawa et al. 1994). OAT expression has been less widely studied in mouse tissues, with studies focusing only
on the liver, kidney and intestine (Lim et al. 1998; Yu et al. 2003; Levillain et al. 2005; Levillain et al. 2007,
Ventura et al. 2009) that exhibited the highest specific OAT activities. Other tissues have not been studied. This
relative disinterest could be misleading, as the low specific activity in large tissues could result in a higher

contribution to whole body ornithine metabolism.

During peri-natal development, OAT plays an essential role because the absence of OAT expression in mice is lethal
shortly after birth (Wang et al. 1995). Because lethality can be rescued through short-term arginine supplementation
(Wang et al. 1995), it was postulated that arginine, an essential amino acid in young mammals (Wu et al. 2009;
2013), cannot be synthesised from ornithine in the gut of OAT” mice. Therefore, the availability of arginine to the
hepatic urea cycle and tissue synthesis of proteins and nitric oxide is reduced (Kerwin and Heller 1994; Wang et al.
1995). The modulation of OAT activity to produce or spare arginine would therefore be of utmost importance in the
early postnatal period when arginine availability is rather limited due to its small quantity in mother’s milk and
when insufficient endogenous synthesis occurs to fulfil the arginine requirements and achieve maximal growth
(Visek 1986; Davies et al. 1993; Reyes et al. 1994; Cynober and Coudray-Lucas 1995). The postnatal ontogenic
changes in the liver and kidney OAT expression have already been investigated and results showed a gradual

increase within the first weeks of life in rats and mice, but large changes at puberty with the onset of sexual hormone
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secretion (Herzfeld and Knox 1968; Volpe et al. 1969; Levillain et al. 2007). 17B-Estradiol is known to upregulate
OAT expression in the rat kidney (Herzfeld and Knox 1968; Lyons and Pitot 1977; Mueckler and Pitot 1983;
Mueckler et al. 1984; Levillain et al. 2004), while testosterone downregulates OAT expression in the mouse kidney
(Levillain et al. 2005). However, the ontogenic profile of OAT activity in the liver and kidney does not apply to all
tissues. For instance, intestinal OAT activity was very high at birth but markedly reduced at weaning (Wang et al.
1995). Because no information on OAT expression in other tissues is available during mouse postnatal development,

it cannot be inferred that the ontogenic pattern and endocrine regulation is similar in all tissues.

The aim of this study was i) to investigate OAT expression and activity in a variety of mouse tissues in order to
determine their respective potential contribution to ornithine catabolism, and ii) to analyze OAT activity during

postnatal development in different mouse tissues and investigate potential regulatory factors.

Materials and methods

Animals

In a first series of experiments, adult male (35-40 g) and female (30-32 g) Swiss mice obtained from Janvier (Le
Genest-Saint-Isle, France) were used. Animals were given free access to tap water and standard laboratory food

(2018 Teklad Global, 18% Protein Rodent Diet, Harlan, Gannat, France).

In a second series of experiments, adult male and female Swiss mice from Janvier were mated (1 male for 2
females). As soon as the first signs of pregnancy were observed, females were reared in individual boxes. Due to the
high protein need during gestation and lactation (Millican et al. 1987), females were given free access to tap water
and a protein-enriched diet (20% Protein SPPS, Safe, Vénissieux, France). Pups were killed at postnatal days 5, 10,
15, 18, 20, 22, 25, 27, 30, 35, 40 and 45. Pups were classically weaned at postnatal day 21, but in a parallel
experiment, some pups were weaned earlier at postnatal day 18 (anticipated weaning) and killed at 19, 20 or 21 days
old. After removal from their mother, pups were given free access to standard laboratory food. To minimise the
potential influence of different genetic backgrounds, reproducers were from the same line used in other experiments,
and pups from different litters were used to constitute age-groups. The number of pups per litter was normalised to 9

soon after birth and a total of 24 litters was used.

In a third series of experiments, adult male Swiss mice from Janvier were bought either intact or castrated and killed

18 days after surgery.

All animals were housed in a controlled environment maintained at 25 = 1 °C and 45% humidity with a 12-h dark
cycle (lights on at 7h00). Animal care complied with French regulations for the protection of animals used for
experimental and other scientific purposes and with European Community regulations (Council of Europe N°123,
Strasbourg, 1985). The authors were given authorisation by the “Direction Départementale de la Protection du
Patrimoine” (n° 69-33 and 69266391) and the local Animal Care Committee to use animals for these experiments

(protocol n° BH 2009-15).
Tissue sampling

Mice were anesthetised (i.p.) using 0.1 mL / 30 g BW of pentobarbital sodium (Nembutal 6%, Clin Midy, Paris,
France) that was diluted 1:4 in 0.9% NaCl solution for pups and diluted 1:2 for adult mice. After laparotomy, blood
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was collected from the abdominal aorta, stored on ice during the rest of the dissection and then centrifuged for 15
min at 21,000 g to collect plasma. The abdominal aorta was cut to remove the blood from all tissues. The following
organs were rapidly harvested: liver, heart, white adipose tissue (WAT), brown adipose tissue (BAT), skeletal
muscles (gastrocnemius, biceps surae, quadriceps femoris), whole intestine, testes, ovaries and the brain subdivided
into three portions: 1) hemispheres, septum, thalamus, hypothalamus, hippocampus; 2) cerebellum, midbrain; and 3)
brainstem. To simplify the terminology, the term “hemisphere” was used for the first subdivision, and the term
“cerebellum” was used for the second subdivision. Pieces of intestine were also sampled along the digestive tract.

Tissues were weighed rapidly and frozen in liquid nitrogen. Plasma and tissues were kept at -80 °C.
Determination of tissue OAT activity

To determine OAT activity, tissues were homogenised at 4 °C with a Turrax homogeniser in a buffer composed of
0.33 M sucrose, 5 mM HEPES, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, and 0.5% Triton X-100 (pH 7). Homogenates were
frozen/thawed three times and centrifuged at 21,000 g for 10 min at 4 °C. OAT activity was determined as
previously described (Peraino and Pitot 1963; Herzfeld and Knox 1968). Briefly, supernatants were incubated with a
buffer composed of 75 mM potassium phosphate pH 7.5, 20 mM L-ornithine, 0.45 mM pyridoxal phosphate, 5 mM
a-aminobenzaldehyde, and 3.75 mM a-keto-glutarate at 37 °C in a dark room. Blanks were free of a-keto-glutarate.
The reaction was stopped by adding 40% trichloroacetic acid (TCA). Samples were centrifuged at 21,000 g for 3
min at 4 °C, and absorbance was measured on the clear supernatant at 440 nm on a Hitachi U-1100
spectrophotometer (Meylan, France). The specificity of the reaction catalysed by OAT was verified by the addition
of gabaculine (100 uM final), a specific inhibitor of OAT (Jung and Seiler 1978) that strongly inhibits the enzymatic
reaction in tissue extracts (83-98%). The protein concentration of tissue supernatants was determined using the

Bradford method.
Biochemical characteristics of OAT

The OAT kinetic parameters were determined by measuring the initial speed of reaction at increasing concentrations
of ornithine (0, 5, 7.5, 10, 12.5, 15 and 20 mM) and a fixed a-keto-glutarate concentration. Kinetic parameters (K,
Vi) Were determined by the direct linear plot of Eisenthal Cornish-Bowden (Eisenthal and Cornish-Bowden 1974).
K., was expressed in mM and V., was expressed in nmol pyrroline-5-carboxylate (P5C) per minute per mg soluble

protein.
Determination of corticosterone and testosterone plasma concentrations

The corticosterone concentration was determined by radioimmunoassay (RIA) (Filipski et al. 2002). Testosterone
was measured by RIA after extraction by an organic solvent and partition chromatography of the plasma samples

(Déchaud et al. 1989)
Calculations and statistical analyses

OAT activity was expressed in nmol pyrroline-5-carboxylate (P5C) per minute per mg soluble protein, in nmol P5C
per min per mg tissue, or in nmol P5C per min per organ using the molar extinction coefficient of P5C (Herzfeld and
Knox 1968). The results were expressed as the mean + SE. Multiple comparisons were made using an ANOVA with
the Bonferroni Dunnett test when appropriate. Comparisons between the means were made using Student's 7-test or
the Mann-Whitney U test. A significance level of 95% was used. Statistical analyses were performed using the

software Statview.
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Results

OAT activity in adult male and female tissues

OAT activity was detected in all investigated tissues. When expressed in I.U. (nmol P5C / min / mg prot), the
highest OAT activity was observed in the intestine (Fig. 2a). OAT activity was lower in the kidney, liver, ovary and
heart and much lower in other tissues. As expected, much higher hepatic and renal OAT activities were observed in
females than in males. A similar sexual dimorphism was also observed in the skeletal muscle, WAT and brain stem
(P < 0.05 to 0.002), but not in the intestine. Given that the protein concentration differed between male and female
tissues, OAT activity was expressed in nmol P5SC / min / mg tissue (Fig. 2b). Using this expression, the intestine was
still the tissue with the highest OAT activity, followed by the kidneys, liver, heart and ovary, while other tissues had
a much lower activity. Sexual dimorphism of OAT activity was still observed in this unit for a number of tissues,
including the intestine (P < 0.05). Because of the differences in the tissue masses, the total OAT activity per organ
was calculated to estimate the individual potential contribution to animal ornithine metabolism (Fig. 2c). The total
OAT activity of these 11 organs was 3725 nmol P5C / min in females and only 3113 nmol P5C / min in males. In
females, the liver was the main potential contributor to animal ornithine metabolism (34% of total P5C production),
followed by skeletal muscles (27%), kidney (21%) and intestine (10%). The contribution of the other organs was
very weak (4% to 0.2% of the total). In males, skeletal muscles and liver were the main contributors to ornithine
metabolism in almost equal proportions (34% and 32% of P5C production in muscles and liver, respectively), while
the intestine contribution was lower (15%) and the kidney contribution to ornithine metabolism was weak (9%).
Other male tissues contributed little to the total OAT activity (4% to 0.3%). Sexual dimorphism in favour of females
was still observed per organ in the kidney, liver and WAT (P < 0.05 to 0.002).

OAT activity in male and female mouse tissues during postnatal development

Based on their relative high potential contribution to total OAT activity in adulthood, liver, skeletal muscles and
white adipose tissue were further investigated during postnatal development. Hepatic OAT activity, as expressed per
mg protein (Fig. 3a), varied with age and sex (ANOVA 2, Fy,. = 67 Fyx = 55, P < 0.0001). OAT activity in the male
and female liver slowly rose between 5 and 20 days of age (+100%, F = 21 in males and 16 in females, P < 0.001).
Between 20 and 25 days of age (i.e., around the time of weaning), OAT activity markedly increased and then
plateaued by 45 days of age at 2.6 times (males) and 3.2 times (females) higher than before weaning (Bonferroni
Dunnett test, J20 vs J45, P < 0.0001). Sexual dimorphism of hepatic OAT activity in favour of the female appeared
from 22 days of age. WAT OAT activity during postnatal development also varied with age and sex (ANOVA 2,
Feex = 47.1, Fye = 122, P < 0.0001) (Fig. 3b). WAT OAT activity in both males and females was high and stable
from postnatal day 5 to day 27 and no differences between sexes were observed. At 27 days of age, OAT activity
suddenly dropped and was 2.2-fold (males) and 3-fold (females) lower at 45 days of age (Bonferroni Dunnett test,
d27 vs d45, P < 0.0001). A sexual dimorphism in favour of females appeared at day 30 (Student’s #-test, male vs
female, P < 0.003). Postnatal changes in skeletal muscle OAT activity differed from that in liver (Fig. 3c). OAT
activity in both males and females gradually increased after birth and peaked by day 20 (+75 and +117% in males
and females, respectively, P < 0.001). After weaning, muscle OAT activity markedly dropped, and the values were
3.6-fold (males) and 3-fold (females) lower at 45 than at 20 days of age. From 35 days of age, sexual dimorphism in

favour of females was observed (Mann-Whitney U test, male vs female, P < 0.03).
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Because tissue OAT activity markedly changed during postnatal development, total OAT activity was calculated at
20 days of age, i.e., just before weaning. By 20 days of age, the skeletal muscles showed the highest total OAT
activity and contributed to 50% of the potential ornithine catabolism of the 10 organs studied (Fig. 4). The potential
contributions of the liver and kidney (25% and 9% of total, respectively) to total OAT activity were lower. The

potential contributions of other tissues were very weak.
Plasma testosterone and corticosterone levels during postnatal development

The plasma testosterone concentration was very low during the first 25 days of life and then rose slowly from day 25
to 35 (Fig. 5), where it peaked. The plasma corticosterone concentration was very low during the first 10 days of life
and then rose markedly to peak at 18 days of age (Fig. 5). Weaning was associated with a drop in corticosterone that

stabilised by 30 days of age to levels that were lower in males than in females (53 + 1 vs 85 =2 ng/ mL; P < 0.05).
Effect of orchidectomy on OAT activity

Among the potential factors controlling the postnatal ontogeny of OAT in liver, WAT and skeletal muscles, sexual
maturation occurring at puberty (between 25 to 30 days of age in mice) was of primary interest. A group of 45-day-
old males were surgically orchidectomised and killed 18 days after surgery, a period sufficient to reduce endogenous
testosterone to undetectable levels (Lin et al. 2010). Orchidectomy (Fig. 6) significantly reduced OAT activity in the
liver (-31%, P < 0.008) but increased that in WAT (+182%, P < 0.0001) and skeletal muscles (+38%, P < 0.0001).
Orchidectomy restored WAT OAT activity to the level measured before puberty and increased skeletal muscle OAT

activity to the level measured in adult female mice.
Effect of early weaning on liver and muscle OAT activity

Because our results indicated marked postnatal changes in tissue OAT activity associated with the weaning period,
we investigated whether weaning precocity influenced liver and skeletal muscle OAT activity by weaning pups at
the age of 18 days instead of 21 days (Fig. 7). The results indicated that anticipated weaning did not affect male or
female liver OAT activity during this ontogenic period. In contrast, in both males and females, anticipating the time
of weaning induced a temporal shift in the drop of muscle OAT activity that occurred earlier in mice weaned at 18
days than in those weaned at 21 days of age (Fig. 7). This protocol did not significantly affect body weight of

growing pups.
OAT kinetic parameters in adult mouse organs

The different responses of OAT within tissues prompted us to investigate the potential expression of various OAT
isoenzymes with different biochemical characteristics between tissues. The K., and V., values of OAT were
determined in the liver, WAT and skeletal muscles of adult mice using the Eisenthal Cornish-Bowden representation
and are summarised in Table 1. The results showed a significant (P < 0.0001) effect of both gender and tissue on K,
and V. values. The male liver and WAT K,, values were similar and were significantly lower than the muscle K,
values. In females, the K,, values were higher than in males and similar between tissues. The V ., values measured
in tissues of male or female mice were in accordance with the activities determined above (Fig. 2) and confirmed a

sexual dimorphism.

Discussion
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The present paper described the relative expression of OAT in male and female mouse tissues and showed tissue-

specific regulations of OAT activity by age, orchidectomy and nutrition.
Unexpected contribution of skeletal muscle in OAT metabolism

The present data confirmed the wide distribution of OAT activity in all the mouse tissues studied, which is in
agreement with the OAT expression cartography described in mice (Yu et al. 2003) and in rats (Herzfeld and Knox
1968; Mueckler and Pitot 1983). As classically observed, specific OAT activity per g protein or tissue was the
highest in the intestine, followed by the kidney and liver (e.g., Herzfeld and Knox 1968). However, because of tissue
mass, the contribution of skeletal muscle to total animal OAT activity was similar to that of the liver in adult mice.
In pre-weaned mice, the skeletal muscles were the main contributor (50%) of the potential ornithine catabolism of
the 10 organs studied. The present study emphasised the importance of the unit to compare OAT activity between
tissues and indicated that some tissues might have been underestimated in their potential contribution to animal
OAT catabolism. This finding could be of importance in physiological situations where arginine may be limited,

such as during postnatal development or when energy metabolism is stimulated.
Tissue-specific ontogenic profiles of OAT activity in mice, endocrine and nutritional regulation

Postnatal changes in OAT activity were tissue-specific and occurred during the pre-, peri- and post-weaning
periods. In the pre-weaning period, the increase in liver and skeletal muscle OAT activity paralleled the changes in
plasma corticosterone levels (Fig. 3 and 5), suggesting a role for corticosterone in OAT expression. Thyroid
hormones might also be involved because of the postnatal increase in 3,5,3’-triiodo-L-thyronine (T;) plasma levels
(Hadj-Sahraoui et al. 2000) and the positive role exerted by T; on OAT expression (Shull et al. 1995). The postnatal
development of hepatic OAT was already suggested to be primarily controlled by glucocorticoids and potentiated

by thyroxine (Vandewater and Hennin 1985).

In the post-weaning period, the large increase in OAT activity in the liver and the decrease in WAT and skeletal
muscles occurred in parallel with the onset of testosterone secretion in males, suggesting the direct control of OAT
expression by sexual steroids in mice. This finding is in keeping with data in rats showing a link between the large
post-weaning rise in liver OAT (Herzfeld and Greengard 1969; Volpe et al. 1969) and the onset of sexual hormone
secretion (Levillain et al. 2007; Wu et al. 2010). The potential role of testosterone in the ontogenic profile of OAT
in male mice was further supported by the changes in tissue OAT activity following orchidectomy, where liver
OAT activity was downregulated (-31%), skeletal muscle activity was upregulated (+31%) and adipose tissue was
upregulated (+180%). The present results contrast the lack of effect of testosterone injections on mouse liver OAT
(Bulfield and Hall 1989), but the suppression of endogenous testosterone by orchidectomy might be more efficient
than the addition of exogenous testosterone to modify hepatic OAT activity. A negative regulation of OAT by
testosterone was already reported in the mouse kidney (Manteuffel-Cymborowska et al. 1995; Levillain et al. 2005;
Levillain et al. 2007, 2011), and the present data extend these findings to skeletal muscle and WAT. The molecular
basis of this tissue-specific regulation of OAT activity is unclear. It is not known whether this regulation relies on
different isoenzymic forms in these tissues. The existence of distinct OAT isoenzymes is not supported by
observations that hepatic, renal and intestinal OATSs, which may undergo divergent responses to various stimuli,
share similar physico-chemical, immunochemical and kinetic properties (Sanada et al. 1970; Herzfeld and Raper
1976) or molecular coding sequences (Kobayashi et al. 1989). Differences in K;;, between 2 and 4 mM in rat kidney
and liver, respectively, were used to support the existence of different isoenzymes (Volpe et al. 1974). The present

data on OAT biochemical characteristics showed small differences in the K, between tissues, similar to those

194



observed between sexes for a given tissue. Furthermore, because the liver and WAT, which exhibited similar K;s,
evolved differently with orchidectomy, it follows that biochemical characteristics could not be used as predictors of
the existence of different isoforms with distinct tissue regulation. Interestingly, the higher OAT activity found in
the female liver, WAT and skeletal muscles was associated with a lower affinity of the enzyme (Table 1), possibly
in relation to aggregation of OAT monomers when OAT expression is increased (Boernke et al. 1981) leading to
reduced affinity of the enzyme to its substrates to spare ornithine for use by the urea cycle. Alternatively, the
contrasted transcriptional regulation by testosterone might possibly be related to potential differences in tissue co-
regulator proteins that are known to affect the transcriptional activity of androgen receptors (Heinlein and Chang
2002) rather than to the differential regulation of still uncharacterised distinct isoenzymes. Estrogens that positively
regulate OAT (Herzfeld and Knox 1968; Wu 1979; Mueckler and Pitot 1983) might also be involved in the post-
weaning increase in tissue OAT activity, thus leading to the marked sexual dimorphism in OAT activity observed
in most tissues (6 of 11) of adult mice, as found in earlier mouse (Levillain et al. 2005; Levillain et al. 2007;

Ventura et al. 2009) and rat studies (Herzfeld and Knox 1968).

Weaning by itself was associated with changes in tissue OAT activity in both males and females. This was observed
before puberty, i.e., before the onset of sexual steroid secretion, and may thus involve food transition from weaning.
The experimental anticipation of weaning by 3 days induced an early decrease in muscle OAT activity, indicating
that skeletal muscle OAT activity was modulated by the transition from a milk diet, rich in lipids (22%) and
relatively poor in proteins (11%) (Meier et al. 1965; Yajima et al. 2006), to a diet composed of pellets rich in
proteins (18%). The slight decrease in muscle OAT activity observed in normally weaned pups occurred slightly
before the pups were actually weaned (between 20 and 21 days). This finding might be related to the observation
that pups already eat pellets by 20 days of age, as assessed by traces of pellets in their stomachs. However, liver
OAT was not affected by the rise in protein intake induced by early weaning, in contrast with the results of other
studies, showing that the protein content of the food modulates rat hepatic OAT activity (Brennan et al. 1970;
Mueckler et al. 1983; Matsuzawa et al. 1994; Boon et al. 1999). It could be argued that a very high protein
enrichment (up to 70% of diet) was used to upregulate hepatic OAT activity compared to a diet low (5%) in
proteins. It follows that skeletal muscle OAT was very sensitive to changes in food proteins in young, rapidly
growing animals. The higher protein intake after weaning may contribute, at least in part, to the ontogenic drop in
muscle OAT and the rise in hepatic OAT activity that were observed in both males and females; however, the

molecular basis of such contrasting effects remains to be explored.
Potential physiological significance of a high skeletal muscle OAT activity in pre-weaned mice

The physiological role of OAT in liver, WAT and skeletal muscles during postnatal development is still unclear,
but the total activity of these tissues by 20 days of age was far from negligible. Despite its low levels during the
first 3 postnatal weeks, hepatic OAT could contribute to i) the synthesis of glutamate coupled to glutamine
synthesis to eliminate the ammonia that is not by the urea cycle and ii) the production of glutamate for hepatic
neoglucogenesis (Mallette et al. 1969) to fuel intense pup growth. In skeletal muscles, the gradual postnatal
increase might also provide energy substrates to mitochondria to fuel increased postnatal muscle contractile
activity. However, if the enzyme functions in the degradation of ornithine to generate glutamine, the high level of
OAT activity in skeletal muscle and its gradual postnatal increase are puzzling at a time when arginine, the
substrate of arginases that fuel OAT with ornithine (Fig. 1), is rather limited because of the low amount of arginine
in mother’s milk and because of possibly insufficient endogenous synthesis for maximal growth (Visek 1986;

Reyes et al. 1994; Cynober and Coudray-Lucas 1995). Therefore, it could be postulated that before weaning, the
195



flux in muscle OAT reactions might be in the direction of ornithine synthesis rather than degradation (see Fig. 1).
The reaction requires glutamate and proline, which are the major amino acids of mouse milk (Meier et al. 1965).
This would spare arginine for use in other processes and in producing ornithine and o-ketoglutarate. Muscle
ornithine could fuel ornithine decarboxylase to form polyamines that are potent activators of skeletal muscle growth
and development (Lee and Maclean 2011). a-Ketoglutarate could fuel the increased energetic activity and play a
role in stimulating cell growth and metabolism (Duran et al. 2012; Yao et al. 2012). As a deamination process,
OAT could therefore contribute glutamate into the Krebs cycle in skeletal muscles of pre-weaned mice to fuel
energy needs and promote cell growth. After weaning, when arginine is no longer limited, high muscle OAT
activity is required and OAT activity drops. In males, secreted testosterone can negatively regulate muscle OAT
(present data) but positively regulate ornithine decarboxylase (Lee et al. 2011), thereby further contributing to
polyamine production, myoblast proliferation and skeletal muscle growth. Further studies are required to confirm

this stimulating hypothesis.

In conclusion, the present data indicated that OAT activity is widely detected in mouse tissues and that a sexual
dimorphism is observed for most tissues in adults. Previous studies may have underestimated the contribution of
some tissues, such as skeletal muscles, to whole body ornithine metabolism. OAT activity was found to be regulated
in a tissue-specific manner during mouse postnatal development in relation to several modulating factors, including
sexual steroids, corticosterone and nutrition. These findings suggest important and tissue-specific metabolic roles of

OAT during postnatal development in mice.
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Figure Legends

Fig. 1 Simplified metabolism of ornithine. 1: Arginase II; 2: Ornithine aminotransferase (OAT); 3: spontaneous
conversion; 4: Pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase; 5: Pyrroline-5-carboxylate synthase; 6: Glutamate
dehydrogenase; 7: Pyrroline-5-carboxylate reductase; 8: Glutamine synthase; 9: Glutaminase; 10: Carbamyl-
phosphate synthase I; 11: Ornithine carbamyltransferase; 12: Argininosuccinate synthase; 13: Argininosuccinase;
14: Arginase I; 15: Ornithine decarboxylase; 16: Spermidine synthase; 17: Spermine synthase; 18: proline oxidase.

Dotted lines: amino acids exchanges.

Fig. 2 OAT activity in adult male and female mouse tissues. OAT activity was measured in kidney (K), liver (L),
skeletal muscle (gastrocnemius) (M), heart (H), white adipose tissue (W), brown adipose tissue (B), hemispheres
(He), cerebellum (Ce), brainstem (Br), testis (T) and ovaries (O). a) OAT activity expressed in nmol P5C / min / mg
prot; b) OAT activity expressed in nmol P5C / min / mg tissue; c) Total OAT activity per organ expressed in nmol
P5C / min / tissue. For the total activity in skeletal muscles, data from average values determined in the biceps
surae, gastrocnemius and quadriceps femoris were extrapolated to whole body muscle mass (45% of body mass in
males and 40% in females). Solid bars: males, open bars: females. The results are expressed as the mean £ SE, n=9
mice for each tissue and sex. Significant differences were tested using the Mann-Whitney U test. Male vs female: *

P <0.05 and ** P < 0.002.

Fig. 3 OAT activity in male or female liver, white adipose tissue and skeletal muscle (gastrocnemius) during
postnatal development. Black square: male, open circle: female. The results are expressed as the mean + SE, n =6
mice for each tissue, age and sex. Significant differences were tested using an ANOVA followed by the Bonferroni
Dunnett test and Student’s t-test. Male vs female: * P < 0.05 and ** P < 0.01. Error bars that are not visible were

covered by the symbols.

Fig. 4 Total tissue OAT activity in male or female mice at 20 days of age. Activity is expressed in nmol P5C /
min / tissue. Activity was analysed in kidney (K), liver (L), skeletal muscle (M, data extrapolated to whole body
muscle mass from average values determined in biceps surae, gastrocnemius and quadriceps femoris), heart (H),
white adipose tissue (W), brown adipose tissue (B), hemispheres (He), cerebellum (C), brainstem (Br), testis (T) and
ovaries (O). Black bars: male, open bars: female. The results are expressed as the mean + SE, n = 9 mice. Significant

differences were tested using the Mann-Whitney U test. Male vs female: * P < 0.05 and ** P < (0.002.

Fig. 5 Plasma testosterone and corticosterone levels during postnatal development. Black bars or black squares:
males; open circles: females. The results are expressed as the mean + SE; n = 6 to 13. Significant differences were
tested using an ANOVA and the Mann-Whitney U tests. Male vs female: * P < 0.05. Error bars that are not visible

were covered by the symbols.

Fig. 6 Effect of orchidectomy on OAT activity in liver, white adipose tissue (WAT) and skeletal muscle
(gastrocnemius) of adult male mice. Black bars: control mice; hatched bars: orchidectomised mice. Mice were
killed 18 days after orchidectomy. The results are expressed as the mean + SE; n = 8. Significant differences were

tested using Student's #-test. Control vs orchidectomy: * P < 0.01, ** P < 0.001.

Fig. 7 Effect of anticipated weaning on tissue OAT activity and body weight in male or female mice during

postnatal development. Black squares: males; open circles: females. Solid line: control mice (weaned at 21 days of
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age, solid arrow); dotted line and hatched symbols: anticipated wean (weaned mice at 18 days of age, dot arrow).
The results are expressed as the mean + SE; n = 6. Significant differences were tested using an ANOVA and Mann-

Whitney U tests. Control vs anticipated wean: * P < 0.05. Error bars that are not visible were covered by the

symbols.
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Table 1 OAT kinetic parameters in tissues of adult mice

Males Females P value

Vmax
Liver 7.70 +0.06 998 + 0.15 0.049
White adipose tissue 3.01 £0.02 4.63 = 0.06 0.014
Gastrocnemius muscle 233 +£0.11 2.80 + 0.12 0.014

Kn

Liver 2.79 +0.04 494 + 0.17 0.049
White adipose tissue 2.36 £ 0.08 5.49 + 0.04 0.014
Gastrocnemius muscle 4.24 +0.04 4.51 + 0.29 0.027

Values were determined by the Eisenthal Cornish-Bowden representation and are expressed in mM of ornithine for

K. and nmol pyrroline-5-carboxylate (P5C) per minute per mg soluble proteins for V ,,«. The results are expressed

as mean = SE; n = 5. Statistical differences between males and females were tested using Mann-Whitney U-tests.
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Fig. 2
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Fig. 3
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Fig. 5
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Fig. 6
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Fig. 7
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