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RESUME

Au cours du vieillissement 1’organisme subit de nombreuses altérations, dont une perte
de masse et de fonction musculaire appelée sarcopénie. Ses causes sont multifactorielles, et
certains facteurs tels que le stress oxydant, I’inflammation et la résistance a I’insuline peuvent
induire une altération de la stimulation de la synthése protéique musculaire postprandiale, qui
participe a cette perte de masse musculaire liée a I’age. Or, ces dérégulations peuvent étre
induites par une alimentation trop riche en sucres ajoutés, caractéristique des habitudes
alimentaires actuelles et qui pourrait donc accélérer le vieillissement. Pourtant, a ce jour peu
d'études ont analysé les effets combinés du vieillissement et du sucre, et a notre connaissance,
aucune ne s’est intéressée a ces effets sur la sarcopénie. Ainsi, notre objectif au cours de cette
thése a été de déterminer si un régime riche en sucres ajoutés était capable d'accélérer la
sarcopénie. Il était également intéressant d'étudier les effets combinés du vieillissement et
d'un régime riche en sucre sur d'autres tissus qui semblent particulierement exposés, le foie, et
le cerveau. Enfin, nous avons également voulu analyser les effets préventifs d'un mélange de
micronutriments, a la fois in vivo et in vitro.

Pour cela, des rats Wistar agés de 16 mois ont ¢t€¢ nourris durant 5 mois avec un
régime composé a 62% de saccharose, supplémenté ou non en rutine, vitamine A, vitamine E,
vitamine D, zinc, et sélénium, et comparés a des rats agés nourris avec un régime contrdle,
supplémenté ou non avec les mémes micronutriments. Nous avons également inclu un groupe
de témoins adultes (8 mois), nourris avec un régime controle. En outre, nous avons testé le
potentiel anti-inflammatoire des micronutriments cités, in vitro sur culture de cellules
musculaires C2C12.

Nous avons pu constater que le régime riche en saccharose a accéléré la perte de masse
musculaire liée a 1’dge en altérant la synthése protéique musculaire post prandiale,
vraisemblablement via I’insulino-résistance induite. En effet, le régime riche en saccharose a
eu peu d'effets sur le stress oxydant et I'inflammation, alors qu'il a significativement altéré la
sensibilité a l'insuline. Il a également entrainé un gain de masse grasse et une augmentation
marquée des triglycérides hépatiques et plasmatiques, qui pourraient en partie s’expliquer par
une modification de I’activité des enzymes du métabolisme lipidique dans le foie. Au niveau
cérébral, la surconsommation de fructose a entrainé une diminution de la concentration
protéique qui ne semble pas due a un défaut de synthése protéique (en revanche, I’age a, lui,
engendré une diminution du taux de synthése protéique). La supplémentation en
micronutriments a eu peu d'effets sur le stress oxydant et l'inflammation in vivo, bien qu’elle
ait permis d’inhiber la production de monoxyde d’azote induite in vitro. Elle n’a pas eu
d’effet sur la masse maigre mais a permis de limiter la prise de masse grasse, notamment en
inhibant Pactivité de la fatty acid synthase (FAS) hépatique. Elle a également restauré¢ la
synthése protéique diminuée au cours du vieillissement dans le cerveau.

Ainsi, cette thése a permis de montrer qu’un régime riche en sucres ajoutés accélére la
sarcopénie chez le rat 4gé mais entraine également des altérations au niveau hépatique et
cérébral. La prévention par les micronutriments testés reste malgré tout limitée, et la meilleure
prévention serait donc certainement de limiter la consommation de sucres ajoutés.
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En France, le nombre de personnes agées ne cesse d’augmenter, et a ce
vieillissement de la population s’ajoute des changements de mode de vie qui ont
considérablement transformé la population depuis les années 1970. Parmi ces
changements, on note tout particulierement une modification des habitudes
alimentaires, avec des régimes souvent plus riches en graisses et en sucres ajoutés. Si
pendant de nombreuses années les graisses ont été tenues pour responsables de
I'augmentation de la prévalence des maladies métaboliques, aujourd’hui les sucres
ajoutés, et en particulier le fructose, sont a leur tour pointés du doigt. En effet,
I'augmentation de la consommation de fructose a été corrélée dans le temps a
I'augmentation de la prévalence de I'obésité et du syndrome métabolique, poussant
plusieurs auteurs a s’interroger sur les conséquences d’un régime riche en fructose.
Bien que les résultats restent variables et controversés, du fait de I’hétérogénéité des
protocoles, il semblerait que le fructose soit capable d’induire un grand nombre
d’altérations métaboliques, telles que la résistance a l'insuline, la dyslipidémie,
I'inflammation, l'augmentation de la tension artérielle...Or, la majorité de ces
perturbations sont également observées au cours du vieillissement normal. Il parait
donc intéressant de voir si un régime riche en sucre va se comporter comme un

accélérateur des effets du vieillissement.

C’est la raison pour laquelle, durant cette thése, nous nous sommes intéressés
aux effets combinés du vieillissement et d'un régime riche en sucre sur la sarcopénie,
avec pour hypothése que ce régime risquait de 1’accélérer. Pour comprendre les
mécanismes mis en jeu, nous avons cherché a connaitre les modifications induites sur
le métabolisme, et en particulier le métabolisme protéique. C'est pourquoi nous
avons mesuré les changements dans la réponse au repas de la synthese protéique

musculaire, parametre majeur des mécanismes de la sarcopénie.

Pour connaitre I'impact métabolique de ce régime riche en sucre, il paraissait
essentiel de bien analyser ses effets sur le foie, premier organe touché. Nous avons
donc analysé les perturbations du métabolisme lipidique hépatique, mais aussi du

métabolisme protéique, peu étudié dans ce contexte.

Enfin, nous avons profité de cette expérience pour analyser les effets du
vieillissement et d'un régime riche en sucre dans le cerveau. Cet organe est en effet
particulierement sensible aux effets du vieillissement, et son métabolisme protéique
reste tres peu étudié.

Nous avons également voulu proposer une stratégie nutritionnelle pour lutter
contre les effets supposés déléteres du régime riche en sucre en testant les effets
d’une supplémentation en micronutriments. En effet, un mélange de rutine et
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d'autres micronutriments avait pu améliorer la synthése protéique musculaire chez
des rats agés (Marzani et al., 2008). Cette supplémentation en micronutriments
paraissait donc prometteuse pour limiter les effets déléteres possibles d'un régime
riche en sucre sur la masse musculaire. Nous avons donc choisi de tester une
supplémentation en rutine, zinc, sélénium, vitamines A, D et E a la fois dans un
modeéle de rats agés nourris avec un régime riche en sucre, mais aussi dans un
modeéle de cellules C2C12 en culture afin de pouvoir mieux préciser les propriétés de
chaque élément du mélange. La aussi, notre objectif principal a été le muscle, mais les
propriétés intéressantes de ces micronutriments, qui seront développées par la suite,
devaient leur permettre de limiter également les effets déléteres d'un régime riche en

sucre sur le foie et le cerveau.

Ainsi, au cours de cette thése, nous avons étudié chez le rat les effets combinés
du vieillissement, de l'état nutritionnel, d'un régime riche en sucre, et d'une
supplémentation en micronutriments sur l'inflammation systémique, la sensibilité a
l'insuline, la composition corporelle et tissulaire, le métabolisme protéique (muscle,
foie, cerveau), le métabolisme lipidique (foie), le stress oxydant et la glycation des
protéines (corps entier, muscle, foie, cerveau). En complément, nous avons analysé
plus précisément les propriétés anti-inflammatoires des micronutriments utilisés

dans un modeéle de culture de cellules.
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Figure 1: Pyramides des ages en 2015 et 2060 en France illustrant le vieillissement de la
population. (Insee, Estimations de population, Projections de population 2007-2060).
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CHAPITRE | = VIEILLISSEMENT ET FONTE MUSCULAIRE

1.INTRODUCTION

L’allongement de l'espérance de vie, grace aux progrés médicaux, a
I’amélioration de la nutrition et a la diminution de la pénibilité au travail, a engendré
une augmentation du pourcentage de personnes de plus de 60 ans dans la
population. Les dépenses publiques relatives a la santé et au financement des
retraites en sont considérablement augmentées, faisant du vieillissement de la
population un enjeu de santé publique majeur, au niveau mondial et national. En
effet, selon I'OMS, en 2000 environ 11% de la population mondiale était agée de 60
ans et plus, soit environ 65 millions de personnes et ce chiffre devrait atteindre 2
milliards d’ici 2050 (“OMS | Vieillissement et qualite de ln vie,” 2014). La France est
particulierement touchée par le probleme du vieillissement puisqu’elle se situe au
8tme rang des pays européens en ce qui concerne la proportion des 65 ans et plus,
mais surtout au 1¢* rang pour les 80 ans et plus. Selon I'Institut National de la
Statistique et des Etudes Economiques (INSEE), si la progression du vieillissement
continue au rythme actuel, la proportion des plus de 65 ans atteindra 27% d’ici 2060,
contre a peine 19% aujourd’hui (Figure 1). L'espérance de vie pourra quant a elle
atteindre 86 ans chez les hommes et 91 ans chez les femmes (“Insee - Population -

Projections a I’horizon 2060 - Pyramide des ages,” 2011).

Le vieillissement est défini par 'ensemble des processus physiologiques qui
conduisent au déclin progressif de la structure et des fonctions de I'organisme. En
1996, Forette l'a défini comme « la somme des modifications (altérations)
anatomiques, histologiques et physiologiques, survenues au cours du temps, au sein
de différents types -cellulaires, dans différents organes et systemes ». Le
vieillissement est un processus lent et normal, a distinguer de 1'état pathologique
avec lequel il interagit fortement. Il est en partie programmé et déterminé par des
facteurs génétiques; ainsi la longévité est dépendante de l'espéce et peut étre tres
variable d'une espece a l'autre. Mais il résulte également d’'une détérioration
progressive qui, si elle ne peut étre évitée, peut étre accélérée par le stress oxydant et
la glycation non enzymatique des protéines, eux méme influencés par les facteurs

environnementaux auxquels est soumis 1'organisme.

L’organisme entier est touché par le vieillissement, cependant certains tissus y
sont particulierement sensibles. C'est notamment le cas du muscle squelettique, qui
va étre considérablement modifié au cours de I'age. En effet, méme chez I’homme
sain, 'avancée en dge s’accompagne d’une diminution de la fonction et de la masse

musculaire, connue sous le terme sarcopénie.
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2.LA SARCOPENIE
2.1. Définition

La sarcopénie a été définie pour la premiere fois par Rosenberg en 1989. Ce
terme est issu du grec sarx signifiant chair et penia manque (Rosenberg, 1989). Elle fait,
a l'origine, référence a la perte de masse musculaire squelettique due a l'age.
Plusieurs auteurs se sont donc penchés sur 1’établissement d’un indice permettant
d’établir le diagnostic de la sarcopénie basé sur la masse musculaire. Ainsi, dans un
premier temps, la sarcopénie était évaluée a partir de la masse maigre appendiculaire
rapportée a la taille au carrée (Baumgartner et al., 1998) ou a la masse corporelle
(Janssen et al., 2002), en comparant ces valeurs a celles d’une population adulte (agée
de 18 a 40 ans en moyenne). La définition de la sarcopénie a depuis été élargie pour
tenir compte de la diminution de la fonctionnalité musculaire. L"indice établi par le
groupe de travail européen sur la sarcopénie chez les personnes agées (European
Working Group on Sarcopenia in Older People - EWGSOP) prend donc en compte,
en plus de la masse musculaire, la force musculaire ainsi que la performance
physique (Cruz-Jentoft et al., 2010). Récemment, le projet sur la sarcopénie de la
fondation du NIH (Foundation for the National Institutes of Health Sarcopenia
Project), considére qu'une personne est sarcopénique lorsque sa force musculaire
évaluée par grip test est inférieure a 26 kg pour un homme et 16 kg pour une femme,
et que sa masse maigre appendiculaire ajustée par rapport a l'indice de masse

corporelle est inférieure a 0,789 pour les hommes ou a 0,512 pour les femmes
(Studenski et al., 2014).

2.2. Prévalence

Le nombre de criteres d’évaluation de la sarcopénie ainsi que la variabilité des
cohortes (origines, sexe, age,...) expliquent la difficulté d’établir la prévalence de la
sarcopénie chez les personnes dgées. Dans une revue du groupe de travail sur la
sarcopénie, Fielding montre que selon les études elle varie de 3 a 28%, dans des
populations ot 1'age d’inclusion variait de 60 a 70 ans (Fielding, 2011). En Corée, elle
est par exemple de 11,9% chez les femmes et de 12,1% chez les hommes dans une
population dgée de 65 ans et plus, lorsque la sarcopénie est définie comme une masse
musculaire appendiculaire divisée par le poids et multipliée par 100, inférieure de
deux écarts-types a celle d"une population agée de 20 a 39 ans (Ryu ef al., 2013). En
appliquant les critéeres définis par le EWGSOP, elle a été évaluée a 4,6% chez les
hommes et 7,9% chez les femmes dans une cohorte britannique dgée en moyenne de
73 ans (Patel et al., 2013). Cependant, méme en utilisant la méme définition, les
chiffres peuvent varier en fonction des outils de diagnostic utilisés pour mesurer la
masse musculaire, la force et la performance physique (Beaudart et al., 2015). La masse

musculaire appendiculaire peut étre mesurée par Dual Energy X-Ray
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Figure 2 : Exemple de dynamomeétres utilisés pour mesurer la force musculaire par grip
test chez '’homme et chez le rongeur.

Figure 3 : Coupe de muscle de la jambe chez un homme de 25 ans (a gauche) et de 63 ans (a
droite) d’indice de masse corporelle similaire. (Buck Institute)
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Absorptiometry (DXA) mais aussi par Bio-electrical impedance analysis (BIA). La
force musculaire est, elle, le plus souvent évaluée par « grip test » (test de serrage) a
I'aide de dynamometres (Figure 2). Enfin, la performance physique est fréquemment
estimée grace au SPPB (Short Physical Performance Battery), qui est la somme des
scores obtenus aux trois tests que sont la vitesse de marche sur 4 metres, le lever de
chaise et le test d’équilibre ou bien seulement a partir de la vitesse de marche
(Guralnik et al., 2000a; Lauretani et al., 2003). Ainsi, malgré un effort de normalisation
on comprend pourquoi la prévalence de la sarcopénie reste floue et peut varier de 3 a

28%. Cependant, ses conséquences sont, elles, bien identifiées.

2.3. Conséquences

Le muscle assure différentes fonctions au sein de l'organisme, dont la
premiere est celle de maintien et de locomotion. L’altération de cette fonction au
cours du vieillissement est responsable de la diminution des performances physiques
observée chez les personnes sarcopéniques. Elle entraine des difficultés accrues dans
les activités de la vie quotidienne et donc un plus fort risque de dépendance et
d’institutionnalisation (Guralnik et al., 2000b; Tanimoto et al., 2013). La sarcopénie
augmente également le risque de chute et d’hospitalisation (Cawthon et al., 2009;
Tanimoto et al., 2014). De plus, dans ces situations de stress et d’agression, le muscle
représente une réserve d’urgence d’acides aminés mobilisés pour la synthese des
protéines de 'immunité. La sarcopénie entraine donc une diminution des capacités
de défense de l'organisme, augmentant ainsi la mortalité (Volaklis et al., 2015). Cette
augmentation de la mortalité résulte aussi du fait que la sarcopénie est souvent
associée a des comorbidités telles que 1'ostéoporose, I'insuffisance rénale ou encore
I'insulino-résistance (]. E. Kim et al., 2014).

La sarcopénie représente donc un probléme de santé publique majeur avec des
cotts importants (Beaudart et al., 2014). En 2000, Janssen les estimaient a 18,5 millions
de dollars aux Etats-Unis, soit environ 1,5% des dépenses totales de santé publique
annuelles (Janssen et al., 2004). 11 a également été montré que la sarcopénie est
associée a des cofits plus élevés d’hospitalisation apres une chirurgie majeure (Sheetz
etal., 2013).

2.4. Caractéristiques de la sarcopénie

2.4.1. Perte de masse
La sarcopénie se caractérise en premier lieu par la perte de masse musculaire
(Figure 3). Cette perte serait de 1 a 2% par an a partir de 'age de 50 ans, menant a
une diminution totale de 25 a 30% a I'age de 70 ans (Von Haehling et al., 2010). De ce
fait, la masse musculaire qui représente environ 60% de la masse corporelle totale
chez des jeunes adultes, n’en représente plus que 40% a 1’age de 70 ans (Lexell et al.,
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Figure 4 : Evolution de la masse, de la force et de la puissance musculaire au cours de
I'dge, représentée en pourcentage des valeurs moyennes obtenues chez des jeunes adultes
(adapté de Barry et al., 2004).
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Figure 5 : Taille des fibres musculaires chez le sujet jeune (22 ans) et le sujet dgé (87 ans).
En noir les fibres de type I, en blanc les fibres de type IIA et en gris les fibres de type IIB. On
note une réduction de la taille des fibres avec 'age plus marquée pour les fibres de type II
que pour les fibres de type I. Echelle 1 barre = 50 um (Andersen, 2003).

Figure 6 : Proportion des différents types de fibres musculaires chez le sujet jeune (22 ans)
et le sujet age (87 ans). En noir les fibres de type I, en blanc les fibres de type IIA et en gris
les fibres de type IIB. On note une augmentation de la proportion de types I par rapport au
type de type II dans le muscle 4gé, ainsi qu’un regroupement par type de fibres. Echelle une
barre = 100pm (Andersen, 2003).
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1983). Les hommes et les femmes ne sont pas touchés de la méme maniere par cette
perte de masse musculaire. En effet, elle interviendrait plus tardivement chez les
femmes, relativement protégées jusqu’a la ménopause, transition a partir de laquelle
la perte s’accélere (Maltais et al., 2009). Elle serait plus rapide chez les hommes, qui
disposent toutefois d'une masse musculaire initiale plus importante leur permettant
de mieux faire face a la sarcopénie (Gallagher et al., 1997). Par ailleurs, la diminution
de masse musculaire est plus importante au niveau des membres inférieurs que des

membres supérieurs (Janssen et al., 2000).

2.4.2. Perte de force et fonction
La perte de force serait, elle, de 1,5% par an entre 50 et 60 ans et jusqu’a 3% par
an au-dela de 60 ans (Von Haehling et al., 2010). La perte de force excede donc la perte
de masse, suggérant une perte d’efficacité musculaire, mesurée par une diminution
de la force générée par unité de section musculaire (Barry and Carson, 2004; Narici and
Maffulli, 2010) (Figure 4).

2.4.3. Altération de la structure

Le muscle squelettique est composé de différents types de fibres :

- Les fibres de type I, dites lentes, impliquées dans le maintien de la posture et
tres résistantes a la fatigue. Leur métabolisme est majoritairement oxydatif.

- Les fibres de type II, dites rapides, dédiées au mouvement de force et de
rapidité. Elles sont subdivisées en fibres de type IIB dont le métabolisme est
majoritairement glycolytique, et fibres de type IIA au métabolisme

intermédiaire (oxydatif et glycolytique).

La proportion des types de fibres varie en fonction du muscle, mais également de
I’age. De maniére générale, le nombre et la taille des fibres musculaires diminuent au
cours du vieillissement, leur nombre pouvant étre réduit de 50% entre I'dge de 20 et
80 ans (Andersen, 2003, Lexell et al., 1986) (Figure 5). Plus spécifiquement, si les fibres
de type I semblent relativement préservées (perte de 1 a 25% selon les auteurs), les
fibres de type Il pourraient perdre jusqu'a 60% de leur surface (Vandervoort, 2002)
(Figure 6). Pour certains auteurs, au moins dans certains muscles, la sarcopénie serait
en grande partie le résultat de cette diminution de la proportion de fibre de type Il au
profit des fibres de type I (Nilwik et al., 2013).

Au vu des conséquences importantes induites par la sarcopénie, il semble
important de développer des stratégies capables de ralentir son apparition. Pour cela,
il faut identifier les modifications qui apparaissent avec I'dge et qui conduisent a
cette perte de masse et de fonction musculaire, c’est pour cette raison que l'altération
du métabolisme protéique musculaire au cours du vieillissement a été tres étudiée.
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Figure 7 : Schéma simplifié de 'activation de la voie mTOR par la leucine, I'insuline et
I'insulin like growth factor-1.

L’activation d’un récepteur tyrosine kinase par linsuline ou I'IGF1 entraine la
phosphorylation tyrosine du substrat du récepteur (ici substrat du récepteur a I'insuline IRS-
1/2). S'en suit I'activation de PI3K qui va recruter Akt, permettant ainsi sa phosphorylation.
Akt peut alors activer mTOR, soit apres phosphorylation directe, soit par I'inactivation de
TSC2 (Tuberous sclerosis complex-2). Le complexe mTOR pourra alors entrainer la
phosphorylation de la kinase S6, de eEF2 mais aussi de 4EBP1 qui libérera et activera ainsi
elF4E. La leucine entraine, elle, I'activation du complexe mTOR indépendamment de Akt.
4EBP1: Eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1; Akt : Protéine kinase B;
DEPTOR: DEP domain-containing mTOR-interacting protein; eEF2: Eukaryotic elongation
factor 2; elF4E: Eukaryotic translation initiation factor 4E; IGF1 : Insulin growth factor 1;
IRS1/2: Insulin receptor substratel/2; mTOR : Mammalian target of rapamycin; MLSTS :
TOR-associated protein, LST8 homolog; PI3K : Phosphatidyl-Inositol-3-kinase; PRAS40:
proline-rich Akt substrate (40kDa); Raptor : Regulatory-associated protein of mTOR; SLC1A5
: solute carrier family 1 (neutral amino acid transporter), member 5.
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3.EFFETS DU VIEILLISSEMENT SUR LE METABOLISME PROTEIQUE
MUSCULAIRE

Les protéines corporelles sont constamment renouvelées grace a un équilibre
entre leur synthese et leur dégradation, a des rythmes trés différents en fonction des
tissus. Au niveau musculaire, ce renouvellement correspond a environ 4g de
protéines par kg de poids corporel et par jour, ce qui représente environ 20% du
renouvellement protéique total (Mitch and Goldberg, 1996). Le métabolisme protéique
musculaire est tres dépendant de l'état nutritionnel, alternant les phases
d’anabolisme en période post prandiale, et de catabolisme en période de jetine.
L’anabolisme, ou accrétion protéique est dit a une stimulation de la synthése et une
inhibition de la protéolyse, et inversement pour le catabolisme, correspondant a une
perte protéique. Si, chez 1’adulte sain, le métabolisme protéique est finement régulé,
avec un équilibre entre protéosynthése et protéolyse permettant le maintien de la
masse musculaire sur une journée, chez les personnes agées, il est modifié en faveur

du catabolisme, menant a terme au développement de la sarcopénie.
3.1. Métabolisme protéique - Données générales

3.1.1. Protéosynthese

La formation de chaines polypeptidiques a partir des acides aminés est divisée
en deux grandes étapes: la transcription et la traduction. Elles sont régulées par
différentes voies de signalisation dont la principale est la voie Akt/mammalian
Target Of Rapamycin (mTOR). Cette voie peut notamment étre activée par I'insuline
et l'insulin like growth factor-1 (IGF-1), qui, en se fixant sur le récepteur a l'insuline,
entrainent l’activation de la Phosphatidyllnositol-3-kinase (PI3-K), elle-méme
responsable de la phosphorylation de Akt puis de mTOR (Kimball et al., 2002; Romimel
et al, 2001). La voie mTOR peut également étre activée par les acides aminés,
principalement la leucine, indépendamment de Akt (Foster and Fingar, 2010) (Figure
7). Le controle de la traduction des protéines par la voie mTOR s’effectue
principalement au moment de l'initiation et de 1’élongation. L’initiation, c’est-a-dire
'association des deux sous-unités ribosomales et de I'aminoacyl-ARNt précurseur,
est régulée via la kinase p70S6K et le facteur d’initiation eIF4E dont 1"association a 4E-
BP1 dépend de son état de phosphorylation. L’élongation, étape de lecture
progressive de I’ARNm et d’assemblage des aminoacyl-ARNt correspondants et de
formation des liaisons peptidiques, est, elle, sous le controle du facteur d’élongation
eEF2 (Wang and Proud, 2006).

3.1.2. Protéolyse

La protéolyse correspond a la dégradation des protéines en acides aminés. Les
acides aminés libérés sont en majorité recyclés vers la synthese de nouvelles
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protéines, mais ils peuvent également, comme les acides aminés alimentaires, étre

oxydés pour produire de I'énergie ou utilisés en tant que précurseurs de molécules

bioactives, comme l’arginine, précurseur du NO. La protéolyse est inhibée suite a

une prise alimentaire, principalement via une augmentation d’insulinémie

postprandiale. Au niveau musculaire, la protéolyse est assurée par quatre

processus complémentaires: le systeme ubiquitine protéasome dépendant (UPS), la

voie calcium dépendante, la voie lysosomale et la voie des caspases.

Le protéasome est constitué de différentes sous-unités, dont le protéasome
20S, qui, associé a des complexes régulateurs, forme le protéasome 26S.
L’action du protéasome 26S est précédée par un marquage de la protéine a
dégrader par 1'ubiquitine, peptide de 76 acides aminés a la structure tres
conservée ([Hochstrasser, 1995). Cette voie est dépendante de I’ATP et des
enzymes « E » (E1, E2 et E3) nécessaires a I'ubiquitination. Le systéme UPS
assure la dégradation des protéines myofibrillaires, dont celle des protéines
contractiles (actine et myosine) et représente la principale voie de
protéolyse au niveau musculaire (environ 80% de la protéolyse
musculaire). Il est cependant dépendant des autres voies de dégradation
puisqu’il ne peut pas dégrader les myofibrilles intactes.

La voie des calpaines-calpastatines est dépendante du calcium. La
dégradation des protéines résulte de 1'équilibre entre les calpaines qui sont
des endo-peptidases et leurs inhibiteurs, les calpastatines. Contrairement
au systeme UPS et a la voie lysosomale, les calpaines ne dégradent pas les
protéines en acides aminés. Elles sont pourtant impliquées dans l'initiation
de la protéolyse des protéines myofibrillaires en effectuant une
dégradation partielle qui permet leur dégradation par le protéasome. En
revanche, elles ne sont pas impliquées dans la dégradation des protéines
sarcoplasmiques (Goll et al., 2003).

La voie lysosomale fait référence a la dégradation des protéines sous
I'action des cathepsines apreés leur internalisation par endocytose au sein
des lysosomes. Cette voie englobe les processus d’autophagie et
d’hétérophagie (Repnik et al., 2012). Les cellules du muscle squelettique
contiennent relativement peu de lysosomes et la voie lysosomale est donc
peu impliquée dans la dégradation des protéines myofibrillaires, assurant
préférentiellement la dégradation des protéines membranaires ou
extracellulaires (Lowell et al., 1986).
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- La voie des caspases est principalement responsable de la mort cellulaire
programmeée (apoptose) et participerait a la protéolyse plutdt dans des
situations de fonte musculaire. Cependant, elle pourrait également
participer a la dégradation normale des protéines myofibrillaires en
libérant le complexe actine-myosine, le rendant ainsi accessible au systéeme
UPS (Du et al., 2004).

Chez l'adulte sain, ces différents sytemes de protéolyses sont bien régulés et
s’équilibrent avec la synthese protéique. Cependant, au cours du vieillissement, ces

mécanismes vont subir des modifications.

3.2. Altération du renouvellement protéique au cours du
vieillissement

Chez I'homme, une altération de la synthese protéique musculaire au cours du
vieillissement a été décrite par certains auteurs a 1'état post-absorptif (Balagopal et al.,
1997; Rooyackers et al., 1996, Welle et al., 1993). Cependant, ces observations sont
controversées et ont été contredites par certains auteurs a la fois chez I’homme (Volpi
et al., 2001) et chez le rat (Mosoni et al., 1993a, 1993b).

En ce qui concerne la protéolyse, 1’activité des enzymes du protéasome serait
diminuée chez les rats agés (Combaret et al., 2005). L’activité des calpaines serait, elle,
plus élevée chez des rats agés que chez des rats adultes, cependant, dans ces travaux,
I’état nutritionnel des animaux n’est pas précisé (Dargelos et al., 2007). De plus, des
marqueurs de I'apoptose ont également été retrouvés a des niveaux plus élevés chez
des sujets agés que chez des sujets jeunes (Giresi et al., 2005). Ces données, ajoutées au
fait que les fibres de types II, qui sont les plus touchées au cours du vieillissement,
sont particulierement sensibles a I'apoptose (Solomon and Bouloux, 2006) suggérent un
role de l'apoptose dans la sarcopénie (Lecuwenburgh, 2003). Cependant, si l'on
s'intéresse a la vitesse de dégradation des protéines de facon globale, Wilkes et ses
collaborateurs ont montré qu’a 1'état basal, elle était similaire chez des sujets agés et
des sujets jeunes (IWVilkes et al., 2009).

Le métabolisme protéique musculaire basal semble donc peu modifié et la
. Ve vieilli . N
erte de masse musculaire observée au cours du vieillissement serait plutdt

expliquée par une altération de la réponse aux stimuli anaboliques.

3.2.1. Effet du repas
Chez l'adulte sain, le repas entraine une stimulation de la synthese protéique
musculaire et une inhibition de la protéolyse, engendrant une phase d’anabolisme.
Or, cet effet anabolique du repas semble altéré au cours du vieillissement. En effet,
d’une part, la synthese protéique musculaire n’est plus stimulée par le repas chez les
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rats agés (Mosoni et al., 1995). Cette altération de 1'effet du repas sur la synthese
protéique musculaire chez 1'agé a également été observée chez ’'homme (Volpi et al.,
2000; Welle et al., 1994). D’autre part, la protéolyse pourrait, elle, aussi devenir moins
sensible a l'effet du repas. Ainsi, l'activité du protéasome ne serait plus inhibée en
période postprandiale, comme cela a été montré chez des rats agés (Capel et al., 2009;
Combaret et al., 2005).

N

L’effet anabolique du repas est dt a l'apport d’acides aminés et a
I’augmentation de I'insulinémie. L’effet de 1’age sur la capacité de ces deux facteurs a

stimuler 1’anabolisme musculaire a donc été étudié.

3.2.2. Effet des acides aminés

Chez le sujet agé, 'apport d'un bolus limité d’acides aminés engendre une
accrétion protéique musculaire plus faible que chez I'adulte (Katsanos et al., 2005). Le
role de I'inhibition de la protéolyse dans ce défaut d’anabolisme n’est pas clairement
défini puisque 1'ingestion d’acides aminés inhiberait la protéolyse de fagon similaire
chez des sujets agés et des adultes (Volpi et al., 1999). En revanche, il a été clairement
montré que la synthese protéique est moins stimulée en réponse aux acides aminés,
et en particulier a la leucine, chez le rat agé que chez le rat adulte (Dardevet et al.,
2000). En plus de son role de substrat, au méme titre que les autres acides aminés, la
leucine est également capable de stimuler la synthese protéique via l’activation de la
voie mTOR. Or, chez le sujet agé, il semble que cette voie soit moins stimulée en
réponse aux acides aminés (Guillet ef al., 2004a).

Malgré cette baisse de sensibilité, les acides aminés sont toujours capables de
stimuler l’anabolisme musculaire, mais les concentrations nécessaires sont
supérieures a celles observées classiquement a 1'état postprandial (Mosoni et al.,
1993a; Paddon-Jones et al., 2004, Volpi et al, 1999). Cest la notion de «seuil

anabolique », qui serait plus élevé chez 1'agé que chez I'adulte (Dardevet et al., 2012).

La quantité d’acides aminés disponible pour la synthese étant dépendante des
apports protéiques alimentaires, ces données pourraient inciter a recommander des
apports protéiques plus élevés chez la personne agée. Cependant, les besoins
protéiques sont calculés sur la base des besoins minimaux a partir des mesures de
bilans azotés. Ils sont estimés a 0,6 g/kg/jour chez les adultes, ce qui a conduit a des
apports recommandés de 0,8 g /kg/ jour (Rand et al., 2003). Les mesures de bilan
azoté ne mettent pas en évidence de franche augmentation des besoins avec I'age et
dans de nombreux pays les apports recommandés pour les personnes agées sont les
mémes que pour les adultes. En France, néanmoins, ils ont été fixés a 1 g/kg/jour,

essentiellement pour prendre en compte la trés grande variabilité qui existe entre les
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Figure 8 : Concentration plasmatique en leucine apres ingestion de protéines de
lactosérum ou de caséine (Boirie, 1997).
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personnes agées. Cependant, « The Society for Sarcopenia » considére qu'un apport
de 1,5g/kg/jour serait préférable pour ralentir la sarcopénie (Morley et al., 2010). En
outre, environ 1/3 des personnes dgées ne respectent déja pas ces recommandations
de 0,8g/kg/jour (Calvani et al., 2013) et se trouvent donc dans une situation qui

favorise I'apparition de la sarcopénie.

Toutefois, 'important pour atteindre le seuil anabolique étant d’augmenter
I’aminoacidémie postprandiale, la meilleure stratégie serait peut-étre, non pas
d’augmenter les apports protéiques quotidiens, mais plutdt de les concentrer sur une
méme prise, c’est le concept du « pulse-feeding ». Des travaux d’Arnal et ses
collegues ont montré que la consommation de 80% de l'apport protéique journalier
sur un seul repas (a midi) améliorait la balance azotée chez des femmes agées (Arnal
et al, 1999). Chez le rat agé, ils ont pu établir que le pulse feeding permettait
d’obtenir une stimulation de la synthese protéique musculaire par le repas et
augmentait la synthése protéique post prandiale hépatique (Arnal et al., 2002), sans
pour autant que cela se traduise par un gain de masse musculaire. Cependant, le
bénéfice du pulse feeding sur la masse maigre a depuis été mis en évidence chez des
personnes agées dénutries (Bouillanne et al, 2013). De plus, cet effet bénéfique
pourrait durer dans le temps puisqu’aucune adaptation métabolique ne semble se
mettre en place. En effet, 'augmentation de la disponibilité en acides aminés post
prandiale persiste aprées 6 semaines de pulse feeding (Bouillanne et al., 2014).

L’aminoacidémie postprandiale est également dépendante de la source de
protéines, et notamment de la vitesse de digestion de ces protéines. Les protéines du
lactosérum ont été particulierement étudiées du fait de leur digestion rapide qui va
entrainer une augmentation importante et courte de l’aminoacidémie,
comparativement a la caséine dont la digestion est plus lente et entraine une
augmentation modérée de 1'aminoacidémie, mais qui s’étend sur une plus longue
durée (Figure 8) (Boirie et al., 1997a). De plus, les protéines du lactosérum sont riches
en leucine. De ce fait, chez des personnes agées, les protéines du lactosérum
entrainent une meilleure rétention protéique que la caséine (Dangin et al.,, 2003) et
stimulent plus efficacement la synthese protéique postprandiale (Pennings et al.,

2011).

En outre, une augmentation de tous les acides aminés ne serait pas nécessaire,
puisque la supplémentation en leucine d'un repas normo-protéique serait suffisante
pour stimuler la synthése protéique chez le rat agé (Ricu et al., 2003) et chez le sujet
agé (Katsanos et al., 2006; Rieu et al., 2006).

11
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L’insuline aurait elle aussi un role important dans la dérégulation du
métabolisme protéique musculaire, méme si celui-ci ne peut étre dissocié de celui des
acides aminés, sans lesquels la protéosynthese ne peut de toute fagon avoir lieu.

3.2.3. Effet de I'insuline

L’insuline a un role primordial dans le maintien de 1’homéostasie protéique
musculaire puisqu’elle est a la fois capable d'inhiber la protéolyse et de stimuler la
protéosynthese (Newman et al., 1994). L’apparition d"une résistance a 1'insuline au
cours du vieillissement, pourrait donc modifier la régulation de ces deux mécanismes
et tres largement contribuer au déséquilibre du métabolisme protéique menant a la
sarcopénie. De nombreuses études ont d’ailleurs établi une corrélation négative entre
résistance a l'insuline et masse musculaire chez des sujets agés (Aleman-Mateo et al.,
2014; Lee et al., 2011b, 2015; Moon, 2014). De plus, I'amélioration de la sensibilité a
I'insuline a 'aide d’un traitement permet d’atténuer la perte de masse musculaire
chez des sujets diabétiques (Lee et al., 2011a).

L’action principale de l'insuline sur le métabolisme protéique est I'inhibition
de la protéolyse (Fukagawa et al., 1985). Certains auteurs observent une altération de
cette fonction au cours du vieillissement, notamment chez des sujets agés perfusés
avec de l'insuline (Y. Boirie et al., 2001; Guillet et al., 2004b; Wilkes et al., 2009).
Cependant, d’autres auteurs montrent que 1'inhibition de la protéolyse en réponse a
I'insuline est préservée au cours du vieillissement, que ce soit chez 'homme
(Fukagawa et al., 1989) ou chez le rat (Capel et al., 2009) et que la réduction de masse
musculaire observée chez les sujets insulino-résistants serait plutot due a une
altération de la synthese. C’est du moins ce que suggerent les travaux de O’Neill et
ses collaborateurs menés chez des souris KO pour le récepteur a l'insuline chez
lesquelles I'insuline n"induisait plus de phosphorylation de S6K1, mais dont 1'activité
du protéasome n’était pas modifiée (pas d’effet sur Atroginl et Muscle ring-finger
protein 1 (MuRF1), deux ubiquitine ligases) (O'Neill et al., 2010). Ce défaut de
phosphorylation de S6K1 induit par 'insuline pourrait participer a la perte de masse
musculaire due au vieillissement, comme 'ont rapporté des travaux chez le rat agé
(Dardevet et al., 1994) et le sujet agé (Guillet et al., 2004a) (bien que dans cette derniére
étude les niveaux de mTOR et de 4E-BP1 phosphorylés chez les sujets dgés étaient

similaires a ceux observés chez les sujets jeunes).

Cependant, l'effet de I'insuline sur la traduction des protéines serait surtout
un effet permissif des acides aminés et il semblerait que 1'action de l'insuline sur la
synthese protéique soit surtout dépendante de son effet vaso-dilatateur (Timmerman
et al, 2010a). En effet, 'augmentation de l'insulinémie stimule la NO synthase
endothéliale (eNOS), entrainant une augmentation de la production de NO, un

12
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important vaso-dilatateur. L’élévation du débit sanguin qui en résulte augmente la
disponibilité des substrats et particulierement des acides aminés dans le muscle,
stimulant ainsi la synthése protéique musculaire (Ding et al., 2000; Steinberg et al.,
1994). Or, chez le sujet agé, l'insuline ne parvient pas a stimuler la vasodilatation
(Rasmussen et al., 2006), a moins d’augmenter les concentrations d’insuline a des
niveaux pratiquement deux fois plus élevés que ceux obtenus classiquement a I'état
postprandial, restaurant ainsi la stimulation de la synthése protéique (Fujita et al.,
2009). Cette stimulation peut également étre restaurée par l'administration d’un

vaso-dilatateur (Timmerman et al., 2010b).

S’il est donc bien montré que la résistance a 1'insuline participe a la perte de
masse musculaire au cours du vieillissement, les mécanismes mis en jeu sont
complexes et il semblerait que 1'altération de 1'action anabolisante de l'insuline sur la
synthese protéique touche a la fois la protéolyse, la voie mTOR et la vasodilatation,

qui de plus peuvent interagir entre elles.

Au cours du vieillissement, le métabolisme protéique musculaire est donc
modifié, en particulier a I'état postprandial, avec une diminution a la fois de la
stimulation de la synthése protéique et de de I'inhibition de la protéolyse, induisant
une situation de catabolisme menant a terme a une perte de masse musculaire.
Différents facteurs peuvent participer a ces altérations en modulant I'effet des acides
aminés et de I'insuline sur le métabolisme protéique, I'un d’entre eux pourrait étre le

stress oxydant.

3.3. Stress oxydant et métabolisme protéique musculaire

3.3.1. Données générales

Le stress oxydant est un phénomene important dans le processus de
vieillissement. En effet, la théorie des radicaux libres, décrite pour la premiére fois en
1956 par Harman, place le stress oxydant au centre des événements physiologiques
qui ont lieu au cours du vieillissement (Harman, 1956). Les radicaux libres sont des
especes chimiques caractérisées par la présence d’au moins un électron non apparié
sur leur orbitale périphérique, ce qui leur confére une haute réactivité. Les especes
réactives de I'oxygene (reactive oxygen species - ROS), font référence aux radicaux
libres dérivés de 1’oxygene comme 1'anion superoxyde (O°-2) ou le radical hydroxyle
(OH*), mais aussi a des especes réactives non radicalaires hautement réactives
notamment le peroxyde d’hydrogene (H2O.) (Temple et al, 2005). Les radicaux
dérivés de I'oxygene sont majoritaires, mais il existe également des radicaux dérivés
du monoxyde d’azote (reactive nitrogen species - RNS) produit par les NO synthases

au cours de la synthése de la citrulline a partir de l'arginine. Les ROS sont

principalement issus de la chaine respiratoire mitochondriale, mais peuvent
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2002).
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insaturé); LOe : radical alcoxyl ; LOO® : radical peroxyl lipidique ; LOOH : hydroperoxyde
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NADH: nicotinamide adénine dinucléotide (réduit)y NADP: nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate (oxydé); NADPH : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
(réduit); *NO : monoxyde d’azote; O, : anion superoxyde; *OH : radical hydroxyl; ONOO-:
peroxynitrite; P-450 : cytochrome P-450; Sar : Sarcosine; SOD : superoxyde dismutase; Vit C :
vitamine C; Vit E : vitamine E (a-tocophérol).
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également étre produits suite a des réactions enzymatiques impliquant les NAD(P)H
oxydases, les xanthine oxydases, le cytochrome P450 (au niveau du réticulum
endoplasmique) ou encore des enzymes peroxysomales entrainant la production
d'HoOz (Fang et al., 2002) (Figure 9). Dans des conditions physiologiques normales, les
ROS sont indispensables a 1'homéostasie de la cellule et participent aux mécanismes
de défense, a la régulation du cycle cellulaire, ou encore a l'expression et la
régulation de certains genes (Droge, 2002). Cependant I'dge s’accompagne d’une
augmentation de leur production en partie due a l'altération de la fonction
mitochondriale, et a une stimulation excessive des NAD(P)H oxydases (Payne and
Chinnery, 2015; Valko et al., 2007). Les défenses anti-oxydantes ne sont alors plus
suffisantes pour les prendre en charge, entrainant un déséquilibre en faveur des

especes pro-oxydantes, c’est le stress oxydant.

Ce stress va étre délétere pour la cellule puisque qu’il engendre une
oxydation des protéines, de I’ADN et des lipides. La peroxydation lipidique
correspond a la réaction en chaine durant laquelle les lipides sont oxydés par les
radicaux libres, le plus souvent des radicaux hydroxyles (OH*) ou peroxyles (ROO*-),
perturbant alors les membranes plasmiques ou bien formant des produits de
peroxydation lipidique toxiques pour la cellule comme le malondialdéhyde (MDA)
(Ayala et al., 2014). L’oxydation des protéines peut, elle, résulter d"une action directe
des ROS ou d"une réaction avec des produits de glycation, de glycoxydation ou de
peroxydation lipidique. Les acides aminés aromatiques (tyrosine, tryptophane et
phénylalanine) sont particuliérement sensibles a I’oxydation, tout comme la cystéine
et la méthionine qui donnent des groupements sulfoxides. Cette réaction est
réversible, sous 'action d’une sulfoxide réductase et ces acides aminés peuvent donc
aider a limiter le stress oxydant. Les ROS peuvent également réagir avec la lysine et
I'arginine pour former des groupements carbonyles (ol et al., 2013). Au niveau de
I’ADN, les ROS peuvent oxyder les bases des deoxyribonucléotides (plus
fréquemment les bases puriques) ou les désoxyriboses, entrainant un changement de
structure des bases ou une rupture de 'ADN simple ou double brin (Cooke et al.,
2003). 11 est donc indispensable de pouvoir lutter contre cette production d’espéces
pro-oxydantes et pour cela, 'organisme dispose de divers moyens, et notamment de
plusieurs enzymes anti-oxydantes dont les principales que sont la superoxyde
dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPx), seront

brievement présentées ici.
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3.3.2. Les systéemes antioxydants enzymatiques

Superoxyde dismutase
La SOD est une métalloprotéine qui catalyse la dismutation de 1’anion

superoxyde en peroxyde d’hydrogene et oxygene selon la réaction:
20z¢- + 2H* 2> H,Oz + O2.
Chez I'homme il existe 3 isoformes de la SOD :

- La SOD1 cytoplasmique et nucléaire associée au cuivre et zinc, ou
Cu/ZnSOD
- La SOD2 mitochondriale associée au manganése, ou MnSOD

- La SOD3 extracellulaire également associée au cuivre et au zinc

La MnSOD mitochondriale est particulierement importante dans la prise en
charge des ROS puisqu’elle permet de dismuter directement I’anion superoxyde issu
de la chaine respiratoire mitochondriale.

Catalase

Le peroxyde d’hydrogene, hautement réactif, doit a son tour étre éliminé, et la

catalase peut catalyser sa dismutation en eau et oxygeéne selon la réaction :
2H>O0; - H20 + O

La catalase est une hémoprotéine, localisée dans le cytoplasme et les
peroxysomes. Elle est particulierement efficace en cas de concentrations élevées

d’H205, alors qu’en cas de faibles concentrations c’est plutot la GPx qui va intervenir
(Comhair and Erzurum, 2002).

Glutathion peroxydase

En effet, le peroxyde d’hydrogene peut également étre réduit par la glutathion
peroxydase en présence de glutathion réduit (GSH), pour donner une molécule
d’eau. Le glutathion oxydé (GSSG) produit est ensuite réduit par la glutathion
réductase. Contrairement a la catalase, la GPx prend aussi en charge les lipides ayant
subis une peroxydation (Comhair and Erzurum, 2002). La GPx est une sélénoprotéine
dont il existe plusieurs isoformes chez 'homme, plus ou moins présentes selon les
tissus. Par exemple la GPx1 cytosolique et mitochondriale est particulierement
présente au niveau des reins, des érythrocytes et du foie (Mates et al., 1999).

Le GSH possede un role central dans la régulation de I'équilibre redox
puisqu’il est nécessaire au fonctionnement de la GPx et de la glutathion transférase.
Par ailleurs, il est également capable de neutraliser directement les radicaux libres
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(Pastore et al., 2003), ce qui fait de lui un puissant antioxydant non enzymatique. De
plus, le GSH participe a la régénération d’autres antioxydants tels que la vitamine C
et la vitamine E sous leur forme active (Valko et al., 2007). Le GSH intervient donc a
différents niveaux dans la régulation du stress oxydant, c’est pourquoi le rapport
GSH/GSSG est tres utilisé en tant que marqueur du statut redox de la cellule.

3.3.3. Stress oxydant musculaire et sarcopénie

Le stress oxydant est considéré comme l'un des responsables du
vieillissement, il n'est donc pas surprenant qu’il ait été associé a la sarcopénie,
d’autant plus que le muscle étant un grand consommateur d’oxygéne il produit une
quantité importante de ROS. Cette production musculaire augmente avec 1'age,
comme cela a été montré pour la production d’"H>O, au niveau des mitochondries,
principales sources de production des ROS (Capel et al., 2005, 2004). Afin de maintenir
I'équilibre redox, les défenses anti-oxydantes du muscle devraient donc étre accrues.
Or, il semblerait que les capacités anti-oxydantes du muscle squelettique diminuent
avec 1'age, ceci ayant été montré chez le rat (Ji ef al., 1990; Leeuwenburgh et al., 1994),
comme chez I'homme (Pansarasa et al., 1999) augmentant les dommages oxydatifs,
tels que la peroxydation lipidique (Marzani et al., 2005). Par ailleurs, ces dommages
oxydatifs semblent corrélés a la force musculaire. En effet, des travaux de Semba et
son équipe ont montré que la concentration de protéines sériques carbonylées était
inversement corrélée a la vitesse de marche et a la force développée au grip test
(Howard et al., 2007; Semba et al., 2007). Les dommages oxydatif au niveau de ’ADN
(Muzembo et al., 2014) et des lipides (Cesari M et al., 2005) sont également corrélés a la
force musculaire et a la mobilité. Plusieurs mécanismes ont été identifiés pour

expliquer l'effet du stress oxydant sur la sarcopénie.

3.3.4. Mécanismes d’action des ROS sur le métabolisme
protéique

D’une part, les ROS exercent leurs effets déléteres directement a travers
l'altération des lipides, des protéines et de I’ADN. Ces altérations entrainent une
dysfonction mitochondriale qui va engendrer un relargage de certaines protéines
capables d’activer ’apoptose, soit de maniére directe, c’est le cas de I'endonucléase G
et du facteur d’induction de 'apoptose (AIF) (Marzetti et al., 2008), ou bien via la voie
des caspases dans le cas du cytochrome c (Chabi et al., 2008). Ces dommages
moléculaires génerent également une modification de la perméabilité et de la
fonction Ca?*-ATPase du réticulum sarcoplasmique ainsi qu'une ouverture des pores
de transition de perméabilité mitochondriale (Batandier et al., 2004, Favero et al., 1995,
Xu et al, 1997). L’augmentation de Ca?* qui en résulte va a la fois inhiber la
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Figure 10 : Régulation du métabolisme protéique par les espéces réactives de 1'oxygene
(ROS).
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fibrosarcoma oncogene homolog B; MAPK: mitogen-activated potein kinases; mTOR:
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contraction musculaire (et donc affecter la fonctionnalité musculaire), mais aussi
augmenter la protéolyse en activant la voie des calpaines (Gissel, 2006; Smith and Reid,
2006). D’autre part, les ROS sont capables de moduler plusieurs voies de
signalisation qui participent a la régulation de la protéosynthese et de la protéolyse,
faisant basculer le métabolisme protéique vers le catabolisme. Il a par exemple été
montré dans des cellules musculaires que 1'H,O» était capable d’activer la voie des
MAPK (mitogen-activated protein kinases), incluant p38, ERK1/2 (extracellular
signal-regulated kinase 1/2) et JNK (c-Jun NH(2)-terminal kinase) (Li ef al., 2005). Or,
l’activation de la kinase p38 engendre, entre autre, une augmentation de 'expression
de l'ubiquitine ligase atroginl/MAFbx (V-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma
oncogene homolog B), impliquée dans I'atrophie musculaire (L7 ¢f al., 2005). La kinase
JNK serait, elle, capable d’inhiber mTOR (Q:i et al., 2013) et donc la synthese
protéique mais serait également impliquée dans l'apoptose observée dans des
cellules musculaires de souris agées (Braga et al., 2008), tout comme ERK qui induit
I'apoptose et I'autophagie (Cagrol and Chambard, 2010). Les ROS activent également le
facteur de transcription FoxO (Forkhead box), important régulateur de la
dégradation des protéines via la voie du protéasome a travers l'activation des
ubiquitine ligases atroginl/MAFbx et MurF1 mais également via la voie lysosomale
en régulant 1'expression de la cathepsine L (Kamei et al., 2004). Pour finir, la voie du
facteur nucléaire kappa B (NF-kB), activée par la présence de ROS pourrait elle aussi
favoriser la perte de masse musculaire. En effet, ce facteur de transcription a été
retrouvé a une concentration quatre fois plus élevée dans des muscles de sujets agés
par rapport a des sujets jeunes et était associé a une altération de la voie mTOR
(Cuthbertson et al., 2004). 11 favorise également la protéolyse en partie via la régulation
de MuRF1 (Cai et al., 2004) (Figure 10).

L’augmentation du stress oxydant observée dans le muscle au cours du
vieillissement semble donc corrélée a l'intensité de la sarcopénie. Cette relation
pourrait s’expliquer par l'activation de différentes voies de signalisation par les ROS,
induisant une stimulation de la protéolyse et une inhibition de la synthese protéique

qui contribuent a atténuer la sensibilité du métabolisme protéique aux effets

anaboliques de 'insuline et des acides aminés.

Cependant, le lien entre sarcopénie et stress oxydant reste controversé puisque
certains auteurs ne relévent pas d’effets de I'dge sur les capacités anti-oxydantes
musculaires (Kent-Braun and Ng, 2000, Rasmussen et al., 2003). D’autres facteurs
pourraient perturber le métabolisme protéique, comme la glycation des protéines,

conduisant elle aussi a des modifications post-traductionnelles.
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3.4. Glycation des protéines et métabolisme protéique
musculaire

3.4.1. Données générales

La glycation des protéines, couramment appelée réaction de Maillard,
correspond a une liaison non enzymatique entre une protéine et un sucre réducteur.
La premiére étape de cette réaction est la formation d’une base de Schiff par fixation
non-enzymatique du sucre réducteur sur le résidu amine d"une protéine. Cette base
instable subit rapidement un réarrangement pour donner un produit d’Amadori
lorsqu’il est issu du glucose, ou de Heyns lorsqu’il est issu du fructose. Ces produits
peuvent alors subir diverses réactions (oxydation, clivage, déshydratation,...) menant
a la formation de produits terminaux de la glycation (Advanced Glycation End

products - AGEs) dont les conséquences déléteres sont nombreuses.

La glycation touche principalement les protéines ayant une longue durée de
vie, telles que les protéines de la matrice extracellulaire, et entraine une modification
de leur structure. Ce changement peut perturber leur activité biologique ou modifier
ou au contraire en accélérant leur dégradation et en libérant a cette occasion des
produits toxiques pour la cellule. Les AGEs peuvent également induire la formation
de ponts entre macros molécules, notamment entre les fibres de collagene, ce qui les
rend plus rigides et moins solubles (Hegab ef al., 2012). De plus, les AGEs peuvent
servir de ligands a différents récepteurs capables d’induire diverses voies de
signalisations. Les récepteurs les plus étudiés sont les récepteurs de surface cellulaire
RAGE (Receptor for AGE), appartenant a la superfamille des immunoglobulines et
exprimés dans plusieurs types cellulaires, tels que les cellules endothéliales, les
cellules neuronales, les cellules musculaires lisses ou encore les macrophages
(Chavakis et al., 2004). L’activation de ces récepteurs par les AGEs induit la
production de radicaux libres et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (Falcone
et al.,, 2013), principalement via la voie du facteur de transcription NF-«xB et la voie
des MAPK ; les ROS étant eux-mémes capables d’activer ces récepteurs via Akt et p38
(Gelain et al., 2011).

3.4.2. AGEs et sarcopénie
La quantité de protéines glyquées au niveau musculaire semble augmentée
chez le sujet 4gé. Cela a notamment été montré par Haus et ses collaborateurs qui ont
rapporté des niveaux de pentosidine (un marqueur de glycation des protéines)
quatre fois plus élevés chez des personnes agées que chez des adultes ; par ailleurs
une diminution de la force et de la masse musculaire était notée chez ces personnes
agées (Haus et al.,, 2007). Une corrélation a méme été établie entre AGEs et force
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Figure 11 : Activation de la voie NF-xB

L’activation de la kinase IKK par les différents stimuli engendre la phosphorylation d'IxB,
qui va alors se détacher de NF-kB et étre dégradé par le protéasome. Une fois libéré, NF-«xB
pénetre dans le noyau ot il pourra se fixer sur son élément régulateur kB présent dans la
région promotrice de ses différents génes cibles et ainsi induire leur transcription. AGEs :
Advanced glycation end products; COX2: Cyclooxygénase 2; IkB: Inhibiteur de NF-«B;
IKK: IxB kinase; IL-1f: Interleukine-1B; iNOS: NO synthase inductible ; NF-xB : Nuclear
factor -xB ROS : espéces réactives de I'oxygene ; TNF-a : Tumor necrosis factor.
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musculaire : chez des femmes agées les concentrations sériques de carboxyméthyl-
lysine (CML) les plus élevées ont été associées aux plus faibles résultats aux grip test
(Dalal et al., 2009), a une plus faible vitesse de marche (Semba et al., 2010a), mais
également a une mobilité réduite (Sun ef al., 2012) et a un risque plus important de
développer des difficultés dans les activités de la vie quotidienne (IWhitson et al.,
2014).

Que ce soit de maniere directe, en modifiant la structure des protéines, ou bien
via I'induction d’un stress oxydant, les AGEs peuvent augmenter la dégradation des
protéines et donc favoriser la perte de masse musculaire au cours du vieillissement, il
n’est donc pas surprenant qu’ils aient été associés a la sarcopénie. Ils sont de plus
capables d’activer la voie NF-xB, impliquée dans l'inflammation qui participe elle

aussi au développement de la sarcopénie.

3.5. Inflammation et métabolisme protéique musculaire

3.5.1. Données géneérales

L’inflammation est un processus de défense, nécessaire au fonctionnement de
I'organisme qui se caractérise par une réaction défensive des tissus, déclenchée en
réponse a une infection ou a une agression par des agents physiques ou chimiques.
Elle conduit a une production de différents facteurs pro et anti-inflammatoires par
les cellules de I'immunité telles que les lymphocytes (notamment les natural killer et
les lymphocytes T), les fibroblastes, ou encore les phagocytes dont font partie les
macrophages, trés présents au niveau du tissu adipeux. La principale voie de
signalisation impliquée dans les processus inflammatoires est la voie du facteur de
transcription NF-xB régulant I'expression de génes codant pour de nombreuses
cytokines, telles que l'interleukine-1f (IL-1B) ou le facteur de nécrose tumorale alpha
(tumor necrosis factor o - TNF-a), et pour certaines enzymes inductibles telles que la
NO synthase inductible (iNOS). Dans des conditions physiologiques normales, NF-
kB est séquestré sous forme de dimere inactif par son inhibiteur IxB. L’activation de
I'IxkB kinase (IKK) par des stimuli pro-apoptotiques, des cytokines pro-
inflammatoires ou encore par les ROS, entraine la phosphorylation d'IxB puis sa
dégradation par le protéasome, libérant ainsi NF-xB (Hayden and Ghosh, 2008) (Figure
11). La réponse inflammatoire aigiie est une réaction breve participant a la réparation
de tissus lésés ou encore a la dégradation de pathogenes. Cependant, au cours du
vieillissement, la dérégulation du systeme immunitaire et I’augmentation du stress
oxydant engendrent une activation continue de la voie NF-«xB entrainant I’apparition
d’une inflammation chronique a bas bruit (Chung et al., 2009).
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3.5.2. Inflammation et sarcopénie

Cette inflammation chronique a bas bruit est délétere pour 1'organisme et a
notamment été corrélée a la sarcopénie. Sil est bien connu qu’a tous les ages une
inflammation aigtlie est associée a une fonte musculaire, cette corrélation pourrait
également étre observée dans le cas de l'inflammation a bas bruit au cours du
vieillissement. En effet, Visser et ses collaborateurs ont montré que des
concentrations plasmatiques élevées de cytokines pro-inflammatoires interleukine-6
(IL-6) et TNF-a chez des personnes de 70 a 79 ans étaient associées a une masse et
une fonction musculaire plus faibles (Visser et al., 2002). La concentration de protéine
C réactive (CRP) plasmatique a également été corrélée a une diminution de la force et
de la masse musculaire chez les personnes agées (Hamer and Molloy, 2009; Schaap et
al., 2009, 2006). Chez le rat, une injection d’IL-6 a une dose similaire a celle retrouvée
dans le cas de I'inflammation a bas bruit entraine une atrophie musculaire (Haddad et
al., 2005).

3.5.3. Inflammation et altération du métabolisme protéique

Cet effet de l'inflammation a bas bruit sur la sarcopénie passerait en partie par
un déséquilibre du métabolisme protéique musculaire, d'une part en réduisant la
protéosynthese, d’autre part en stimulant la protéolyse. Il a en effet été montré dans
une population de rats agés que cette inflammation était associée a une moindre
stimulation de la synthese protéique post-prandiale (Balage et al., 2010). En outre,
cette stimulation peut étre restaurée a l'aide d’un traitement anti-inflammatoire
(ibuprofene), permettant méme de limiter la perte de masse musculaire liée a 'age
(Riew et al., 2009). Chez 'homme également, 1’association entre inflammation et
métabolisme protéique a été démontrée, puisque 'augmentation de 1'expression de
NF-«xB chez des hommes agés comparés a des jeunes s’accompagne d’une baisse de
sensibilité et de réponse aux acides aminés de la synthése protéique musculaire
(Cuthbertson et al., 2004). Ce défaut de stimulation de synthese protéique observé en
cas d’inflammation pourrait passer par une altération de la voie mTOR puisque dans
une étude de Haddad et ses collaborateurs, l’atrophie musculaire induite par
I'injection d’IL-6 était associée a une diminution de la phosphorylation de la S6K
(Haddad et al., 2005). Le TNF-a, lui aussi capable d’altérer la synthése en perturbant
la voie mTOR (Lang et al., 2002), peut, de plus, stimuler la protéolyse, notamment via
I'apoptose (Li et al., 1998; Li and Reid, 2000). 11 a d’ailleurs été montré chez des rats
agés que des niveaux élevés de TNF-a au niveau du vastus lateralis étaient associés a
une stimulation de la Fas-associated death domain et de la caspase 8, impliquées
dans l'apoptose (Phillips and Leeuwenburgh, 2005). 11 stimule également la voie du

protéasome, comme cela a été montré apres injection de TNF-a chez le rat (Llovera et
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al., 1997). Si beaucoup d’études se sont concentrés sur le TNF-a, il semblerait que
'activation de I'expression d’iNOS et la production de NO qui en découle soient
également des médiateurs importants de l'implication de la voie NF-«xB dans la
sarcopénie. En effet, le NO pourrait favoriser la perte de masse musculaire
notamment en inhibant mTOR et MyoD (important facteur de transcription
myogénique) (Hall et al., 2011).

Si I'inflammation chronique n’est pas présente de facon systématique chez les
sujets sarcopéniques, il est clair qu’elle peut agir de diverses maniéres pour favoriser

la perte de masse musculaire au cours du vieillissement.

3.6. Autres facteurs impliqués dans les changements du
métabolisme protéique musculaire

3.6.1. Hormones
Outre la perte de sensibilit¢ a linsuline, de nombreux changements
hormonaux apparaissent au cours du vieillissement et pourraient participer a la perte
de masse et de force musculaire (Barnks and Morley, 2000).

TESTOSTERONE

La testostérone est une des principales hormones anabolisantes, elle stimule la
synthese protéique selon des mécanismes encore mal compris, mais qui semblent
impliquer une activation de la voie mTOR (Basualto-AlarcoN et al., 2013; White et al.,
2013). La diminution de sa sécrétion au cours de I'dge pourrait étre impliquée dans le
développement de la sarcopénie (Blasin et al., 2001; Harman et al., 2001). En effet, une
corrélation a été établie entre des faibles taux sériques de testostérone libre et une
altération de la mobilité chez des hommes agés (Krasnoff et al., 2010). Cependant, une
supplémentation en testostérone n’apparait pas comme la solution la plus adaptée
pour limiter la sarcopénie. Certes, elle permet d’augmenter la masse maigre, mais
elle reste sans effet sur la force et la fonctionnalité musculaire (Emimelot-Vonk et al.,
2008) et augmente, de plus, le risque de problémes cardiovasculaires, respiratoires et

dermatologiques (Basaria et al., 2010).
HORMONE DE CROISSANCE ET INSULIN-LIKE GROWTH FACTOR

Les taux sériques d’hormone de croissance (GH) et d’insuline-like growth
factor 1 (IGF-1) diminuent également avec 1’age. Or, 'IGF-1 est capable de stimuler la
prolifération des myoblastes et la croissance musculaire en activant la voie PI3K/ Akt
(Yu et al.,, 2015) et participe également a la régulation de MuRF1 et de I'atroginl
(Clavel et al., 2006). La dérégulation de ces voies qui résulte de la diminution d'IGF-1
favorise donc la perte de masse musculaire au cours du vieillissement. Toutefois,
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comme pour la testostérone, une supplémentation en GH conduit a une
augmentation de la masse maigre mais entraine des effets secondaires importants et

notamment une insulino-résistance (Giannoulis et al., 2012).
PARATHORMONE ET VITAMINE D

Des taux élevés de parathormone et faibles de vitamine D sont eux aussi
associés a une plus forte perte de masse et de force musculaire et a un plus grand
risque de fragilité (Tajar et al.,, 2013; Visser et al., 2003). Le mécanisme d’action de la
vitamine D sur le muscle n’est encore que partiellement compris et semble assez
complexe, mettant en jeu une régulation génomique et non génomique (Halfon et al.,
2015). Plusieurs études se sont penchées uniquement sur la vitamine D et ont montré
chez des personnes agées que des concentrations sériques de vitamine D plus élevées
étaient associées a une meilleure fonction musculaire des membres inférieurs
(Bischoff-Ferrari et al., 2004) et a un moindre déclin des performances physiques
(Wicherts et al., 2007). Une corrélation a également été établie entre le récepteur a la
vitamine D (VDR), dont I'expression diminue avec I'dge, et la masse et la force
musculaire (Bischoff et al., 2001; Geusens et al., 1997). Cependant, l'association entre

vitamine D et performances physiques reste trés controversée (Annweiler et al., 2010).
GLUCOCORTICOIDES

L’accumulation des épisodes de stress ou de maladie au cours de la vie
entraine une augmentation du taux de glucocorticoides chez les personnes agées
(Sabatino et al., 1991). Or, les glucocorticoides, bien connus pour favoriser le
catabolisme protéique musculaire (Hasselgren, 1999), auraient un effet d’autant plus
important avec 'avancée en age. Il a été montré qu'un traitement a la dexaméthasone
entrainait une perte de masse musculaire plus importante chez des rats dgés que chez
des rats adultes, due a une plus forte inhibition de la synthese protéique (Dardevet et
al.,, 1995, Savary et al., 1998). Les glucocorticoides pourraient donc accélérer la
sarcopénie en amplifiant l'effet des événements caractérisés par un état catabolique

chez les sujets agés.

3.6.2. Activité physique

Sans surprise, une diminution de l’activité physique est observée chez les
personnes agées (Sallis, 2000). Or, cette diminution apparait comme une des
principales causes de développement de la sarcopénie. Durant la phase d’exercice,
I'activité de la voie mTOR est tout d’abord réduite, inhibant ainsi la synthése
protéique (Dreyer et al, 2006). Puis, pendant la phase de récupération, la
protéosynthese est augmentée. Cette phase démarrant 2 a 3h apres l'exercice et
pouvant durer jusqu'a 48h apres 1'exercice, elle aboutit a un gain global de masse
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protéique musculaire (Phillips et al., 1997). La protéolyse est, elle, augmentée durant

les premiéres 24h qui suivent l’exercice, et revient a son niveau de repos dans les 48h
(Pasiakos and Carbone, 2014).

Ainsi, chez le sujet agé, 1'exercice, et particulierement ’exercice de résistance,
permet d’améliorer aussi bien la masse (Peterson et al., 2011), que la force musculaire
(Peterson et al., 2010; Silva et al., 2014). Cet effet bénéfique ne serait pas uniquement dix
a la stimulation de la synthése protéique conséquente a l’exercice, mais a une
amélioration du métabolisme protéique musculaire dans la durée. En effet, la
pratique d’un exercice permet de restaurer la stimulation de la synthése protéique
par l'insuline chez le sujet agé, via 1'amélioration de la fonction endothéliale et
l'activation de la voie mTOR, et ce, le lendemain de la séance d’exercice (Fujita et al.,
2007). De plus, I'exercice physique permet de réduire l'inflammation (CRP, IL-6 et
TNF-a plasmatiques) chez les personnes agées, ce qui pourrait étre en partie d a
une diminution du tissu adipeux (Colbert et al., 2004; Stewart et al., 2007).

L’amélioration de la force musculaire pourrait s’expliquer par un remodelage
des jonctions neuromusculaires, notamment une augmentation de la longueur et du
nombre de terminaisons nerveuses (Rudolf et al., 2014).

L’exercice est donc la stratégie la plus efficace pour limiter la sarcopénie.
Cependant, méme si la pratique d'une activité physique engendre une masse
musculaire plus importante, cela n’'empéche pas qu’elle diminue avec 1'dge (Manini et
al., 2009).

De plus, au cours du vieillissement apparaissent fréquemment des douleurs
chroniques qui rendent plus difficile la pratique d’activités physiques. Or, une
activité physique réduite pendant deux semaines entraine une diminution de la
synthese protéique et de la masse musculaire chez des personnes agées (Breen et al.,
2013). A fortiori, I’alitement, situation qui peut étre assez courante chez les personnes
agées, entraine une altération conséquente de la synthese protéique musculaire, ainsi
que de la masse et de la force musculaire (Coker et al., 2015; Kortebein et al., 2007).
Drummond et son équipe suggerent que ces effets pourraient étre dus a une
diminution de l'activation de la voie mTOR et de l'expression des protéines de
transport d’acides aminés (Drummond et al., 2012).

Le manque d’activité physique accélere donc l'apparition de la sarcopénie,
mais la diminution de mobilité due a I'age rend difficile I’activité physique, créant

alors un cercle vicieux.
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3.6.3. Altérations des jonctions neuromusculaires

Comme cela a été décrit, la diminution de la fonction musculaire excéde la
diminution de la masse et ceci pourrait, entre autre, étre dt a une diminution du
nombre de motoneurones. En effet, le vieillissement du systéme nerveux central
entraine une altération structurelle et fonctionnelle des jonctions neuromusculaires
(notamment un remodelage pré et post-synaptique), conduisant a la dénervation
impliquée dans la diminution de fonctionnalité observée dans la sarcopénie (Jang and
Van Remmen, 2011).

3.6.4. Extraction splanchnique

Avant d’arriver au niveau systémique, environ 50% des acides aminés
apportés par le repas sont captés au niveau de lintestin et du foie, limitant
I"hyperaminoacidémie postprandiale, c’est ce qu'on appelle I'extraction splanchnique
(Elwyn et al., 1968). Or, certains auteurs ont mis en évidence une augmentation de
cette extraction chez les sujets dgés, pour la leucine, la phénylalanine et le glutamate
(Boirie et al., 1997b; Rutten et al., 2005; Volpi et al., 1999). Cette augmentation entrainant
une diminution de l'aminoacidémie postprandiale et donc de la quantité d’acides
aminés disponibles pour le muscle (Boirie et al., 1997b), elle pourrait étre en partie
responsable de l'altération de la stimulation de synthése protéique musculaire
postprandiale chez 1’agé. Des travaux chez le rat agé ont montré que I'augmentation
de I'extraction splanchnique observée ne correspondait pas a une augmentation de la
synthese protéique intestinale et hépatique, ni a une modification de la synthese
d’urée ou de l'activité des cellules de Kiipffer. Elle pourrait résulter simplement du
fait qu’avec la perte de masse maigre, I'aire splanchnique représente une plus grande
proportion du métabolisme protéique corporel (Jourdan et al., 2011). D’autres auteurs
n’établissent aucune corrélation entre I’augmentation de 1'extraction splanchnique et
la diminution de la synthése protéique musculaire (Moreau et al., 2013; Volpi et al.,
1999), voire n'observent pas de différence en terme d’extraction splanchnique
(Koopman et al., 2009).
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Au cours du vieillissement le métabolisme protéique musculaire est donc
profondément modifié. Méme si in vivo, a jeun, les activités de synthese et de
dégradation des protéines musculaires se maintiennent relativement bien, a 1'état
nourri, la synthése protéique est moins stimulée et la protéolyse est moins inhibée.
Ainsi réduit, I'anabolisme protéique musculaire postprandial ne parvient plus a
compenser les périodes cataboliques observées normalement a jeun. Cette altération
de l'anabolisme postprandial correspond a une diminution de la sensibilité de la
synthese protéique aux acides aminés, et en particulier a la leucine, mais aussi a une
modification de I'action de I'insuline. Avec 1’avancée en age, cette derniére semble en
effet moins a méme de faciliter la stimulation de la synthése protéique par les acides
aminés, d'induire une vasodilatation et d’inhiber la protéolyse. Le stress oxydant, la
glycation des protéines et I'inflammation pourraient contribuer a expliquer cette
résistance anabolique du muscle, mais aussi a aggraver le catabolisme post-absorptif
musculaire de par leurs actions sur la régulation des voies de synthése et de
dégradation des protéines musculaires. D’autres facteurs liés au vieillissement tels
que la baisse de la sécrétion de testostérone, d'IGF-1 et de GH, 'augmentation de
sensibilité aux glucocorticoides, la diminution de 'activité physique, 1’altération des
jonctions neuromusculaires ou encore l'augmentation de I'extraction splanchnique,
pourraient eux aussi contribuer aux dérégulation du métabolisme protéique
musculaire.

Nombre de ces altérations observées au cours du vieillissement sain, peuvent
toutefois étre aggravées et amplifiées par différents facteurs environnementaux, et
notamment nutritionnels. Il a en effet été montré que certains régimes, en particulier
des régimes riches en sucres simples peuvent favoriser l'apparition du stress
oxydant, de l'inflammation, de la glycation des protéines et de la résistance a
I'insuline. On peut donc se demander dans quelle mesure ce type d’alimentation
pourrait favoriser I'altération du métabolisme protéique musculaire et donc la perte
de masse maigre liée a I'age, et plus généralement entrainer une accélération du

vieillissement.
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CHAPITRE Il - LE REGIME RICHE EN SUCRES AJOUTES : UN
ACCELERATEUR DU VIEILLISSEMENT ?

1. DONNEES GENERALES

1.1. La consommation de sucres ajoutés

Les glucides sont des nutriments essentiels pour 1'organisme et représentent
notre principale source d’énergie. Cependant, il existe de nombreuses formes de
glucides dont la qualité nutritionnelle n’est pas équivalente. Environ la moitié de ces
glucides sont apportés sous forme de glucides complexes, principalement d’amidon,
particulierement présent dans les produits céréaliers et les pommes de terres. L’autre
moitié est apportée sous forme de glucides simples, communément désignés sous le
terme de sucres. Dans le langage courant, les sucres font référence aux
monosaccharides comprenant le glucose, le fructose et le galactose, et aux
disaccharides, principalement le lactose et le saccharose (le sucre de table). Les sucres
ajoutés sont définis comme les sucres consommés de maniere séparée a table ou
utilisés comme ingrédients dans les aliments préparés ou transformés (Jolinson and
Frary, 2001). Si chimiquement ils sont identiques aux sucres naturellement trouvés
dans les aliments, la notion de sucres ajoutés a été créée pour aider les
consommateurs a repérer les aliments dont I’apport énergétique a été augmenté, sans
amélioration de la qualité nutritionnelle. Elle doit permettre de limiter
I'augmentation de la consommation de sucres ajoutés observée depuis 1950, en
Europe et aux Etats-Unis. En effet, alors que selon les recommandations de 'OMS les
sucres devraient représenter au maximum 10% de I'énergie totale consommée
(“WHO | WHO opens public consultation on draft sugars guideline,” 2014), en France cet
apport est estimé en moyenne a 17-18% (rapport INCA2 - 2006). L’augmentation de
la consommation de sucres ajoutés correspond a un changement de régime
alimentaire, fournissant de moins en moins de glucides complexes et de plus en plus
de glucides simples, apportés par les produits hautement raffinés tels que les biscuits
sucrés, les céréales du petit déjeuner et les boissons sucrées. En plus d’apporter une
quantité importante de sucres, la consommation de boissons sucrées a été associée a
une diminution de la qualité du régime alimentaire (Marshall et al., 2005).

Ces changements alimentaires coincident avec l'augmentation de Ia
prévalence du syndrome métabolique, poussant de nombreux auteurs a étudier
I'implication d’un régime riche en sucres ajoutés dans l'apparition des désordres
métaboliques. Bien que controversés, les résultats des études comparant les effets de
la consommation de différents types de sucres semblent désigner le fructose comme
responsable des dérégulations métaboliques induites par un régime riche en sucre.

En effet, consommé en exces, le fructose est capable d'induire de nombreuses
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Figure 12 : Estimation de la consommation de fructose aux Etats-Unis.

Fructose total (C), fructose libre (A), fructose contenu dans l'alimentation sous forme de
sirops dérivés du mais (High Fructose Corn Syrup, HFCS) (#),prévalence du surpoids (m),
prévalence de I'obésité (X) (Halimi, 2010).
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perturbations caractéristiques du syndrome métabolique, telles qu'une résitsance a
I'insuline, une hypertension ou encore une dyslipidémie et une stéatose hépatique
(Tappy and Lé, 2010).

1.2. Le fructose : structure et source de consommation

Le fructose (a-D-fructofuranose) est un monosaccharide a 6 carbones dont la
formule est CsH120e. Il est naturellement présent dans le miel et les fruits, sous sa
forme simple ou lié au glucose, sous forme de saccharose. Il peut également étre
trouvé sous forme d’inuline (polymere de fructose) dans certains végétaux, en
particulier la chicorée ou les oignons. Cependant, le fructose présent naturellement
dans I'alimentation ne représente qu'une faible partie du fructose total consommé, et
cette contribution tend plutot a diminuer depuis 1978 aux Etats-Unis (Marriott et al,
2009). Si la consommation de fructose a augmenté depuis les années 1970, c’est parce
qu’il est utilisé par l'industrie agroalimentaire pour son pouvoir sucrant (environ
30% supérieur a celui du saccharose) et son faible coGit en tant qu’ingrédient.
Aujourd’hui, il est donc consommé en grande majorité sous forme de sucres ajoutés
et représente plus de 9% des apports énergétiques, aux Etats-Unis (Halimi et al., 2010;
Marriott et al., 2009) (Figure 12). Dans les produits raffinés, il est ajouté
principalement sous forme de saccharose, mais aussi sous forme de sirops de mais a
haute teneur en fructose (High Fructose Corn Syrup - HFCS). IlIs sont obtenus apres
broyage humide du mais pour extraire 'amidon, suivi d’une saccharification et
d’une liquéfaction enzymatique pour hydrolyser 'amidon en monomeres de glucose,
puis d'une isomérisation du glucose en fructose et enfin d"une purification et d'un
mélange afin d’obtenir la concentration souhaitée (Hanover and White, 1993). 1ls
peuvent contenir jusqu’a 90% de fructose, cependant la plupart des HFCS utilisés en
contiennent entre 42% et 55%, le reste des glucides étant apporté par du glucose
(principalement sous forme libre, mais aussi sous forme de maltose et malto-triose)
(White, 2008). Les HFCS-42 sont les plus utilisés dans les patisseries et biscuits

industriels et les HFCS-55 dans les boissons sucrées.

2. METABOLISME DU FRUCTOSE

2.1. Absorption

Les glucides ne peuvent étre absorbés que sous forme de monosaccharides.
Par conséquent, s’il est apporté sous forme de saccharose, le fructose va, en premier
lieu, étre libéré au niveau de la bordure en brosse de la barriére intestinale, sous
I'action de la sucrase qui va cliver le saccharose en glucose et fructose (Gray and
Ingelfinger, 1966). Le fructose est ensuite transporté dans les entérocytes de maniere
indépendante du sodium, via le transporteur de glucose 5 (GLUT5), seul transporteur
spécifique du fructose (Km entre 6 et 15 mM) (Burant et al., 1992; Douard and Ferraris,
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Figure 13 : Absorption intestinale du fructose et du glucose.

GLUT2: transporteur de glucose 2; GLUTS: transporteur de glucose 5 (transporteur
spécifique du fructose); SGLT1: sodium glucose transport protéine 1. Le fructose est
transporté a l'intérieur de l'entérocyte indépendamment du sodium par le transporteur
GLUTS. S'il arrive sous forme de saccharose il est d’abord clivé en fructose + glucose par la
sucrase au niveau de la barriere en brosse. Une fois dans l'entérocyte, le fructose non
métabolisé est transféré dans le sang au niveau de la membrane basolatérale par le
transporteur GLUT?2.
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2008) (Figure 13). Cette absorption est plus lente que celle du glucose, et le temps de
contact prolongé entre le fructose et la barriére intestinale qui en découle pourrait
entrainer une stimulation de signaux de satiété (Maljaars et al., 2007). De plus,
I'absorption du fructose est peu efficace lorsqu’il est consommé seul, et semble
adaptée uniquement pour des faibles concentrations de fructose, comme c’est le cas
lors de la consommation de miel ou de fruits (Iruswell et al., 1988). La capacité
maximale d’absorption du fructose est en fait atteinte lorsqu’il est co-ingéré avec du
glucose a un ratio de 1: 1, ce qui est le plus courant dans 1’alimentation puisque la
majorité du fructose est apporté sous forme de saccharose (Latulippe and Skoog, 2011;
Riby et al., 1993). La fagon dont le glucose stimule 1’absorption du fructose n’est pas
totalement élucidée mais pourrait impliquer un ralentissement de la vidange
gastrique, ainsi qu'un transport para cellulaire du fructose entrainé par le flux
engendré par modification de la pression osmotique suite a 1’absorption du glucose
(Shi et al., 1997). Il semblerait que le fructose provenant du miel, du saccharose ou des
HEFCS soit absorbé de la méme maniére et que le glucose exerce son effet facilitateur
sur 1'absorption intestinale du fructose quelle que soit la forme sous laquelle il est
apporté.

Il a été montré chez le lapin, le mini porc et le rat, qu'une partie du fructose
était directement métabolisée dans les entérocytes en lactate et en glucose (Bismut et
al., 1993; Bjorkman et al., 1984; Holloway and Parsons, 1984). Cela peut représenter
jusqua a 60% du fructose ingéré a des tres faibles concentrations, mais ce
pourcentage diminue lorsque les quantités de fructose augmentent comme c’est le
cas lors d'un repas contenant du fructose, et encore plus en cas de consommation de
produits raffinés (Bismut et al., 1993). Le fructose non utilisé par les entérocytes est
ensuite transféré dans la circulation sanguine via GLUT 2 au niveau de la membrane
baso-latérale et va étre dirigé vers le foie. Contrairement au glucose, la trés grande
majorité du fructose ingéré sera métabolisée au niveau du foie et n’atteindra donc

pas les autres organes.

2.2. Métabolisme hépatique

Le métabolisme hépatique du fructose est résumé dans la Figure 14 (Lim et al.,
2010). Dans un premier temps le fructose transporté par la veine porte est extrait par
le foie via le transporteur GLUT2, qui a une faible affinité pour le fructose (Km ~ 60
mM contre ~10 mM pour le glucose), mais une forte capacité a le transporter. Chez
I’'homme, au minimum 50% du fructose présent dans la circulation sanguine est
métabolisé par le foie (Mendeloff and Weichselbaum, 1953). Chez le rat nourri ce taux
d’extraction est de 55% et s’éleve a 71% chez le rat a jeun (Topping and Mayes, 1971).
Cette extraction tres efficace explique la faible augmentation de la fructosémie

28



Insulin

Figure 14: Métabolisme hépatique du fructose et conséquences sur le métabolisme
lipidique (adapté de Lim, 2010).

ACL : ATP citrate lyase; ACC : acétyl-CoA carboxylase ; apo B: apolipoprotein B-100 ;
ChREBP : carbohydrate responsive element binding protein; CPT-1: carnitine palmitoyl
transférase 1 ; FAS : fatty acid synthase ; DAG :diacylglycerol ; FOXO1, forkhead box protein
O1; IRS-1 : substrat du récepteur a l'insuline-1 ; LPL : lipoprotein lipase; MAPK mitogen-
activated protein kinase 8 MKKY7 : mitogen-activated protein kinase kinase 7, MTTP :
microsomal  triglyceride  transfer  protein; NO :monoxyde  d’azote;  PFK:6-
phosphofructokinase; PGC-1f : peroxysome proliferator activator receptor coactivator1 ; Pi:
inorganic phosphate; PKCe : protéine kinase Ce; AMP : adénosine monophosphate;ApoB :
apolipoprotéine B; IMP : inositol monophosphate ;PFK :phosphofructokinase ; PP2A :
protein phosphatase 2 ; pSer-IRS-1: serine phosphorylated IRS-1; SREPB-1c : sterol
regulatory element binding protein ; TCA cycle: cycle des acides tricarboxylique (cycle de
Krebs).
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systémique apreés une ingestion de fructose. Une fois dans I'hépatocyte, le fructose va
étre rapidement et tres efficacement phosphorylé en fructose-1P par la fructokinase,
avec 'utilisation d’une molécule d’ATP (Mayes, 1993). A I'inverse de la glucokinase
et la phosphofructokinase, impliquées dans les premiéres étapes de la glycolyse, qui
sont inhibées respectivement par I’ATP et le citrate, la fructokinase ne subit pas de
rétrocontrdle négatif. De plus, le Km de la glucokinase pour le glucose est
relativement important, alors que la fructokinase a une Vmax élevée (0,3
pmol/min/g) et une tres forte affinité pour le fructose (Km = 0,5 mM) (Adelman et al.,
1967, Heinz et al., 1968; lynedjian, 1993). Autre différence avec la glucokinase, la
fructokinase n’est pas régulée par l'insuline et en conséquence n’est pas inductible
par le repas. En effet, la consommation de fructose entraine une sécrétion d’insuline
quasiment nulle, probablement du fait de I'absence de transporteurs GLUT5 au
niveau des cellules B du pancréas productrices d’insuline (Sato et al., 1996).
Cependant, la présence de fructose potentialise la sécrétion d’insuline induite par le
glucose (Grant et al, 1980) et le saccharose induit une sécrétion d’insuline
intermédiaire entre celle du fructose, proche de zéro, et celle du glucose, qui
représente la valeur maximale de référence (Lee and Wolever, 1998).

Du fait de cette absence de régulation et de 1'efficacité de la fructokinase, la
totalité du fructose présent dans 1'hépatocyte va étre phosphorylé, engendrant une
déplétion du pool d’ATP intracellulaire. Ceci va avoir pour conséquence d’activer
I’AMP désaminase-1 conduisant a la production d’acide urique, potentiellement
toxique pour la cellule (Fox and Kelley, 1972; Johnson et al., 2009). La fructokinase est
donc adaptée pour gérer de faibles concentrations de fructose mais de fagon

constante, en revanche elle n’est pas adaptée en cas d’arrivée importante de fructose.

Suite a I'action de la fructokinase, le fructose-1P est transformé par 1’aldolase B
en trioses phosphate : le glycéraldéhyde et le di-hydroxyacétone phosphate (DHAP),
rejoignant ainsi la voie de la glycolyse. Ces trioses phosphate vont alors étre
convertis en majorité en glucose (~50%) et en glycogene (~15%) via la
néoglucogenese (Koo ef al., 2008). Le glycéraldéhyde peut également étre phosphorylé
par la triokinase en glycéraldéhyde-3P (Mayes, 1993), ensuite oxydé en pyruvate. Ce
pyruvate sera alors soit réduit en lactate (~25% du fructose ingéré) (Bjorkman et al.,
1984), soit décarboxylé en acétylcoenzyme A (acétyl-CoA), par la pyruvate
déshydrogénase. Via le cycle de Krebs, I'acétyl-CoA va étre converti en citrate, alors
disponible pour la lipogenese de novo (De Novo Lipogenesis - DNL) (moins de 5% du
fructose ingéré). De plus, le DHAP peut également étre converti en glycérol 3
phosphate, pouvant conduire a la synthese de triglycérides (Coleman and Lee, 2004).

29






ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE — CHAPITRE II

2.3. Effets du fructose sur le métabolisme lipidique

2.3.1. Carrefour entre métabolisme du fructose et syntheéese
lipidique
Le fructose est donc capable de stimuler la synthese de triglycérides (TG) via le
DHAP et le pyruvate. Le DHAP entre dans la voie de 1'acide phosphatidique apres
réduction en glycérol-3P par la dihydroxyacétone-3-phosphate déshydrogénase. Le
glycérol-3P subi ensuite deux acylations par la Glycerol-3-Phosphate Acyltransferase
(GPAT) puis la 1-Acylglycerol-3-Phosphate II Acyltransferase, pour donner l'acide
phosphatidique, qui sera converti en diacylglycérol (DG) sous l'action de la
phosphatidate phosphatase, puis en TG apreés acylation par la diglycéride - acyl
transtérase (Leliner and Kuksis, 1996). Ces enzymes sont donc déterminantes dans la
régulation de la synthese et I'accumulation des triglycérides dans le foie (Colenan and
Lee, 2004; Nguyen et al., 2008).

Le pyruvate est lui, converti en citrate via le cycle de Krebs dans la
mitochondrie. Une fois dans le cytosol, le citrate est retransformé en acétyl-CoA par
I’ATP-citrate lyase (ACLY), enzyme spécifique de la lipogenése. L’acétyl-CoA
carboxylase (ACC), enzyme limitante de la DNL transfere ensuite un bicarbonate sur
I'acétyl-CoA pour donner le malonyl-CoA qui sera transformé en acide gras saturé
(AGS) par le complexe multienzymatique acide gras synthase ou fatty acid synthase
(FAS). Le principal produit de la FAS est le palmitate (C16 :0), mais du stéarate
(C18:0) ou des acides gras plus courts peuvent également étre produits. Ces AGS
sont ensuite convertis en acides gras mono-insaturés, puis en DG et TG. Ces TG,
qu’ils soient obtenus a partir du DHAP ou du pyruvate, seront stockés sous forme de
gouttelettes lipidiques ou bien incorporés aux VLDL pour étre sécrétés dans le sang.
Le malonyl-CoA, en plus de servir de substrat a la synthese des AGS inhibe leur
dégradation via I'inhibition de la carnitine palmitoyltransférase-1, enzyme limitante
de la B-oxydation (McGarry et al., 1978).

2.3.2. Régulation des facteurs de transcriptions et synthése
lipidique

Le fructose fournit donc les substrats de la DNL, mais, comme le glucose, il est

aussi capable d’augmenter 'expression génique de différentes enzymes impliquées
dans la lipogenese principalement via deux facteurs de transcription: le sterol
regulatory response element binding protein-lc (SREBP-1c) et le carbohydrate
response element binding protein (ChREBP) (Koo et al., 2009). Ces protéines sont
deux importants régulateurs de la lipogenese (Dentin et al., 2005). En effet, chez des
souris KO, il a été montré que SREBP-1c était nécessaire pour induire I’augmentation

de I'expression de plusieurs genes codant pour certaines enzymes de la lipogenese en
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réponse au passage de 1'état a jeun a I'état nourri et a un régime riche en saccharose
(Shimano et al., 1999). Au niveau hépatique, cette régulation concerne notamment
I’ACLY, I'ACC, 1a FAS, la pyruvate kinase (PK) et la GPAT, en revanche, les genes
codants pour les enzymes impliquées dans la synthese du cholestérol (HMGCoA
réductase et HMGCoA synthase) ne semblent pas étre régulés par SREBP-Ic.
ChREBP est lui aussi capable de stimuler I'expression génique de la PK, de 'ACC et
de la FAS (O’Callaghan et al., 2001; Rufo et al., 2001; Yamashita et al., 2001).
L’'importance de ChREBP dans le métabolisme du fructose a été mise en évidence
chez des souris chez lesquelles la délétion du géne de ChREBP induit une intolérance
au saccharose et au fructose (lizuka et al., 2004).

Le fructose semble activer ChREBP et SREBP-1c différemment du glucose. Koo
et ses collaborateurs, ont montré chez le rat qu'un régime riche en fructose entrainait
une présence de SREBP-1c au niveau nucléaire plus de deux fois supérieure a celle
obtenue chez des rats nourris avec un régime riche en glucose (Koo et al., 2009).
Concernant ChREBP, la quantité présente dans le noyau était équivalente que les rats
aient été nourris avec le régime riche en glucose ou en fructose. Cependant, il était
présent en plus grande quantité sous sa forme active chez les rats nourris avec le
fructose (prés de 4 fois plus). D’autre part, les mécanismes d’activation semblent
également différents selon le glucide ingéré. En effet, en cas de consommation de
glucose, ChREBP serait activé via une augmentation de la production de xylulose-5P,
un intermédiaire de la voie des pentoses phosphates. Cette augmentation induirait
'activation de la protéine phosphatase 2A (PPA2), entrainant la translocation de
ChREBP dans le noyau et son activation par déphosphorylation (Kabashima et al.,
2003). Dans le cas d"un régime riche en fructose, I'augmentation de la forme active de
ChREBP ne serait pas corrélée a une augmentation de la concentration de xylusose-
5P, suggérant la possibilité d'une autre voie d’activation de ChREBP (Naguai ef al.,
2009). Cette autre voie pourrait étre dépendante des récepteurs nucléaires hépatiques
des oxystérols, les LXR, dont ChREBP serait un gene cible (Cha and Repa, 2007),
puisque certains auteurs ont montré que les LXR-B sont augmentés lors d"un régime
riche en fructose (Prakash et al., 2014). Dans le cas d’une consommation de glucose,
SREBP-1c est lui activé, a la fois par l'insuline, et par les LXR (Bobard et al., 2005, Repa
et al.,, 2000). La fixation de l'insuline sur son récepteur va en effet activer la voie
PI3K/Akt, entrainant une activation de SREBP-1c (Krycer et al., 2010). Le fructose
pourrait lui activer SREBP-1c via les peroxisome proliferator-activated receptor-
y (PPAR-y) (Schultz et al, 2013) et leur co-activateur (peroxisome proliferator-
activated receptor gamma coactivator 1 beta - PGC-13 ), également co-activateur des
LXR (Difet al., 2006, Nagai et al., 2009) et capable d’activer de fagon modérée les génes
de la néoglucogenése (Lin et al., 2003).
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2.3.3. Régulation des facteurs de transcriptions et oxydation
des lipides

Via SREBP-1c et ChREBP, le fructose est donc capable de réguler la synthése
lipidique, mais il agit également sur la B-oxydation. Des résultats obtenus chez des
sujets obeses et en surpoids ont montré qu’apres 10 semaines d’'une consommation
de boissons sucrées, le fructose, mais pas le glucose, entrainait une réduction de la -
oxydation (Cox et al., 2012). Cette régulation pourrait impliquer les récepteurs
nucléaires PPAR-o. Le fructose 1-P induit une diminution des ARNm hépatiques de
PPAR-o, entrainant une diminution de I'expression de certaines enzymes impliquées
dans la B-oxydation, telles que I’Acyl CoA Oxydase (ACOX) et la Carnitine Palmitoyl
Transferase-1 (CPT-1) (Nagai et al., 2002; Roglans et al., 2007, 2002). La diminution de
I"expression protéique de PPAR-a a également été montrée chez des souris nourries
avec un régime riche en saccharose (Oliveira et al., 2014).

Que ce soit au niveau intestinal ou hépatique, le métabolisme du fructose est
donc adapté a de faibles apports. On peut donc imaginer que I’augmentation de ces
apports va engendrer de nombreuses dérégulations, notamment sur le métabolisme
lipidique et glucidique, qui seront développées dans la suite de ce travail. Seront
présentés des résultats obtenus aussi bien chez ’'homme que chez I’animal et incluant
les études ou le fructose est I'unique source de glucide, mais aussi celles ou il est
apporté sous forme de saccharose ou de HFCS, modele plus proche de la
consommation réelle et donc plus pertinent au vu des effets entrainés par la présence

de glucose.
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3.LES EFFETS D’UN REGIME RICHE EN FRUCTOSE :
UN VIEILLISSEMENT ACCELERE ?

L’objectif de la suite de ce chapitre était de décrire les conséquences
métaboliques de la consommation d'un régime riche en sucres ajoutés,
principalement dues au fructose, et de les mettre en lien avec celles du vieillissement.
Nous avons pu constater que la majorité des effets observés sont similaires, et que la
consommation d’une alimentation riche en sucres pourrait donc représenter un

vieillissement accéléré.

3.1. Stress oxydant

Le vieillissement s’accompagne d'un déséquilibre du statut redox
principalement dt a une augmentation de la production des espéces pro-oxydantes.
Cette augmentation est notamment observée dans les mitochondries, comme cela a
été montré chez les rats agés, au niveau musculaire (Capel et al., 2004), hépatique
(Hagen et al., 1997), cardiaque (Kuka et al., 2013) et cérébral (Sohal et al., 1990).
Parallelement, méme si cela reste plus controversé, les défenses anti-oxydantes
semblent elles aussi affectées par le vieillissement, ce qui pourrait étre expliqué par
une altération de la voie Nrf2, régulant I'expression d'un grand nombre d’enzymes
anti-oxydantes (H. Zhang et al.,, 2015). Les études menées chez 1’homme ou chez
I'animal, comparant l'activité de différentes enzymes anti-oxydantes telles que la
SOD, la catalase ou encore la GPx chez I’adulte et chez I'agé, tendent a montrer une
diminution de l'activité de ces enzymes avec 1'age (/. Zhang et al., 2015). Cependant,
ces résultats sont tres dépendants de I'enzyme et du tissu étudié. Par exemple, si
certains auteurs ont rapporté une diminution de l'activité totale de la SOD
musculaire chez le sujet agé (Pansarasa et al, 1999), d’autres ont relevé une
augmentation de son activité mitochondriale dans le foie et le cerveau de rats agés
(Stojkovski et al., 2013). Ceci étant, dans cette derniere étude, malgré I'augmentation
d’activité enzymatique, la capacité des hépatocytes a répondre a un traitement
antioxydant (a-tocophérol) lors d'un stress (traitement thermique) était diminuée,
confirmant ainsi les résultats obtenus par Zhang et ses collegues, rapportant une
moindre efficacité de I'hépatocyte dgé a gérer le stress oxydant induit par un
traitement thermique (Zhang et al., 2003). Les altérations de I’ADN résultant de ce
stress oxydant lié au vieillissement sont d’autant plus dommageables, que, chez des
souris agées, la capacité de réparation de I’ADN serait réduite d’environ 50% dans le
foie et jusqu’a 85% au niveau cérébral (Intano et al., 2003).

De maniere semblable, un régime riche en fructose semble également
s’accompagner d’'une altération du statut redox qui a pu étre mise en évidence au

niveau systémique par une diminution du ratio glutathion réduit / glutathion oxydé
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(GSH/GSSG) des érythrocytes (Cummings et al.,, 2010). La capacité anti-oxydante
totale dans le sang est également diminuée par un régime riche en fructose chez le
rat, tout comme l'activité de la SOD et de la GPx des érythrocytes. La concentration
de TBARS plasmatiques (Thiobarbituric acid reactive substances - marqueurs de la
peroxydation lipidique) est, elle, augmentée (Girard et al., 2006). Le stress oxydant
induit par le fructose est également retrouvé au niveau tissulaire. Ainsi, selon Ruiz-
Ramirez et son équipe, la production d’"H20O, des mitochondries hépatiques issues de
rats consommant une eau de boisson contenant 30% de saccharose est supérieure a
celle de rats témoins (Ruiz-Ramirez et al.,, 2011). De plus, la quantité de TBARS
hépatiques et plasmatiques et de protéines carbonylées a été augmentée par la
consommation de I’eau sucrée. Une altération du statut redox hépatique a également
été rapportée chez des rats qui ont consommé une eau de boisson contenant 10% de
fructose, avec une diminution de l’expression génique et protéique de la catalase et
de la SOD et une augmentation des protéines carbonylées (Francini et al., 2010). Dans
ces études, la consommation de sucre a donc engendré un stress oxydant au niveau
hépatique, contrairement a d’autres travaux (Busserolles et al., 2002; Kelley et al., 2004,
Spolarics and Meyenhofer, 2000). Ceci peut s’expliquer par le fait que le foie possede
des défenses anti-oxydantes supérieures a celle d’autres organes (Grankuvist et al.,
1981; Robertson et al., 2004). Le foie serait donc plus a méme de lutter contre
I'augmentation de la production de ROS induite par une consommation de fructose,
établie aussi bien au niveau cardiaque (Thirunavukkarasu et al., 2004), que vasculaire
(Cannizzo et al., 2012), musculaire (Jaiswal et al., 2015), ou encore pancréatique
(Busserolles et al., 2002).

On constate donc que la consommation d’un régime riche en fructose
engendre une altération du statut redox similaire a celle observée au cours du
vieillissement normal, qui résulte a la fois d'une diminution des capacités anti-

oxydantes et d’'une augmentation de la production de molécules pro-oxydantes.

3.2. Glycation des protéines
Au méme titre que les ROS, les produits terminaux de glycation des protéines
pourraient participer au déclin fonctionnel de l'organisme observé au cours du
vieillissement (Semba et al., 2010b). Or, il semblerait qu'une accumulation de AGEs

apparaisse avec I’dge dans plusieurs tissus tels que le muscle squelettique (Haus et al.,
2007), le cerveau (Kimur et al., 1996), ou encore les os (Odetti et al., 2005).

Au premier abord peu étudié dans le phénomene de glycation des protéines, il
semblerait que le fructose ait un pouvoir glyquant jusqu’a 10 fois plus important que
celui du glucose, comme cela a pu étre montré in vitro (McPherson et al., 1988; Sudrez
et al., 1989) et chez la levure (Semchyshyn et al., 2011). L'intensité de la glycation
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dépend en effet a la fois du temps de contact entre le sucre et la protéine mais aussi
de la réactivité du sucre. Or, le glucose est un des sucres les moins réactifs et certains
auteurs pensent que c’est la raison pour laquelle il a émergé comme le sucre
transporteur de l'énergie dans le corps. Malgré sa plus forte réactivité, 'importante
extraction hépatique du fructose, et donc la faible fructosémie qui suit I'ingestion de
fructose serait plutdt un facteur protecteur vis-a-vis de la glycation. Cependant,
certains métabolites du fructose obtenus a partir du glycéraldéhyde, et notamment
les a-oxaldéhydes, tels que le glyoxal, le methylglyoxal et le 3-deoxyglucosone sont
également tres réactifs (Lucvano-Contreras and Chapman-Novakofski, 2010, Ott et al.,
2014) (Figure 15). De plus, a long terme, le fructose perturbe la tolérance au glucose
et la sensibilitt a linsuline, engendrant une hyperglycémie. Ainsi, une
consommation prolongée de fructose chez le rongeur engendre une augmentation de
I"hémoglobine glyquée (Levi and Werman, 1998) et une quantité de CML dans le foie
(Mastrocola et al.,, 2013) plus élevée qu'une consommation de glucose. Cette
production accrue de produits terminaux de glycation peut participer aux diverses
altérations métaboliques induites par une consommation élevée de fructose qui
seront décrites dans la suite de ce chapitre.

3.3. Inflammation

La présence d'une inflammation chronique a bas bruit due au vieillissement
est aujourd’hui bien établie. Le terme « inflamm-aging », lui a méme été consacré en
2000 par Franceschi (Franceschi et al., 2000). Elle est définie comme une augmentation
des niveaux systémiques de médiateurs de I'inflammation ( x 2 a 3) tels que le TNF-
a, I'IL-1, I'IL-6 et la CRP (Petersen and Pedersen, 2005). De nombreuses études
épidémiologiques ont en effet rapporté une élévation de ces marqueurs chez les
personnes agées (Ballou et al., 1996; Bruunsgaard et al., 1999; Roubenoff et al., 1998, Wei
etal., 1992).

L’'immunosénescence, 'augmentation de masse grasse ainsi que le déclin des
niveaux d’hormones stéroidiennes (en particulier cestrogenes et testostérone) liés a
I'age pourraient en partie expliquer cette inflammation a bas bruit. En effet,
I'altération du systeme immunitaire au cours du vieillissement, rend l'organisme
plus sensible au stress et entraine notamment une activation chronique des
macrophages, producteurs de facteurs pro-inflammatoires (Franceschi et al., 2000). La
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires est d’autant plus importante que les
macrophages sont tres présents au niveau du tissu adipeux et qu’ils sont en partie
régulés par les hormones stéroidiennes (Singl and Newman, 2011).

Si cette inflammation chronique est donc due au vieillissement normal, elle
peut également étre déclenchée ou amplifiée par des facteurs environnementaux. En
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effet, la production de cytokines est dépendante de la voie de signalisation NF-xB qui
est activée par la présence de ROS. Il n’est donc pas surprenant de constater qu'un
régime riche en fructose est capable d’activer cette voie de signalisation et d'induire
une inflammation (Roglans et al., 2007).

Chez I’animal, cette inflammation a été mise en évidence par une élévation des
concentrations de TNF-a, d'IL-6, et d'IL-1B au niveau sérique (Hu ef al., 2012), mais
aussi hépatique (Vasiljevic et al., 2014) et musculaire (Kawamura et al., 2002). Chez
I’homme, la concentration en CRP est positivement corrélée a la charge glycémique
du régime (Liu et al., 2002) et une consommation de boissons a base de fructose
entraine aussi son augmentation. Pour certains auteurs, cet effet pro-inflammatoire
serait spécifique du fructose (Jameel et al., 2014), alors que d’autres l'observent
également pour le saccharose et le glucose, avec toutefois une concentration en CRP
plus élevée dans le cas de la consommation de fructose (Acberli et al., 2011).

La consommation de fructose, comme le vieillissement induit donc un cercle
vicieux dans lequel interviennent les ROS, les AGEs et les médiateurs de
I'inflammation. Ainsi, il est reconnu que les ROS sont capables d’induire la voie NF-
kB, déclenchant alors une réponse inflammatoire, mais le TNF-a lui-méme, engendre
la production de ROS. De plus, les AGEs, dont la formation peut également étre
induite par les ROS, seraient eux aussi impliqués dans le processus inflammatoire a
travers l'interaction avec leur récepteur RAGE (Chavakis et al., 2004; Gaens et al., 2012).
Ce cercle vicieux pourrait participer a l'apparition des altérations métaboliques
induites par le fructose, dont la plus précoce est une modification du profil lipidique.

3.4. Dyslipidémie

Au cours de la vie, les concentrations en lipides plasmatiques semblent varier
selon une courbe en cloche. En effet, il a fréquemment été observé que dans un
premier temps les concentrations plasmatiques de cholestérol total, LDL-cholestérol
et triglycérides augmentent avec 'age, tandis que celle de HDL-cholestérol diminue
(Ferrara et al., 1997; Park et al., 2015). Ces changements sont d’autant plus marqués
chez les sujets sédentaires et sont corrélés a une augmentation de la masse adipeuse
et de la résistance a I'insuline. Cependant, apres 50-60 ans, ces variations s’inversent,
puisque les concentrations plasmatiques de cholestérol total et de LDL-cholestérol
diminuent et celle de HDL-cholestérol augmente (Ferrara et al., 1997; Park et al., 2015).
Ce changement de profil pourrait étre relié a la présence de maladies inflammatoires
chroniques, a une réduction de l’absorption du cholestérol ou encore a une
dénutrition. Cependant, les résultats de ces études transversales pourraient étre en
partie biaisées par le fait que les sujets qui vivent le plus longtemps sont ceux qui ont

les valeurs de triglycérides et de cholestérols plasmatiques les plus faibles, comme
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cela a été décrit par Vaarhorst et ses collaborateurs (Vaarhorst et al., 2011). Le maintien
de valeurs relativement basses de lipides plasmatiques pourrait donc étre essentiel a

un vieillissement sain.

Or, 'une des premieres manifestations d’une consommation excessive de
sucre, est l'apparition d'une dyslipidémie, principalement caractérisée par une
augmentation des triglycérides plasmatiques. De par son métabolisme hépatique, le
fructose est en effet capable de stimuler la synthese de triglycérides, expliquant leur
augmentation dans le plasma. Cette augmentation a été décrite par de nombreux
auteurs chez le rat et la souris, avec des régimes riches en fructose ou en saccharose
(Al-Rasheed et al., 2014; Catena et al., 2003; D’Alessandro et al., 2013; Kazumi et al., 1997;
Schultz et al., 2013), et confirmée chez I'homme. Il a été montré chez des hommes
sains, qu'une semaine de régime riche en fructose (17% de 1'énergie totale du régime)
était suffisante pour induire une concentration en triglycérides a jeun plus élevée
qu'une consommation équivalente de glucose (Bantle et al., 2000). Les triglycérides
postprandiaux sont, eux, significativement plus élevés apres 42 jours de régime.
Certains auteurs observent méme cette différence d’effet du glucose et du fructose
dés 24h (Teff et al., 2004). Cette concentration accrue en triglycérides peut étre en
partie expliquée par une stimulation de la DNL. Stanhope et ses collaborateurs ont
d’ailleurs montré que l'augmentation des triglycérides postprandiaux apres dix
semaines de consommation de fructose (25% de I'énergie totale) était associée a une
augmentation de la DNL (Stanhope et al., 2009), ce qui avait déja été mis en évidence
chez le rat (Park et al., 1992) . Cependant, il semblerait que la DNL ne contribue que
partiellement a I'augmentation de la triglycéridémie (Chong et al., 2007; Hudgins et al.,
2000). L'hypertriglycéridémie postprandiale pourrait aussi étre expliquée par une
augmentation de la sécrétion hépatique de VLDL riches en triglycérides et une
diminution de leur clairance (Chong et al., 2007; Mamo et al., 1991; Zavaroni et al., 1982).
Cette sécrétion de VLDL est régulée par l'apolipoprotéine B100 (ApoB) dont la
concentration est augmentée par un régime riche en fructose (Swarbrick et al., 2008).

De maniére moins systématique, la consommation d’un régime riche en sucre
induit également une augmentation de la concentration en cholestérol total et LDL-
cholestérol plasmatiques, chez I'homme et chez l'animal (Al-Rasheed et al., 2014;
Maersk et al., 2012; Oliveira et al., 2014; Schultz et al., 2013; Yang et al., 2001) méme si
une récente étude menée chez 'homme montre qu'une consommation de fructose
sous forme de saccharose ou de HFCS, méme a hauteur du 90°™e percentile de la
consommation moyenne (30% des apports énergétiques totaux) n’entraine pas
d’augmentation du cholestérol total, ni du HDL cholestérol (Lowrndes et al., 2014).
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On constate donc qu’une alimentation riche en sucres ajoutés va induire une
augmentation de la concentration des lipides plasmatiques, et en particulier des
triglycérides alors que celle-ci semble nuire a la longévité. Cette augmentation est en
grande partie due a 'augmentation de DNL qui a lieu au niveau hépatique et le foie

va donc étre le premier organe touché par une consommation excessive de sucre.

3.5. Stéatose hépatique non alcoolique

L’age apparait comme un facteur de risque pour de nombreuses maladies
métaboliques et notamment celles qui touchent le foie. La perturbation hépatique liée
a l'age la plus décrite est I'apparition d’'une stéatose hépatique non alcoolique
(SHNA), caractérisée par une accumulation excessive de triglycérides dans le foie.
Lorsqu’elle est accompagnée de lésions cellulaires et d'une augmentation de
I'inflammation, cette pathologie évolue vers une stéato-hépatite non alcoolique,
augmentant le risque de développer certaines complications telles qu’'une cirrhose,
une insuffisance hépatique ou encore un carcinome hépatocellulaire. L’accumulation
de triglycérides dans le foie apparait comme un déséquilibre du métabolisme
lipidique hépatique, c’est-a-dire que 1'apport ou la synthese d’acides gras excede leur
élimination. Ces acides gras peuvent provenir de 1’alimentation, de la lipogenese de
novo, ou de la lipolyse dans les tissus périphériques (essentiellement le tissu
adipeux). L’élimination des lipides du foie peut avoir lieu via la B-oxydation, la ré-
estérification des acides gras ou bien leur export sous forme de triglycérides
transportés dans les VLDL. La SHNA est peu fréquente chez les sujets jeunes mais sa
prévalence augmente avec 1'age (Bertolotti et al., 2014). Cependant, certains facteurs
de risques génétiques ou environnementaux peuvent engendrer une apparition plus

précoce, et c’est notamment le cas d"une alimentation riche en sucres ajoutés.

En effet, comme cela a été décrit plus tot, le fructose est capable de perturber le
métabolisme lipidique, en agissant a la fois sur la synthese des acides gras et sur leur
oxydation, et pourrait donc favoriser I'apparition de la SHNA méme chez les sujets
jeunes. La consommation de fructose est d’ailleurs considérée comme un facteur de
risque important concernant le développement de la SHNA (Abdelmalek et al., 2010;
Ouyang et al., 2008, Thuy et al., 2008). La stimulation de la DNL par le fructose
engendre en effet une accumulation de lipides ectopiques, essentiellement au niveau
du foie (mais aussi du muscle) (Lé ef al., 2009, Maersk et al., 2012). Ishimoto et ses
collaborateurs ont démontré l'implication du fructose dans la stéatose hépatique
induite par un régime riche en gras et en saccharose, en utilisant des souris KO pour
la fructokinase qui ont été protégées contre les effets déléteres du régime (Ishimoto et
al., 2013). Ceci pourrait également mettre en avant un role de I'acide urique dans le

développement de la stéatose hépatique, comme le suggerent des travaux de
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Lanaspa (Lanaspa et al., 2012a, 2012b). En etfet, via ChREBP, 'acide urique est capable
de stimuler I'expression de la fructokinase, essentielle pour réguler le flux de fructose
vers la DNL.

Les produits terminaux de glycation pourraient eux aussi médier les effets du
fructose dans le développement de la SHNA. En effet, des résultats obtenus chez des
individus obéses ont montré que l'accumulation de CML était significativement
associée au niveau de stéatose hépatique (Gaens et al.,, 2012). De plus, chez le rat, un
régime riche en AGE est capable d’aggraver la stéatose hépatique, via I’augmentation
du stress oxydant (Leung et al.,, 2014). Mastrocola et son équipe ont récemment émit
I"hypothese que cet effet pourrait étre médié par une stimulation de la lipogenese par
SREBP-1c. IIs ont montré, chez la souris, que la CML induite par une consommation
de fructose (15% dans l'eau de boisson), entrainait une activation prolongée de
SREBP-1c, via une augmentation de sa protéine clivante (SCAP - SREBP-cleavage
activating protein) (Mastrocola et al., 2013).

L’insuline étant également capable d’activer SREBP-1c, la présence d'une
résistance a l'insuline induite par le fructose pourrait considérablement participer a
la dérégulation de la lipogenése. De plus, I'hyper-insulinémie est connue pour
entrainer une perturbation du stockage des acides gras au niveau du tissu adipeux
ainsi qu'une augmentation de leur captage par le foie (1ilg and Moschen, 2008). Mais
la présence de ces dépots lipidiques ectopiques pourrait elle-méme étre en partie a
I'origine de l'apparition d’une résistance a l'insuline (Pagliassotti et al., 1996).
Cependant, d’autres auteurs ont montré que SHNA et insulino-résistance n’étaient
pas toujours associées (Aparicio-Vergara et al., 2013; Sun and Lazar, 2013).

Il semble donc que le fructose joue un role majeur dans l'induction de la
SHNA alors méme que sans prédispositions génétiques particulieres, le risque de
développer cette pathologie augmente seulement entre 40 et 65 ans. Si le
métabolisme du fructose peut expliquer de maniere directe ses effets sur la stéatose
hépatique, une implication de I'insulino-résistance n’est pas a exclure.

3.6. Sensibilité a ’linsuline et tolérance au glucose

3.6.1. Altération du métabolisme glucidique
On parle d’insulino-résistance lorsqu’a jeun des concentrations d’insuline plus
élevées que la normale sont nécessaires pour maintenir une glycémie normale. La
prévalence du diabete de type 2, caractérisé entre autre par une résistance a
I'insuline, augmente avec 1'dge. En effet, il a été montré que la sensibilité a I'insuline
était diminuée chez les personnes agées, sans modification de la capacité de liaison
de l'insuline a son récepteur (Fink et al., 1983, Rowe et al., 1983). L'insuline, bien
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qu’efficacement liée a son récepteur, engendrerait une moindre stimulation de la
phosphorylation de son substrat IRS-1, et donc de la voie de signalisation qui en
découle (Seo et al., 2015). Cette altération de I'efficacité de I'insuline qui apparait avec
I’age pourrait étre due a la diminution d’activité physique ainsi qu’aux changements
de composition corporelle qui accompagnent le vieillissement (notamment
I'augmentation de masse grasse), plutot qu'au vieillissement en lui-méme (Amati et
al., 2009; Nishimura et al., 1988; Soriguer et al., 2014). En revanche, le vieillissement
entraine une diminution de la capacité de sécrétion d’insuline par les cellules 3
pancréatiques en réponse au glucose (Geloneze et al., 2014; Ihm et al., 2006, Szoke et al.,
2008) qui contribue également a la dérégulation du métabolisme du glucose (Jensen et
al., 2002).

Du fait de son métabolisme indépendant de linsuline et de son index
glycémique relativement faible, le fructose a été traditionnellement considéré comme
un sucre a privilégier chez les individus diabétiques. Aujourd’hui, de nombreuses

études pointent plutot ses effets déléteres sur la sensibilité a 1'insuline.

Dés 1964, Cohen et Teitelbaum (Cohen and Teitelbaum, 1964) ont montré que
des rats nourris avec un régime ot I'amidon était remplacé par du saccharose (67 %
du régime), développaient une intolérance au glucose entre 21 et 40 jours apres le
début du régime. Cette intolérance au glucose apparaissait, méme en diminuant la
teneur en saccharose, au bout de 40 jours chez des rats nourris avec un régime 40%
saccharose et 100 jours avec un régime 33% saccharose. Ils ont également montré que
cette intolérance était réversible lorsque les rats repassaient a un régime dont
I"'unique source de glucide était I'amidon. Néanmoins, chez I’homme, les effets d'une
consommation importante de sucres simples sont plus controversés (Gibson et al.,
2013), les résultats divergent fortement entre les études, probablement du fait de
I'hétérogénéité des protocoles sur la dose et le type de sucre consommé et la durée de
I'étude. Par exemple, une étude menée chez des adultes sains consommant un
régime riche en fructose (25% des apports énergétiques totaux) pendant 6 jours a
montré I"apparition d"une résistance a l'insuline (Faeli et al., 2005), alors qu'une autre
ne releve pas de différence de sensibilit¢ a linsuline entre des personnes
consommant un régime dans lequel le saccharose représentait 25 ou 10% des apports
énergétiques totaux pendant 6 semaines (Black et al., 2006). Plusieurs études ont été
conduites pour comparer les effets du glucose et du fructose sur 1’homéostasie
glucidique, et il semblerait que le fructose soit le principal responsable des effets de
la consommation de saccharose sur la sensibilit¢ a l'insuline. Thorburn et ces
collaborateurs ont rapporté une altération de la sensibilité a I'insuline hépatique et

périphérique chez des rats nourris avec un régime contentant 33% de fructose,
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contrairement aux rats nourris avec un régime 33% glucose (Thorburn et al., 1989).
Des résultats similaires ont été obtenus chez le chien (Martinez et al., 1994; Pamies-
Andreu et al., 1995) et chez 'homme (Stanhope et al., 2009; Teff et al., 2004).

3.6.2. Cinétique de mise en place de I'insulino-résistance

Dans le cas d'un régime riche en saccharose, la résistance a linsuline,
apparaitrait en premier lieu au niveau du foie. Storlien et ses collaborateurs, ont
montré chez des rats nourris pendant 4 semaines avec un régime 66% saccharose,
une diminution de la sensibilité a 1'insuline se traduisant par une diminution de
I'inhibition de la production hépatique de glucose plutdt que par une diminution du
captage du glucose par les autres tissus (Storlien et al., 1988). Les mémes résultats ont
été observés chez des rats nourris avec un régime 66% fructose (Tobey et al., 1982).
Cependant dans les travaux de Storlien, sans étre significative, une diminution de la
sensibilité a l'insuline a tout de méme été mise en évidence au niveau du tissu
adipeux blanc (~ 30%), de facon plus marquée qu’au niveau musculaire (~10%), en
accord avec d’autres résultats (Chun et al., 2010; Vrana and Kazdova, 1970). Lors d’une
plus longue période expérimentale (8 semaines), la résistance a 1'insuline apparait
alors au niveau musculaire, méme si le foie reste plus sensible a I'effet du régime
riche en saccharose (Pagliassotti and Prach, 1995, Pagliassotti et al., 1994).

L’apparition de la résistance a l'insuline se fait donc en plusieurs étapes, avec
premierement l'apparition d’une diminution de la sensibilité a 1'insuline au niveau
du foie, qui s’étend ensuite au tissu adipeux et au muscle. Cette altération se traduit
tout d’abord par une augmentation de l'insulinémie, a jeun et en réponse a un repas.
Ainsi, apres 9 semaines de consommation de régime 60% fructose, Oudot et son
équipe ont observé une augmentation significative de I'insulinémie chez des rats a
jeun, mais pas de la glycémie (Oudot et al., 2009). Ces résultats ont été confirmés par
une étude similaire de 8 semaines mettant en évidence une augmentation de la
sécrétion d’insuline par les cellules B pancréatiques pour produire linsuline
nécessaire a la prise en charge du glucose (Khanal et al., 2010). Ceci indique que
durant les premiéres étapes de mise en place de la résistance a 'insuline, la quantité
d’insuline nécessaire a la prise en charge du glucose ingéré et produit augmente,
mais que l'augmentation de la production par les cellules § du pancréas suffit a
réguler la glycémie. Cependant, lorsque la période de surconsommation de sucre est
prolongée, une intolérance au glucose apparait, méme si la période nécessaire varie
selon les études. Chez des souris nourries avec un régime contenant 40% de
saccharose, apres 7 semaines d’expérimentation, la glycémie en réponse a une
ingestion de glucose augmente plus que chez des souris controles (Oliveira et al.,
2014). Chez des sujets en surpoids et obéses, la consommation de boissons sucrées a
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base de fructose (représentant 25% de l'énergie totale) pendant 10 semaines, a
entrainé une augmentation significative de la glycémie a jeun (ce qui n’est pas le cas
avec du glucose) (Stanhope et al., 2009).

3.6.3. Mécanismes de I'insulino-résistance

La résistance a l'insuline induite par un régime riche en sucre semble
concerner préférentiellement le métabolisme glucidique, puisque linsuline est
toujours capable de stimuler la DNL (Shimomura et al., 2000), ce qui peut d'ailleurs
expliquer le role du fructose dans l'apparition de la stéatose hépatique. Ceci crée
donc un cercle vicieux car les dépdts ectopiques lipidiques hépatiques et musculaires
sont eux-mémes considérés par plusieurs auteurs comme un facteur menant a
I'insulino-résistance (Pan et al.,, 1997; Seppili-Lindroos et al., 2002). Les mécanismes
impliqués ont été décrits dans une revue par Morino (Morino et al., 2006) (Figure 16).
Brievement, 'augmentation de la concentration en diacylglycérols, qui peut étre due
a une inhibition de la f-oxydation et a une stimulation de la DNL (dans le foie) ou a
une augmentation de la quantité d’acides gras captés (dans le foie et le muscle),
active la protéine kinase C (PKC). L’activation de la PKC entraine une diminution de
I'activité du récepteur a l'insuline et donc de la phosphorylation de ses substrats
(IRS-1 et IRS-2), conduisant a une inhibition des voies de signalisation qui en
dépendent, notamment la voie PI3K/Akt. Au niveau hépatique, 'inhibition de la
voie PI3K/Akt, va principalement conduire a une non-inhibition de la
néoglucogenese par l'insuline et une diminution de la synthese de glycogene. Au
niveau musculaire, cette inhibition va induire une moindre translocation des
transporteurs de glucose GLUT4 vers la membrane plasmique, réduisant le potentiel
captage du glucose. Cependant, la présence de lipides ectopiques n’entraine pas a
elle seule l'insulino-résistance, puisqu’il a été montré qu’'une stéatose hépatique
pouvait apparaitre sans altération de la sensibilité a l'insuline (Monetti et al., 2007;

Sun and Lazar, 2013). D’autres facteurs peuvent donc participer a son apparition.

Les AGEs pourraient également réguler la phosphorylation de IRS-1 comme
cela a été montré dans des cellules Hep3B traités a l'insuline (Takeuchi et al., 2014).
Ces travaux ont montré que les AGEs étaient capables d’activer la kinase c-Jun N-
terminal (JNK) qui induit la phosphorylation de IRS-1 sur son résidu sérine-307.
Cette phosphorylation inhibe d’une part la phosphorylation tyrosine de IRS-1 en
réponse a l'insuline, et d’autre part I'association de IRS-1 et du récepteur a I'insuline
(Aguirre et al., 2002; Paz et al., 1997). La voie de signalisation qui découle de cette
interaction, et donc l'action de l'insuline est alors inhibée. L’activité de JNK peut
également étre induite par les ROS (Jaiswal et al., 2015) et par le TNF-ou (Aguirre et al.,
2000). Wei et son équipe ont montré chez le rat que JNK était impliqué dans la
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diminution de la sensibilité a l'insuline hépatique induite par un régime riche en
saccharose (Wei and Pagliassotti, 2004) ou par une perfusion de fructose (IWei et al.,
2005).

En outre, la dérégulation de 'activité des récepteurs a 1'insuline n’explique pas
a elle seule la perte de sensibilité a I'insuline, puisque la consommation d’un régime
riche en fructose entraine également une diminution de leur nombre au niveau

musculaire et hépatique (Catena et al., 2003).

Par ailleurs, 'augmentation des niveaux d’acide urique associée a une forte
consommation de fructose a également été identifiée comme un des facteurs pouvant
expliquer la diminution de la sensibilité a I'insuline (Z/iu et al., 2014).

La résistance a linsuline entraine donc une modification majeure du
métabolisme qui apparait a la fois au cours du vieillissement et de la consommation
d’un régime riche en sucre avec une altération des voies de signalisation
dépendantes de l'insuline. Cependant, si dans le cas du régime riche en sucre, la
fonction des cellules B-pancréatiques semble préservée, elle est altérée au cours du
vieillissement. Les conséquences d'un régime riche en sucre sur I’homéostasie du
métabolisme glucidique pourraient donc étre d’autant plus importantes chez les

personnes agees.

3.7. Hypertension artérielle

La prévalence de I'hypertension artérielle augmente fortement avec l'age,
puisque selon I'étude Framingham, 90% des personnes normo-tensives a I’age de 55
ans développent une hypertension dans les années qui suivent. Selon cette méme
étude, une hypertension apparait avant I’age de 70 ans chez 2 hommes sur 3 et 3
femmes sur 5 (Kapoor and Kapoor, 2013). Cette hypertension liée a 1'dge peut avoir
plusieurs causes et 'une d’entre elles est I'augmentation de la rigidité aortique (Kaess
et al.,, 2012). Or, la glycation du collagene et de 1'élastine augmente fortement leur
rigidité (Sell and Monnier, 2012). Les AGEs pourraient donc étre impliqués dans le
dysfonctionnement endothélial lié a 1'dge, d’autant plus qu’ils sont également
capables d’inhiber la synthése du NO par la nitric oxyde synthase endothéliale
(eNOS) (Xu et al., 2003).

Au vu de ces données et considérant le pouvoir glyquant du fructose, on peut
s’attendre a ce qu'un régime riche en fructose ait des conséquences sur la tension
artérielle. L’effet pro-hypertenseur du fructose a été bien décrit, chez I’animal et chez
I'homme (Hwang et al., 1987; Jalal et al., 2010; Martinez et al., 1994). Quelques études
sont cependant en désaccord avec ces résultats, n’observant aucun effet du fructose
(D"Angelo et al., 2005), ou bien seulement des effets transitoires (Park and Meyer, 1992;
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Takagawa et al., 2001). Outres les AGEs, d’autres mécanismes peuvent expliquer I'effet
du fructose sur la tension artérielle, en particulier une augmentation de la rétention
des sels, facteur majeur dans l'apparition de I'hypertension. En effet, via GLUTS5, le
fructose stimule l'expression de certains transporteurs de sels au niveau de l'intestin
et des reins et augmente donc leur absorption. De plus, I'augmentation des apports
de fructose engendre une diminution de I'excrétion urinaire de sels (Soleirmani, 2011).
L’insulino-résistance, pourrait elle aussi participer a la dérégulation de la tension
artérielle et plusieurs études suggerent que I’amélioration de la sensibilité a I'insuline
permet de prévenir l'apparition de I'hypertension. II semblerait que
I'hyperinsulinémie prolongée et la perte de sensibilité a l'insuline entrainent une
augmentation de la production de catécholamines (par activation du systeme
nerveux sympathique) et de vasoconstricteurs tels que I’endothéline I, 'angiotensine
IT et le thromboxane A2, ainsi qu'une diminution de la production de vasodilatateurs
tels que le NO et la prostacycline 2, le tout entrainant une altération de la fonction
endothéliale menant a I'hypertension (Tran ef al., 2009). Par ailleurs, 'augmentation
de I'uricémie pourrait aussi étre en partie responsable de cette hypertension (Li ef al.,
2015; Mellen et al., 2006; Perlstein et al., 2006), notamment en inhibant I’action du NO
(Khosla et al., 2005). Chez des rats nourris avec un régime riche en fructose, la
diminution de la production d’acide urique grace a des inhibiteurs, permet de
prévenir ou réverser 'augmentation de la tension artérielle (Nakagawa et al., 2006).
Cependant, ces effets de 'acide urique sur la tension peuvent étre eux aussi médiés
par linsulino-résistance, puisque comme vu précédemment, I'hyper-uricémie

entraine une perte de sensibilité a 1'insuline.

En favorisant la glycation des protéines, la consommation d’un régime riche
en sucres ajoutés pourrait donc accélérer la perte d’élasticité du collagéne et de
I'élastine due a I’dge, augmentant ainsi le risque d"hypertension de maniére précoce.
De plus, les effets des AGEs sont renforcés par ceux de l'insulino-résistance, de la

rétention de sels et de I’augmentation d’acide urique plasmatique.

3.8. Prise de poids et satiéte

La composition corporelle et le poids subissent des modifications au fil des
années. En effet, le poids augmente jusqu’a environ 60 ans puis diminue
progressivement (Jackson et al., 2012; Kiss et al., 2003). Cette évolution s’explique par
une augmentation de la masse grasse jusqu’a 1'age de 70-75 ans qui ensuite se
stabilise alors que la masse maigre elle diminue (Bazzocchi et al., 2013; Carter et al.,
2004; Kyle et al., 2001). Cependant certains auteurs observent une diminution de la
masse grasse dés 60 ans, ce qui serait cohérent avec ce qui est observé au niveau des
lipides plasmatiques (Mott et al., 1999).
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Plusieurs auteurs ont suggéré que la consommation de fructose était
responsable du développement de 1'obésité en s’appuyant sur l’association
chronologique entre l'augmentation de la prévalence de I'obésité et de la
consommation en fructose mise en évidence par Bray en 2004 (Bray et al.,, 2004).
Cependant, si le fructose semble en effet capable d’induire les différentes altérations
métaboliques associées a 'obésité, la prise de poids serait due a un exces d’énergie
plutot qu’au fructose en lui-méme. En effet, le fructose est tres souvent apporté par
les boissons sucrées, qui sont consommées en plus des repas, et représentent donc un
apport supplémentaire de calories. I1 a d’ailleurs été bien démontré que la
consommation de boissons sucrées est associée a une augmentation de l'indice de
masse corporelle (Bray and Popkin, 2013; Trumbo and Rivers, 2014). En revanche, les
études menées chez I'homme impliquant une consommation modérée de fructose
(sous forme de fructose pur ou de saccharose) n’ont pas démontré d’effet du fructose
sur la prise de poids (Dolan et al., 2009; White et al., 2010). De méme chez 1’animal,
lorsque le fructose remplace une autre source de glucide, la majorité des études ne
démontre pas d’effet sur la prise de poids (Mooradian et al., 2000; Shapiro et al., 2008).

Le fructose pourrait tout de méme avoir une influence sur la prise de poids de
facon indirecte, du fait de son faible effet satiétogene. En effet, comme déja évoqué,
I'ingestion de fructose n’entraine pas de sécrétion d’insuline, hormone ayant un effet
anorexigéne. De plus, comparativement au glucose, il induirait une sécrétion plus
faible de leptine (anorexigene) et plus élevée de ghréline (orexigeéne) (Lindquist et al.,
2008; Teff et al., 2004) et entrainerait une résistance a la leptine (Shapiro et al., 2008). Le
fructose influence donc la sécrétion d’hormones régulatrices de la satiété au niveau
périphérique, mais il a également une action au niveau central. D'une part, les
neurones a neuropeptide Y (NPY) et «agouti related protein» (AgRP),
neuropeptides orexigenes, sont activés par la ghréline et inhibés par la leptine (Yagi
et al., 2012) (Figure 17). D’autre part, le fructose régule I'activité de ces neurones via le
malonyl-CoA. Des études menées au niveau hypothalamique ont montré que la
déplétion d’ATP due au métabolisme du fructose, compensée par une augmentation
de 'AMP, entraine une augmentation de l'activité de "AMP kinase (AMPK).
L’activité de 'ACC (substrat de I’AMPK) s’en trouve diminuée, menant a une
moindre production de malonyl-CoA (Lane and Cha, 2009). Or, le malonyl-CoA
participe a la régulation des neurones a AgRP et NPY mais aussi des neurones a
proopiomélanocortine (POMC) et des peptides reliés a la cocaine et aux
amphétamines (CART), ayant eux une action anorexigene (HHu ef al., 2003). Ainsi, une
injection intracérébrale de fructose entraine une augmentation de la prise
alimentaire, contrairement au glucose (Cha et al., 2008). Chez '’homme, Page et son

équipe ont montré par IRM que le fructose n’était pas capable d’induire la satiété en
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réduisant I'activité cérébrale dans les régions régulatrices de ’appétit, contrairement
au glucose (Page KA et al.,, 2013). De par son action sur les peptides orexigenes et
anorexigenes, le fructose pourrait donc entrainer une augmentation de la prise
alimentaire menant a terme a une prise de poids. Cependant, ces effets sur la satiété
restent contestés (Y et al., 2013), certaines études montrent méme une diminution de

la prise alimentaire suite a la consommation de fructose (Moran, 2009).

3.9. Atteinte du systeme nerveux central
Le systeme nerveux central (SNC) est particuliéerement sensible aux effets du
vieillissement, entrainant une altération des capacités cognitives. Le déclin cognitif
est tres hétérogene entre les individus, allant d'une légere perte de mémoire, a une
démence plus avancée, mais touche un trés grand nombre de personnes agées.
L’étude PAQUID (cohorte de personnes dgées de plus de 65 ans en Aquitaine) estime
en effet que 17% des personnes dgées de plus de 75 ans sont atteintes de démence, ce

qui représenterait environ 870 000 cas actuellement en France.

Le déclin cognitif se manifeste par une altération de I'attention, de la vitesse
d’intégration de I'information, du langage, des fonctions exécutives et de la mémoire,
principale fonction cérébrale touchée par le vieillissement (Park and Reuter-Lorenz,
2009). Outre la mémoire, le vieillissement du SNC affecte également le sommeil, et la
sensation de soif. Il va également participer a la réduction de la fonctionnalité
musculaire et donc au développement de la sarcopénie en touchant les moto-
neurones (Aagaard et al., 2010).

Plusieurs modifications structurelles et fonctionnelles peuvent expliquer ces
changements dus a I'dge, dont la diminution du volume de substance grise qui
débute des I'dge de 20 ans (Terry and Katzman, 2001). Elle serait en partie due a une
diminution de la taille des neurones et de la densité synaptique, mais aussi a une
diminution du nombre de neurones corticaux, pouvant étre induite par une
agrégation de peptide B-amyloide (Dickstein et al., 2007; Resnick et al., 2003; Terry and
Katzman, 2001). Le peptide B-amyloide (BA) est un produit du clivage du p-amyloid
precursor  protein (APP) (protéine ubiquitaire portant un domaine
transmembranaire) par des sécrétases. Lorsque les peptides BA sont produits en trop
grand nombre ou non dégradés, ils peuvent étre polymérisés en oligomeres solubles,
puis en fibrilles insolubles qui s’agregent entre elles, constituant les plaques
amyloides. Les oligomeres solubles pourraient induire une cytotoxicité, via différents
mécanismes, incluant une perturbation des membranes et une diminution de la
transmission synaptique, le tout menant a une dégénérescence neuronale (Crouch et
al., 2008).
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L’intégrité de la substance blanche est elle aussi altérée au cours du
vieillissement et serait corrélée aux performances cognitives (Muadden et al., 2009;
Rogalski et al., 2012).

Si ces altérations menant au déclin cognitif sont dues au vieillissement,
I"hétérogénéité observée entre les individus suggere qu’elles peuvent étre fortement
influencées par l'environnement, c’est pourquoi un intérét grandissant est porté a
I'influence de la consommation de sucre sur la cognition. Une étude épidémiologique
de 2011, a montré que la consommation en sucres totaux, et plus particulierement en
sucres ajoutés, glucose, saccharose et fructose ajouté, était inversement corrélée a la
fonction cognitive chez des sujets agés de 45 a 75 ans (Ye ef al., 2011). Cette relation
avait déja été établie chez le rat, chez lequel la mémoire spatiale est altérée par la
consommation d'un régime riche en fructose (60%) durant 19 semaines (Ross ef al.,
2009). Le saccharose engendre des résultats similaires puisque des travaux de Jurdak
ont montré qu'une supplémentation en saccharose dans I'eau de boisson altérait
I'apprentissage et la mémoire spatiale, ainsi que la capacité de reconnaissance des
objets chez des jeunes rats (Jurdak and Kanarek, 2009; Jurdak et al., 2008). Ces effets des
régimes riches en sucres seraient en grande partie expliqués par I'implication du
stress oxydant, des AGEs, de I'inflammation, mais aussi de la résistance a I'insuline

dans le déclin cognitif.

En effet, de nombreuses études ont mis en avant le lien entre sensibilité a
I'insuline cérébrale et fonction cognitive. Si la résistance a l'insuline induite par un
régime riche en fructose est bien connue dans le foie, le muscle et le tissu adipeux,
des travaux menés chez les hamsters ont permis de la mettre en évidence également
au niveau du systeme nerveux central (Mielke et al., 2005). Dans ces travaux, un
régime 60% fructose a induit un défaut de phosphorylation tyrosine des
neurorécepteurs a l'insuline et de leurs substrats (IRS-1), ainsi qu'une moindre
phosphorylation de 1’Akt cérébrale en réponse a l'insuline, qui pourraient étre a
'origine d'une détérioration des fonctions synaptiques. De plus, chez le rat, cette
résistance a l'insuline induite par une supplémentation en fructose, a été corrélée a
une altération de la mémoire, confirmant I'implication de I'altération du signaling de
I'insuline dans la dégradation des fonctions cérébrales (Agrawal and Gomez-Pinilla,
2012). L’inhibition de la kinase Akt entrainerait une déphosphorylation de la
« glycogene synthase kinase-3ff » (GSK-3p) qui conduit a une hyperphosphorylation
de la protéine tau, processus impliqué dans l'apparition de la maladie d’Alzheimer
(Noble et al., 2005; Schubert et al., 2004). De plus, en cas d"hyperglycémie, il se crée une
compétition entre le peptide B-amyloide (BA) et l'insuline, pour l'enzyme de

dégradation de 'insuline, entrainant une accumulation de peptide BA, conduisant a
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la formation de plaques séniles impliquées dans la maladie d”Alzheimer (Ho ef al.,
2004). Cette hypotheése est concordante avec I'augmentation des quantités de BA
observées au niveau du cortex cérébral et de 'hippocampe de souris nourries avec
un régime riche en saccharose (Carvalho et al., 2012).

Malgré son role important, I'insulino-résistance ne semble pas responsable a
elle seule de l'altération de la fonction cognitive due au fructose puisqu’une étude
comparant les effets d'un régime riche en saccharose et riche en graisse a montré que
si les deux régimes entrainaient une augmentation de la glycémie a jeun, seul le
régime riche en saccharose avait réduit les performances obtenues aux taches de
reconnaissance des objets (Jurdak and Kanarek, 2009). L'inflammation pourrait, elle
aussi, médier les effets du fructose sur le déclin cognitif et la neuro-dégénérescence.
En effet, I'inflammation induite par un régime riche en sucre est retrouvée au niveau
cérébral. C'était notamment le cas dans une récente étude chez le rat, ou les
concentrations de cytokines pro-inflammatoires IL-1B et IL-6 au niveau de
I'hippocampe ont été augmentées suite a la consommation d’'HFCS (Hsu et al., 2015).
De méme, pour le TNF-a, apres une consommation de saccharose, dont les niveaux
d’ARNm ont été négativement corrélés aux scores de reconnaissance spatiale
(Beilharz et al., 2014). Plus généralement, de nombreuses études ont mis en évidence
une relation entre inflammation et déclin cognitif chez ’homme, en montrant que les
niveaux de certaines protéines pro-inflammatoires, telles que la protéine C réactive
(CRP), l'interleukine-1f et I'interleukine-6, sont inversement corrélées aux capacités
cognitives (Engelhart et al., 2004; Teunissen et al., 2003; Weaver et al., 2002; Yaffe et al.,
2003). De plus, le cerveau dispose de peu de défenses anti-oxydantes, ce qui fait de
lui un organe particulierement sensible au stress oxydant. Or, la présence de ROS a
également été associée au développement de maladies neurodégénératives. Elle
favoriserait notamment 1’agrégation des protéines anormales telles que les protéines
tau et BA, o-synucléine et mutant huntingtin protein, impliquées respectivement
dans la maladie d”Alzheimer, de Parkinson, et d"Huntington (Li ef al., 2013). Un des
mécanismes sous-jacents serait l'activation des kinases JNK et p38 par les ROS,
induisant une phosphorylation de la protéine tau, ainsi qu'une activation de
I'enzyme responsable du clivage de I’APP (Coma et al., 2008; Su et al., 2010). Les AGEs
pouvant également activer la voie JNK, ils représentent eux aussi un lien entre
consommation de sucre et maladies neurodégénératives. Une accumulation
neuronale de AGEs a d’ailleurs été retrouvée au niveau des plaques séniles et des
enchevétrements neurofibrillaires de patients atteints de la maladie d’Alzheimer
(Smith et al,, 1994) et des corps de Lewy de patients atteints de la maladie de
Parkinson (Castellani et al., 1996). De plus, certaines protéines impliquées dans les

maladies neurodégénératives peuvent elles-mémes subir une glycation, qui
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favoriserait leur agrégation, c’est le cas du BA, de la protéine tau et I’a-synucléine
(Liith et al., 2005; Padmaraju et al., 2011; Vitek et al., 1994). Les AGEs augmenteraient
également la concentration de BA en induisant I'expression de son précurseur 1’APP
(Ko et al., 2010).

Les principales dérégulations entrainées par une consommation excessive de
sucre que sont la diminution de sensibilit¢ a l'insuline, l'augmentation de
I'inflammation, du stress oxydant et de la glycation des protéines se manifestent
donc également au niveau cérébral, ou elles vont participer a l'altération des
fonctions cognitives liées a 1'dge, particulierement en favorisant 1'agrégation de
certaines protéines impliquées dans les maladies neurodégénératives.

3.10.Sarcopénie

Comme cela a été développé dans le premier chapitre de cette étude
bibliographique, le muscle est particulierement touché par le vieillissement, accusant
une perte de masse et de fonction. Au vu de la similarité des effets du vieillissement
et des régimes riche en sucre, on est en droit de se demander si ce type de régime est
capable d’accélérer la sarcopénie. Or, a ce jour, tres peu d’auteurs ont étudié 1'impact
du sucre sur le muscle, et & notre connaissance aucun ne 1’a fait au cours du
vieillissement. En effet, seule une étude menée chez des rats en croissance a montré
quun régime riche en saccharose avait réduit la masse du gastrocnemius
(Phuwamongkolwiwat et al., 2014). Si ces effets se retrouvent chez 1'agé, un tel régime

pourrait donc amplifier la perte de masse musculaire liée a 1’age.
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C’est donc l'organisme dans son ensemble qui est affecté lors d'un régime
riche en sucres ajoutés. En effet, celui-ci entraine une cascade de dérégulations
métaboliques qui se manifestent tres rapidement par une augmentation des
triglycérides plasmatiques mais également par une résistance a l'insuline, une
stéatose hépatique, une hypertension artérielle, une atteinte du SNC... Ces
modifications, toutes liées les unes aux autres, semblent en grande partie dues au
cercle vicieux impliquant ROS, médiateurs pro-inflammatoires et AGEs, qui
représentent d’importants facteurs de risque de mortalité. Par ailleurs, on a pu
remarquer que les différents effets induits par 1'excés de sucres ajoutés sont tres
similaires a ceux du vieillissement, et si les conséquences d’un tel régime sont
déléteres chez l'adulte, on peut imaginer qu’elles le seront d’autant plus chez 1'agé,
chez qui la capacité d’adaptation métabolique est réduite. Il parait donc
indispensable de trouver une stratégie permettant de prévenir a la fois les effets du
vieillissement et de 1'exceés de sucre. Parmi les solutions envisageables, la nutrition
est celle qui a été choisie dans ce travail. Elle offre en effet de nombreuses possibilités
aussi bien pour lutter contre le stress oxydant et I'inflammation, que pour améliorer

le profil lipidique et la sensibilité a I'insuline.
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CHAPITRE Il - INTERET D’UNE SUPPLEMENTATION EN
MICRONUTRIMENTS

Les deux chapitres précédents ont mis en avant les différentes altérations
induites a la fois par le vieillissement et les régimes riches en sucres, soulignant
I'importance de les limiter. Pour cela, les stratégies envisageables sont tres variées,
allant de 'exercice physique aux traitements hormonaux en passant par la nutrition.
Cette derniere est celle qui a retenu notre attention, mais la encore le choix est vaste
et de nombreuses stratégies nutritionnelles pourraient se révéler efficaces. Par
exemple, les protéines du lactosérum, principalement mises en avant pour leur effets
sur la masse musculaire, pourraient permettre d’améliorer la sensibilité a 'insuline
(Blouet et al., 2007; Shertzer et al., 2011). Les omégas 3, capables de limiter le déclin
cognitif, pourraient également étre efficaces pour améliorer la stimulation de la
synthese protéique musculaire et pour augmenter la masse et la force musculaire (Di
Girolamo et al., 2014; X.-W. Zhang et al., 2015). Une autre solution serait évidemment

de réduire la consommation de sucres, puisque « c’est la dose qui fait le poison ».

Une stratégie nutritionnelle qui semble particuliérement prometteuse dans ce
contexte serait de jouer sur le stress oxydant. Comme cela a été vu, il est d’ailleurs
difficile d’agir uniquement sur le stress oxydant puisque ce dernier est indissociable
de l'inflammation et que ces phénomeénes sont fortement liés a la résistance a
I'insuline, la stéatose hépatique non alcoolique, etc,... En 1989, Halliwell et
Gutteridge ont défini les antioxydants comme des substances qui, a des
concentrations relativement faibles, concurrencent d’autres substrats oxydables et
ainsi retardent ou empéchent leur oxydation (Drdge, 2002). L’alimentation est la
source d'une grande variété de nutriments possédants des propriétés anti-oxydantes,
et notamment de nombreux polyphénols. En plus de leurs propriétés anti-oxydantes,
rapidement mises en évidence, les polyphénols semblent capables de réguler
I'expression de nombreux genes, leur permettant d’agir directement sur
I'inflammation ou encore le métabolisme lipidique.

Devant I'extréme diversité des molécules possibles, seule la stratégie mise en
place au cours de cette étude sera développée dans la suite de ce chapitre. Notre
choix s’est porté sur une combinaison de différents micronutriments (rutine, zinc,
sélénium, vitamines A, E et D) visant a constituer une supplémentation optimale
dans le but de limiter I'apparition de dérégulations métaboliques. L'intérét de chacun

de ces micronutriments sera décrit de maniére individuelle.
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1. VITAMINE E

1.1. Données générales et role antioxydant
La vitamine E est une vitamine liposoluble, dont la forme la plus abondante et
la mieux absorbée est I'a-tocophérol (Figure 18). Les principales sources alimentaires
de vitamine E sont les huiles végétales et les céréales non transformées, et sa
consommation journaliere s’éleve a environ 11mg (European Food Safety Authority,
2000).

La vitamine E se lie aux membranes ou elle peut neutraliser les radicaux
peroxyles et ainsi stopper la réaction de peroxydation lipidique (van Acker et al.,
1993). Elle représente donc un puissant antioxydant, capable de limiter le stress
oxydant dans des situations multiples (Rizvi et al, 2014). La vitamine E est
notamment capable de limiter 'augmentation des TBARS plasmatiques et du GSSG
sanguin ainsi que la diminution de l'activité de la SOD induite chez des rats par un
régime riche en fructose (Faure et al., 1997).

1.2. Effet sur I'inflammation

Du fait du lien étroit entre stress oxydant et inflammation, de nombreuses
molécules anti-oxydantes jouent également un role dans la réaction inflammatoire,
c'est le cas de la vitamine E. Elle permettrait en effet de limiter I'inflammation,
principalement en inhibant la production de PGE2 et de leucotriene par la COX2 et 5-
LOX respectivement. La vitamine E serait capable d'inhiber NF-«xB, mais également
JAK-STAT6/3, autre facteur de transcription impliqué dans l'inflammation (Jinng,
2014). Ces effets anti-inflammatoires démontrés in vitro sont également observés in
vivo. Ainsi, chez la souris, une supplémentation en vitamine E permet de limiter
I'augmentation de TNF-a plasmatique induit par un régime high-fat (Alcald et al.,
2015).

1.3. Effet sur le métabolisme glucidique
Une supplémentation en vitamine E permet également d’améliorer la
sensibilité a I'insuline chez des rats nourris avec un régime riche en fructose (Faure et
al.,, 1997). Cet effet a aussi été démontré chez des patients diabétiques de type 2
(Paolisso et al., 1993). Cependant, ces données sont a considérer prudemment
puisqu’une méta-analyse récente ne montre pas de lien clair entre supplémentation
en vitamine E et amélioration de 'homéostasie glucidique (R. Xu et al., 2014).

1.4. Effet sur les altérations liées a l’age
Chez l'animal, il a été montré qu’une carence en vitamine E altérait
I'endurance musculaire et les propriétés contractiles du muscle (Coombes et al., 2002).

La vitamine E joue donc un roéle important dans le maintien de la fonction
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musculaire, principalement par son role d’antioxydant, et de ce fait pourrait
contribuer a limiter I’apparition de la sarcopénie. Une étude prospective menée chez
des personnes agées a d’ailleurs montré que la consommation journaliére de
vitamine E était corrélée aux performances physiques et que les concentrations
plasmatiques de y et a-tocophérol étaient corrélées a la force musculaire (Cesari et al.,
2004).

Par ailleurs, une autre étude prospective a révélé que des concentrations
sériques élevées en vitamine E sont associées a un moindre risque de déficiences
cognitives chez des personnes agées (Mangialasche et al., 2013). En limitant le stress
oxydant, la vitamine E serait en effet capable de limiter I'’accumulation de peptide BA
chez des souris transgéniques (Conte et al., 2004; Nishida et al., 2009). Cependant, a ce
jour l'efficacité d’une supplémentation en vitamine E pour limiter le déclin cognitif
n’a pas été clairement établi (Farina et al., 2012).

1.5. Autres propriétés métaboliques

La vitamine E pourrait également agir sur la fonction endothéliale puisque les
concentrations sériques de vitamine E retrouvées chez les patients hypertendus sont
plus faibles que chez les sujets normo-tendus (IVern et al, 1996) et qu'une
supplémentation en vitamine E améliore la fonction endothéliale (Joris and Mensink,
2015). Cet etfet préventif de la vitamine E vis-a-vis de I'hypertension avait été montré
chez le rat développant une hypertension spontanée, ou induite par un régime riche
en fructose (Vasdev et al., 2002a, 2002b). Une supplémentation en vitamine E
permettrait également d’améliorer la fonction hépatique chez des sujets atteints de
SHNA, principalement mis en évidence par une diminution des concentrations
d’aspartate aminotransférase (AST) et d’alanine aminotransférase (ALT)
plasmatiques (marqueurs d’atteinte hépatique) (/i ¢f al., 2014; Sato et al., 2015).

En limitant le stress oxydant, la vitamine E développe donc plusieurs
propriétés qui font d’elle une molécule intéressante en vue de limiter les effets

déléteres du sucre et du vieillissement.

2.SELENIUM

2.1. Données générales et role antioxydant
Le sélénium est un oligoélément essentiel que 'on trouve dans les produits
d’origine animale et végétale, associé a des protéines sous forme de sélénocystéine et
sélénométhionine (Figure 19). En France, la consommation moyenne est comprise
entre 29 et 43 pg/jour (European Food Safety Authority, 2006). 11 possede un fort
pouvoir antioxydant en tant que constituant des séléno-protéines et en particulier de
la glutathion peroxydase (Moghadaszadeh —and Beggs, 2006). Ainsi, une

53






ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE — CHAPITRE III

supplémentation en sélénium augmente 1’activité de la GPx et limite la peroxydation
lipidique (Kim et al., 2012; Y. Kim et al., 2014).

2.2. Effet sur I'inflammation

Des concentrations sériques réduites en sélénium seraient corrélées a une
augmentation de la production de CRP par le foie (Machira et al., 2002). L'IL-6
stimulant la production de CRP, ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par
Shilo et ses collaborateurs qui ont montré que le sélénium inhibe la production
hépatique d’IL-6 induite par une injection de lipopolysaccharide (LPS) (Shilo et al.,
2008). La régulation de la production de cytokines pro-inflammatoires par le
sélénium passe, au moins en partie, par sa capacité a inhiber l'activation de NF-«xB (Y.
Kim et al., 2014; Maehira et al., 2003). Mais le sélénium pourrait également inhiber la
production de NO et de PGE2, en bloquant 'activation de la p38 MAPK par I'IL-
1B (Cheng et al., 2011).

2.3. Effet sur le métabolisme glucidique

Le sélénium a également un effet indéniable sur le métabolisme glucidique,
cependant cet effet est discuté puisque, selon la dose, il serait tantdt bénéfique, tantot
délétere. En effet, a des doses nutritionnelles, la concentration de sélénium dans les
ongles est inversement corrélée au risque de diabete de type II (Park et al., 2012). Le
sélénium serait capable d’améliorer l'activité des enzymes impliquées dans le
métabolisme du glucose, telle que la glucose 6 phosphate, et d’augmenter le captage
du glucose par le foie chez des rats diabétiques (Clien et al., 2015). En revanche, a
haute dose, les concentrations sériques en sélénium sont associées a la prévalence du
diabete de type 2 (Bleys et al., 2007) et le sélénium pourrait induire une insulino-
résistance hépatique due a une dérégulation de la production de ROS (IWang et al.,
2014).

2.4. Effet sur les altérations liées a l’'age
Il a été montré que les concentrations sériques de sélénium diminuent avec
I'age et qu’elles sont plus faibles chez les personnes agées fragiles (Bates et al., 2002).
Ces observations ont encouragé les scientifiques a étudier I'impact du sélénium sur
différentes fonctions touchées par le vieillissement.

Tout d’abord, le sélénium pourrait jouer un role dans le maintien de la
fonction musculaire au cours du vieillissement puisque chez des personnes dgées, la
concentration sérique en sélénium a été corrélée a la force musculaire (Beck ef al.,
2007; Lauretani et al., 2007) et a la vitesse de marche (Alipanah et al., 2009).
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Par ailleurs, le sélénium participe au maintien des fonctions cérébrales, et chez
les personnes agées une faible concentration sérique de sélénium est un facteur de
risque de déclin cognitif (Akbaraly et al., 2007; Berr et al., 2012).

2.5. Autres propriétés métaboliques
Le sélénium exerce d’autres effets bénéfiques, conséquences directes de son
effet antioxydant et anti-inflammatoire. Par exemple, il pourrait avoir un réle hépato-
protecteur puisqu’il prévient 'augmentation de I’ALT plasmatique induite par une
injection de LPS (Shilo et al., 2008). Dans une moindre mesure, une supplémentation
en sélénium pourrait également améliorer le profil lipidique plasmatique, mais ces
effets sont tres discutés (Rayman et al., 2011).

Le sélénium doit donc étre apporté en quantité suffisante afin d’assurer un
fonctionnement optimal et une supplémentation parait particulierement adaptée
chez les personnes agées plus fréquemment carencées. Cependant, Ila
supplémentation en sélénium doit étre faite avec précaution puisqu’a des doses
supra-nutritionnelles le sélénium devient toxique, stimule la production de ROS et
augmente notamment le risque de diabéte de type 2 (Rayman, 2012; Wang et al., 2014).

3.ZINC

3.1. Données générales et réle antioxydant
Dans I'alimentation, le zinc est apporté sous forme de sels tels que le chlorure
de zinc, le citrate de zinc ou encore le sulfate de zinc et est essentiellement présent
dans la viande rouge. La consommation moyenne est de 13 mg/jour chez les
hommes et 9 chez les femmes.

Le zinc participe a la régulation de I'équilibre redox de maniere plus ou moins
directe a travers différents mécanismes. Premierement, le zinc agit en tant que
cofacteur des SOD cytosolique et extracellulaire. Ainsi une supplémentation en zinc
chez des rats diabétiques permet d’augmenter I'activité de la SOD et de réduire les
concentrations sériques et pancréatiques de MDA (Zhu et al.,, 2013). Le zinc agit
également sur le métabolisme du glutathion (Omata et al, 2013) et une
supplémentation en zinc permet de prévenir la diminution du GSH et
I'augmentation de la peroxydation lipidique dans les reins de rats traités a la
streptozotocine (Karatug et al., 2013). De plus, elle augmente également 1’activité de la
GPx pancréatique (Zhu et al, 2013). Mais le zinc peut également limiter les
dommages oxydatifs en entrant en compétition avec le fer et le cuivre qui, lorsqu’ils
se lient aux membranes, favorisent la peroxydation lipidique (Zago and Oteiza, 2001) ;
ou encore en régulant 'activation des NADPH oxydases, productrices de ROS (Aino
et al., 2010). D’autres mécanismes d’action du zinc sur '’homéostasie redox, tels que
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Figure 20 : Influence du zinc sur la voie de signalisation de I'insuline (Adapté de Jansen et
al., 2009).

L’activation d”Akt par le zinc pourrait étre due a une stimulation de la PI3K plutot qu’a une
action directe du zinc sur Akt. Le zinc est capable d’entrainer une phosphorylation tyrosine
du récepteur a I'insuline mais également une inhibition de la protéine tyrosine phosphatase
1B (PTP1B) responsable de la déphosphorylation du récepteur a 'insuline. Le zinc pourrait
également, comme l'insuline, inhiber directement GSK-3. GLUT : transporteur de glucose ;
GS : glycogene synthase ; GSK3 : glycogene synthase kinase ; IRS : substrat du récepteur a
I'insuline PDK : phosphoinositide-dependent protein kinase 1; PI3K : phosphatidylinositol
3-kinase ; PKB : protein kinase B.
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'interaction avec les groupements thiols ou la régulation de la voie des MAPK sont

détaillés dans une revue de Oteiza (Oteiza, 2012).

3.2. Effet sur le métabolisme glucidique

Le zinc a été tres étudié dans le cadre du diabete puisqu’il est indispensable a
la synthése, a la sécrétion et au signaling de l'insuline. En effet, le zinc fait partie
intégrante de la structure de l'insuline, permet de la stabiliser, la protege contre les
dommages oxydatifs et régule I'ouverture des canaux potassiques responsables de sa
sécrétion ainsi que la voie PIBK/ Akt (Jansen et al., 2009; Taylor, 2005) (Figure 20). La
majorité des patients diabétiques sont d’ailleurs carencés en zinc (Al-Maroof and Al-
Sharbatti, 2006; Saharia and Goswami, 2013) et de nombreuses études ont montré
qu'une supplémentation permet d’améliorer le controle de la glycémie (Capdor et al.,
2013).

3.3. Effet sur le métabolisme lipidique
Chez des patients diabétiques de type 2, la supplémentation en zinc permet
d’améliorer le profil lipidique plasmatique puisqu’elle entraine une diminution du

cholestérol total, du LDL-cholestérol et des triglycérides ainsi qu'une augmentation
du HDL-cholestérol (Afkhami - Ardekani et al., 2008, Partida-Herndndez et al., 2006).

3.4. Effet sur les altérations liées a I’age

Quels que soient les mécanismes mis en jeu, le zinc représente donc un
micronutriment essentiel a I'équilibre général de I’organisme et une supplémentation
pourrait se révéler particulierement intéressante pour les personnes agées, chez
lesquelles les concentrations sériques en zinc sont diminuées (Savarino et al., 2001).
Sachant que le zinc est indispensable au fonctionnement cérébral et notamment a la
transmission synaptique, cette diminution amene a s’interroger sur I'implication du
zinc dans les altérations liées a l'dge et en particulier les maladies
neurodégénératives. Ainsi, une étude récente a montré que le statut en zinc était
corrélé aux performances cognitives chez les personnes agées (Markicwicz-Zukowska
et al.,, 2015) et des apports inadaptés en zinc peuvent participer a "apparition de
pathologies touchant le SNC telle que la maladie d’Alzheimer (Tyszka-Czochara et al.,
2014).

Un apport adapté en zinc parait donc essentiel pour maintenir le bon
fonctionnement de 1'organisme, en particulier au cours du vieillissement ot dans le

cas d’une résistance a I'insuline.
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Figure 21 : Formules de la quercétine (A) et de la rutine (B)
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4. RUTINE

4.1. Données générales et role antioxydant

Les polyphénols sont des molécules issues du métabolisme secondaire des
végétaux caractérisés par la présence d’au moins un noyau benzénique portant un ou
plusieurs groupements hydroxyles, modifiés ou non. Il en existe un tres grand
nombre et leur structure peut étre trés variable, allant de molécules simples comme
les acides phénoliques, aux tanins, hautement polymérisés. En France, la
consommation moyenne totale de polyphénols est d'un peu plus de 1lg/jour,
principalement issus des boissons non alcoolisées et des fruits (Pérez-Jimenez et al.,
2011). Les polyphénols sont répartis en deux grandes familles : les flavonoides et les
non flavonoides. Les flavonoides, sont eux-mémes divisés en plusieurs sous-
groupes : les flavanols, les flavanones, les flavonols, les anthocyanes, les flavones et

les isoflavones. La quercétine est le flavonol le plus consommé (~20mg/jour) et est

particuliérement présente dans 1'oignon et la pomme. De nombreuses études se sont
donc intéressées a la quercétine et ses dérivés, parmi lesquels on retrouve la rutine,
diglycoside de la quercétine (quercétine-3-rutinoside) (Figure 21). Suite a son
absorption intestinale, la rutine est métabolisée en quercétine, et en différents acides
phényle-acétiques et isorhamnétine (Olthof et al., 2003). Bien que ces derniers
possédent des propriétés anti-oxydantes (Pietta et al., 2000; Yang et al., 2014), la
quercétine reste la molécule la plus active, et I'essentiel des travaux évoqués par la

suite la concerneront donc.

Les propriétés anti-oxydantes de la quercétine ont été largement démontrées
in vitro par une capacité a neutraliser efficacement les radicaux libres et a inhiber leur
production (Boofs et al., 2008), mais aussi a activer la voie Nrf2 (Shi et al.,, 2013). Ces
effets sont retrouvés in vivo, ot il a été montré que la quercétine augmente la capacité
anti-oxydante plasmatique totale (IVilis et al., 2005), diminue la production de ROS
(Chobot et al., 2014) et augmente 1’activité de certaines enzymes anti-oxydantes (Liu ef
al., 2015; Tabaczar et al., 2013).

4.2. Effet sur 'inflammation
Comme beaucoup de polyphénols, la quercétine est aussi capable de limiter
I'inflammation en inhibant la voie NF-«B (S/hi ef al.,, 2013) et donc en inhibant la
production de cytokines pro-inflammatoires (IL-6 et le TNF-a) et de CRP (Mahmoud
et al., 2013; Niture et al., 2014).

4.3. Effet sur le métabolisme glucidique
L’effet protecteur contre la résistance a I'insuline a lui été montré chez des rats
nourris avec un régime riche en fructose pour la rutine (Lee ef al.,, 2012) et riche en

gras et saccharose pour la quercétine (Arias et al., 2014). Plusieurs hypotheses ont été

57






ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE — CHAPITRE III

émises pour expliquer les mécanismes mis en jeu, les flavonoides pourraient en effet
améliorer le métabolisme glucidique en protégeant les ilots pancréatiques contre le
stress oxydant (Babujanarthanam et al., 2010; Prince and Kamalakkannan, 2006), en
inhibant l'activité des glucosidases intestinales (Kin et al., 2011), en réduisant
I’absorption intestinale du glucose dépendante de GLUT2 (Kwon et al., 2007) ou
encore en agissant sur les transporteurs de glucose musculaires GLUT4 (Anheé et al.,
2012; Hsu et al., 2014).

4.4. Effet sur le métabolisme lipidique

La quercétine pourrait également agir sur le métabolisme lipidique. Ainsi, une
supplémentation en quercétine permet de réduire la concentration plasmatique de
triglycérides et de cholestérol total et d’augmenter celle de HDL-cholestérol chez des
souris diabétiques (db/db) (Jeong et al, 2012). Elle permet aussi de limiter
I"accumulation de lipides totaux et triglycérides au niveau hépatique, tout comme la
rutine (Jung et al., 2013; Sikder et al., 2014). Cette modulation du profil lipidique
pourrait passer par une inhibition de l’expression de certaines enzymes de la
lipogenése (en particulier FAS) (Jung et al., 2013), une augmentation de I'expression
de SREBP-2 (facteur de transcription impliqué dans le métabolisme du cholestérol)
(Sikder et al., 2014), ou encore une amélioration de l'efflux du cholestérol au niveau
des macrophages (Chang et al., 2012). De plus, ces etfets sur le métabolisme lipidique
peuvent se répercuter sur le poids, ce qui a poussé certains auteurs a considérer la
quercétine comme une molécule anti-obésogeéne (Hoek-van den Hil et al., 2015; Moon et
al., 2013). Cependant cet effet est plus controversé et pourrait n’étre observé qu’a

concentrations relativement élevées de quercétine (Rivera ef al., 2008).

La quercétine et la rutine sont donc capables de limiter la plupart des
manifestations du syndrome métabolique induites par un régime riche en sucre et en
gras telles que la stéatose hépatique et l'intolérance au glucose comme cela a été
montré chez le rat (Panchal et al.,, 2012, 2011). Mais elles pourraient également étre

efficaces contre les effets du vieillissement.

4.5. Effet sur les altérations liées a I’age
En effet, la quercétine exerce également ses fonctions au niveau cérébral
puisqu’il a été montré qu'une supplémentation en quercétine permettait de limiter
les enchevétrements neurofibrillaires et les dépdts de PA, améliorant ainsi les
fonctions cognitives chez des souris &agées, modifiées génétiquement pour
développer la maladie d’Alzheimer (Sabogal-Guiqueta et al.,, 2015). Dans un autre
modele de souris transgéniques, la rutine développe des effets similaires puisqu’elle

permet d’améliorer la mémoire spatiale, et ce par une diminution de la quantité
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d’oligomeres de BA, de la concentration d’IL-6 et d'IL-1f, et une augmentation du
ratio GSH/GSSG et de l'activité de la SOD (P. Xu et al., 2014).

4.6. Autres propriétés meétaboliques
La quercétine aurait une action anti-hypertensive qui a été rapportée chez le
rat dans le cadre d'un régime riche en sucre et en gras (Yamamoto and Oue, 2006),
mais également dans d’autres modéles d"hypertension, induite ou spontanée (Perez-
Vizeaino et al., 2009), ainsi que chez des sujets hypertendus (Edwards et al., 2007). Dans
une revue, Larson a proposé plusieurs mécanismes pour expliquer cet effet, dont une
interaction avec le systéme rénine-angiotensine-aldostérone ou une amélioration de

la fonction vasculaire de maniere dépendante ou non de 'endothélium (Larson et al.,
2012).

La quercétine a également démontré des effets hépato-protecteurs chez le rat,
en limitant l'augmentation des taux sériques d’AST et d’ALT induite par un
traitement a la streptozotocine (Fernandes et al., 2010) ou par une consommation

d’éthanol et d"un régime hypercalorique (Chuffa et al., 2014).

Au niveau musculaire, il a été montré qu’'en prévenant 'augmentation de
I'expression de cytokines pro-inflammatoires induite par un régime riche en gras
chez la souris, la quercétine réduisait également 1'expression de Murfl et de
'atroginl et limitait ainsi la réduction de la masse musculaire et de la taille des fibres
du gastrocnemius (Le et al., 2014).

Enfin, la quercétine et les métabolites de la rutine inhibent la formation de
AGEs, in vitro (Alam et al., 2015; Ashraf et al., 2015; Pashikanti et al., 2010) et in vivo
(Nagasawa et al., 2002).

Ainsi, la quercétine et la rutine sont capables de prévenir I'ensemble des
altérations métaboliques induites par un régime riche en sucre mais également par le
vieillissement, aussi bien au niveau musculaire, hépatique que cérébral. De plus,
leurs propriétés dépassent largement leurs roles d’antioxydants, puisque les
polyphénols semblent capables de réguler l'expression de certains genes. Cest
également le cas de deux autres micronutriments utilisés dans cette étude, a
commencer par la vitamine A.

5. VITAMINE A

5.1. Données générales
La vitamine A est une vitamine liposoluble apportée par les produits d’origine
animale sous forme de rétinol, ou bien par les fruits et légumes sous forme de

caroténoides, précurseurs du rétinol (principalement le B-caroténe). Le rétinol, stocké
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dans le foie, peut alors étre converti en rétinal puis acide rétinoique (Figure 22). Ce
dernier participe a la régulation de plus de 500 genes en se liant aux récepteurs
nucléaires RAR (retinoic acid receptors) et RXR (retinoid X receptors) qui peuvent
former des hétérodimeres en s’associant a d’autres récepteurs nucléaires, et
notamment aux peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) et au récepteur

a la vitamine D (VDR) (Frey and Vogel, 2011).

5.2. Effet sur le métabolisme glucidique

Une supplémentation en acide rétinoique chez des souris nourries avec un
régime riche en sucre et en lipides permet d’améliorer la sensibilité a I'insuline en
activant les RAR et les PPARB/S (Berry and Noy, 2009). Cet effet sur la sensibilité a
I'insuline implique d’une part 'amélioration du signaling de l'insuline par une
stimulation de la voie PI3k/Akt via les RAR (Masid et al., 2007), et d’autre part une
augmentation de la sécrétion d’insuline résultant de la stimulation de I’activité de la
glucokinase des cellules B du pancréas (Cabrera-Valladares et al., 1999). L'acide
rétinoique pourrait également augmenter le captage du glucose par les cellules
musculaires en stimulant la voie AMPK/p38 (Lee et al., 2008).

5.3. Effet sur le métabolisme lipidique
De par son action sur les PPARy, l'acide rétinoique est un important
régulateur de I'adipogenese qui intervient trés to6t dans le processus de
différenciation de l'adipocyte (Xue et al., 1996). Une supplémentation en vitamine A
permet ainsi de limiter la prise de poids chez des animaux obeses (Berry and Noy,
2009; Felipe et al., 2004; Jeyakumar et al., 2008).

Les RXR peuvent également former un hétérodimere avec les LXR (liver X
receptor), impliqués dans 1’homéostasie du cholestérol. L’acide rétinoique est de ce
fait capable d’augmenter 'efflux de cholestérol comme cela a été montré in vitro au
niveau de cellules intestinales et de macrophages (Manna et al., n.d.; Murthy et al.,
2002), et ainsi de participer a la régulation du HDL-cholestérol plasmatique
(Jeyakumar et al., 2007).

5.4. Effet sur les altérations liées a I’age
L’acide rétinoique a également été tres étudié pour son potentiel
neuroprotecteur du fait de l'importante expression des RAR et RXR au niveau
cérébral. La perte de neurones liée a 1'dge, le déclin cognitif, voire 1'apparition de
certaines maladies neurodégénératives pourraient étre en partie dus a une altération
des voies de signalisation dépendantes de 1'acide rétinoique qui apparait en cas de
carence en vitamine A (Sodhi and Singh, 2014). Cette altération entraine notamment

une accumulation de peptide BA (Corcoran et al, 2004), et a linverse, une
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supplémentation en acide rétinoique atténue I'‘accumulation de PA et
I'hyperphosphorylation de la protéine tau, améliorant ainsi les performances
cognitives chez des souris (Ding et al., 2008).

L’acide rétinoique se révele donc étre un important régulateur du métabolisme

lipidique et glucidique, avec de surcroit une action au niveau cérébral.

6. VITAMINE D

6.1. Données générales

La vitamine D est a la fois apportée par 1'alimentation et synthétisée par la
peau, sous l'action des ultraviolets. Les besoins en vitamine D sont donc dépendants
du taux d’exposition au soleil et pourraient étre insuffisants dans une grande partie
de la population. C'est particulierement le cas chez les personnes agées, pour
lesquelles il serait recommandé de consommer environ 10 pg de vitamine D par jour,
alors que la consommation moyenne en Europe se situe entre 3 et 4 pg/jour
(European Food Safety Authority, 2006). Dans l'alimentation, elle est apportée sous
forme de vitamine D2 ou vitamine D3 qui sont ensuite métabolisées en 25-
hydroxyvitamine D au niveau du foie puis en 1,25-dihydroxyvitamine D (forme
active) au niveau des reins (Figure 23). La principale fonction de la vitamine D est de
faciliter 1'absorption du calcium, mais via les facteurs de transcription VDR auxquels
se lie la 1,25-dihydroxyvitamine D, elle peut intervenir dans la régulation de

nombreux autres genes.

6.2. Effet sur le métabolisme glucidique

Une carence en vitamine D augmenterait le risque de diabete de type 2 (Pittas et
al., 2006, Scragg et al, 2004). Cependant, a ce jour, l'effet bénéfique d'une
supplémentation en vitamine D sur la sensibilité a l'insuline et le controle de la
glycémie n’a pas été établi de maniere claire et les résultats des études
d’interventions restent assez contradictoires (Al-Sofiani et al., 2015; Kampmann et al.,
2014; Nagpal et al., 2009; Yousefi Rad et al., 2014). Toutefois, la vitamine D joue un role
important dans I’homéostasie glucidique puisqu’elle serait nécessaire a 'activité des
cellules B-pancréatiques et qu’une supplémentation en vitamine D permettrait
d’augmenter la sécrétion d’insuline (Al-Sofiani et al., 2015; Alvarez and Ashraf, 2010;
Gedik and Akahn, 1986).

6.3. Effet sur les altérations liées a I’age
Le statut en vitamine D ayant été associé a la masse et a la fonction musculaire
chez les personnes agées (voir Chapitre I - paragraphe 3.6.1, p.21), de nombreuses
études interventionnelles ont testé I'efficacité d’une supplémentation en vitamine D
pour limiter la sarcopénie. La diversité des protocoles (dose et source de vitamine D,
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population étudiée, durée de l'intervention,...) explique que les résultats de ces
études restent assez variables et controversés (Lewis and Laing, 2015). En effet,
certaines études ne rapportent aucun effet d'une supplémentation en vitamine D sur
les performances physiques (Kenny et al., 2003; Latham et al., 2003), ni sur la masse
musculaire (Verschueren et al., 2011) chez les personnes agées. Cependant, une méta-
analyse réalisée par Luir et Montero-Odasso démontre globalement des effets
bénéfiques d"une supplémentation en vitamine D a une dose comprise entre 800 et
1000 UI par jour sur la force musculaire des personnes agées (Muir and Montero-
Odasso, 2011). Une récente étude a également montré qu'une supplémentation de
1000 Ul/jour permettait de limiter la perte de masse musculaire due a 'age chez des

femmes ménopausées agées de 50 a 65 ans (Cangussu et al., 2015).

Des faibles concentrations sériques de vitamine D sont également prédictives
du déclin cognitif chez les personnes agées (Llcwellyn et al., 2010; Toffanello et al.,
2014). Chez le rat agé, plusieurs études ont montré qu'une supplémentation en
vitamine D permet d’améliorer les performances cognitives (Briones and Darwish,
2012; Latimer et al,, 2014), notamment en limitant 1"hyperphosphorylation de la

protéine tau (Briones and Darwish, 2014).

6.4. Autres propriétés meéetaboliques

Ces effets de la vitamine D sur la masse musculaire et la cognition pourraient
étre en partie médiés par des propriétés anti-inflammatoires que lui prétent de plus
en plus d’études. En effet, une supplémentation en vitamine D pourrait inhiber la
production de cytokines pro-inflammatoires (Schleithoff et al., 2006; Zhang et al., 2012)
et une corrélation inverse a été établie entre les concentrations de vitamine D dans le
sérum et celles de CRP (Amer and Qayyum, 2012; Bellia et al., 2011). Par ailleurs, chez
des hommes adultes et des femmes ménopausées, les concentrations sériques de
vitamine D seraient inversement corrélées a 1'apparition de SHNA (Hao ef al., 2014,
Lu et al., 2015). Ces observations sont en accord avec des résultats obtenus chez le rat
en croissance chez lequel une carence en vitamine D a accentué la SHNA induite par
un régime riche en sucre et en gras, et a entrainé une résistance a l'insuline, ainsi
qu’une inflammation et un stress oxydant hépatique (Rot/ ef al., 2012).

Si les effets bénéfiques d"une supplémentation en vitamine D ont surtout été
montrés dans le cas de faibles concentrations sériques en vitamine D, voire de
carence, elle pourrait étre particulierement intéressante dans le cadre d'un régime
riche en fructose, puisque ce type de régime réduirait les concentrations sériques de
vitamine D chez des rats adultes (Douard et al., 2014).
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Une supplémentation en vitamine D semble donc particulierement adaptée au
maintien d"un vieillissement sain et pourrait se révéler d’autant plus intéressante

chez les personnes ayant une consommation élevée de sucres ajoutés.

7. ASSOCIATIONS DE MICRONUTRIMENTS

Tous ces micronutriments ont donc de nombreux effets bénéfiques, qui
peuvent se révéler complémentaires. Plusieurs auteurs ont notamment suggéré qu’il
pourrait y avoir une synergie entre sélénium et vitamine E, en particulier vis-a-vis du
stress oxydant, mais aussi de I'immunité et de la toxicité du peptide BA (EI-Shenawy
et al., 2015; Harsini et al., 2012; Xiong et al., 2007). Le mélange vitamine E/zinc permet
également d’améliorer la capacité du zinc a augmenter le ratio GSH/GSSG (Faure et
al., 2007). La supplémentation avec une association de zinc, sélénium et vitamine E
s’est révélée étre plus efficace qu'une supplémentation de zinc seul ou de vitamine E
et sélénium sur le controle du stress oxydant et de la glycémie chez des rats
diabétiques (traités a la streptozotocine) (Aly and Mantawy, 2012). Un mélange de
rutine, zinc, sélénium, vitamine A et vitamine E a, lui, permis de restaurer la

stimulation de la syntheése protéique musculaire par la leucine chez des rats agés
(Marzani et al., 2008).

La rutine, le zinc, le sélénium, ainsi que les vitamines A, E et D semblent donc
posséder les propriétés adéquates pour contrebalancer les effets déléteres connus
d’un régime riche en sucres ajoutés. A des échelles plus ou moins importantes, ces
micronutriments sont capables de réduire le stress oxydant, l'inflammation, et
I'hypertension, mais aussi d’améliorer la sensibilité a 1'insuline, de maintenir les
fonctions cérébrales, de limiter I’apparition de dyslipidémie et de stéatose hépatique
non alcoolique, ou encore pour certains, d’éviter certaines altérations du métabolisme
musculaire observé au cours du vieillissement. Associer ces différents
micronutriments devrait donc permettre de cumuler leurs propriétés bénéfiques,

mais aussi d’exploiter d’éventuelles synergies.
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CONCLUSION DE L’ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Le vieillissement et la consommation d’un régime riche en sucre ont donc de
nombreuses conséquences communes. L'un comme l'autre s’accompagne en effet
d’une augmentation du stress oxydant, de l'inflammation et de la glycation des
protéines et représente un facteur de risque de résistance a l'insuline, de stéatose
hépatique non alcoolique et de déclin cognitif. La consommation de sucre pourrait
donc amplifier les effets du vieillissement normal et accélérer l'apparition des
altérations qu’il induit, en particulier la sarcopénie. En effet, la perte de masse et de
fonction musculaire liée a I'dge est une conséquence particulierement importante du
vieillissement puisqu’elle touche toutes les personnes agées et va impacter
considérablement leur vie quotidienne, jusqu’a augmenter leur risque de mortalité.
La sarcopénie est en partie due a une altération du métabolisme protéique
musculaire et notamment a un défaut d’anabolisme postprandial qui semble
dépendant du stress oxydant, de la sensibilité a 1'insuline et de I'inflammation. Tous
ces facteurs pouvant étre induits par un régime riche en sucres ajoutés, on peut
supposer que ce type de régime pourrait accélérer la sarcopénie. Pourtant, a ce jour,

aucune étude ne s’est intéressée spécifiquement a ce sujet.

En outre, s’il existe un grand nombre d’études traitant des effets d'un régime
riche en sucre, tout particulierement au niveau hépatique, tres peu ont été réalisées
chez 1'agé. Les risques d'une consommation excessive de sucre ne sont donc pas
connus chez le sujet agé, alors méme que celle-ci pourrait agir comme un accélérateur

du vieillissement.

Enfin, nous avons décrit la capacité de la rutine, du zinc, du sélénium et des
vitamines A, E et D a réduire le stress oxydant et l'inflammation mais aussi a
maintenir un équilibre glucidique et lipidique. Ces propriétés font d’eux des
micronutriments a priori a méme de lutter contre les effets délétéres d’un régime
riche en sucres ajoutés. De plus, ce mélange de micronutriments s’est déja révélé
efficace pour limiter les effets du vieillissement sur le métabolisme protéique
musculaire. La combinaison de ces micronutriments apparait donc comme une
stratégie nutritionnelle judicieuse pour pallier aux effets combinés du vieillissement
et de 'apport excessif de sucre. Cependant, on ne connait pas 1'évolution des effets
bénéfiques décrits avec 'age, ni la capacité de ce mélange a prévenir les effets

déléteres d"un régime riche en sucre chez un sujet agé.

64






TRAVAIL EXPERIMENTAL






OBJECTIFS

OBJECTIFS

Le premier objectif de cette these a été de déterminer si la consommation d'un
régime riche en sucres ajoutés pouvait altérer la synthese protéique musculaire
postprandiale et accélérer la perte de masse musculaire chez des rats agés. Les effets
combinés du vieillissement et des sucres ajoutés étant méconnus, cette these a
également été 1'occasion de s’intéresser a d’autres tissus: le foie, organe clé du
métabolisme du fructose, et le cerveau, particulierement sensible au vieillissement. Si
le métabolisme protéique était notre principale cible d’intérét, au vu de la littérature,
il paraissait important d’évaluer les conséquences de ce régime sur le métabolisme
lipidique et glucidique. Nous voulions également savoir si les éventuelles altérations
métaboliques induites étaient médiées par une augmentation du stress oxydant, de
I'inflammation et de la glycation des protéines. Dans le but d’étre le plus
représentatif possible de la consommation humaine, et sachant qu'en France la
majorité du fructose est apporté sous forme de saccharose, c’est sous cette forme qu’il
a été administré dans cette étude. En effet, comme cela a été décrit, les effets du
fructose différent selon si celui-ci est apporté seul ou conjointement avec du glucose,
or dans l'alimentation il est trés largement co-ingéré avec du glucose. Il nous a donc
semblé plus judicieux de respecter ces apports afin de ne pas biaiser les effets

engendrés.

Le deuxieme objectif de ce travail était de tester I'efficacité d'une
supplémentation en micronutriments constituée de rutine, zinc, sélénium, vitamine
A, vitamine E et vitamine D, dans le but de limiter les potentiels effets déléteres de la
consommation de fructose chez les rats agés.

Un des objectifs complémentaires a été d’étudier in vitro le potentiel anti-
inflammatoire de chacun de ces composés, dans un premier temps individuellement,
puis en association.
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PRESENTATION DU PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Pour répondre a ces différents objectifs un protocole expérimental a été mené
chez le rat 4gé, modele couramment utilisé pour étudier la sarcopénie du fait de la
mise en place relativement rapide de cette derniere. La cohorte, constituée de rats
males Wistar, comprenait également un groupe de rats adultes servant de témoin.
Apres un mois d’acclimatation pendant lequel ils étaient maintenus en cage
collective (trois rats par cage) et nourris avec un régime standard, les rats ont été
répartis en 5 groupes, nourris pendant 5 mois avec les différents régimes
expérimentaux. La période de 5 mois a été choisie car suffisamment longue pour
observer un potentiel effet du régime sur la masse maigre.

Le premier groupe était constitué des rats adultes, nourris avec un régime
standard (AIN-93). Le second groupe, servait de groupe témoin 4gé, composé de rats
agés consommant le méme régime standard que les rats adultes. Un troisieme
groupe constituait le groupe témoin supplémenté en rutine (5 g/kg de régime), zinc
(+44%), sélénium (x10), vitamine E (x4), vitamine A (x2) et vitamine D (x5), afin
d’étudier les effets de la supplémentation en micronutriments chez les rats ageés,
indépendamment d"un effet du sucre. Pour ces trois premiers groupes nourris avec le
régime standard, la source principale de glucides était I'amidon de blé (~50% de

I’aliment), complétée par du saccharose (~13) et du lactose (~10%). Afin d’étudier les

potentiels effets délétéres entrainés par une consommation de fructose, 1'intégralité
de I'amidon du régime a été remplacé par du saccharose. Comme évoqué plus tot, le
choix a été fait d’apporter le fructose sous forme de saccharose (50% fructose - 50%
glucose) et non de fructose pur afin de se rapprocher de I’alimentation humaine dans
laquelle le fructose est apporté essentiellement sous cette forme. Les deux derniers
groupes de rats ont donc été nourris avec ce régime saccharose, supplémentés ou non
en micronutriments. La composition détaillée des régimes est décrite en Annexe 1 et
les différents groupes de rats sont récapitulés dans le tableau suivant.

Age au début de  Source principale Supplémentation en

l’exEérimentation de &lucides micronutriments
W
Groupe agé témoin (n = 30) 16 mois Amidon de blé non
Groupe agé témoin 16 mois Amidon de blé oui
supplémenté (n = 30)
Groupe agé saccharose (n = 30) 16 mois Saccharose non
Groupe agé saccharose 16 mois Saccharose oui

supplémenté (n = 30)
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L’alimentation était accessible uniquement entre 8h30 et 16h30, ce qui a permis
de ne pas perturber le rythme alimentaire des rats le jour de I'euthanasie. Durant les
deux premiers mois, les animaux ont eu acces aux régimes ad libitum. Suite a une
légere différence de consommation entre les groupes et afin d’assurer des apports
énergétiques et protéiques équivalents chez tous les rats, durant les trois derniers
mois d’expérimentation, la quantité d’aliment distribuée a été ajustée sur la
consommation la plus faible, qui était celle des rats nourris avec le régime riche en
saccharose. La quantité distribuée de 22 g/jour/rat, suffisante pour couvrir

I’ensemble des besoins, a ainsi été totalement consommée dans tous les groupes.

Le poids des animaux a été mesuré une fois par semaine, et leur composition
corporelle a été évaluée au début et a la fin de la période expérimentale par imagerie
par résonance magnétique (Echo MRI international). Cette mesure a permis d’assurer
un suivi de la masse maigre et de la masse grasse de chaque animal et ainsi d’avoir
une meilleure représentation des effets du régime au cours du temps en
s’affranchissant des écarts interindividuels. De la méme fagon, des prélevements de
sang dans la veine de la queue ont été réalisés en début, milieu et fin de période

expérimentale afin de suivre 1’évolution du statut inflammatoire de chaque rat.

Un test de tolérance au glucose (OGTT) a été effectué en fin de période de
supplémentation, a la suite duquel les concentrations plasmatiques de glucose et

d’insuline ont été mesurées.

A 1la fin de la période expérimentale, chaque groupe de rats a été euthanasié
pour moitié a 1'état post-absorptif (apres une nuit de privation alimentaire), et pour
moitié a l'état postprandial (apres deux heures d’alimentation en continu). Vingt
minutes avant I’euthanasie, chaque animal a recu une injection de [1-13C]-valine, ce
qui a permis de mesurer le taux de synthése protéique in vivo dans le muscle
(gastrocnemius), le foie et le cerveau (cervelet). Les concentrations en protéines ont

également été déterminées dans ces différents tissus.

L’équilibre redox a été estimé au niveau systémique et tissulaire par une
mesure de la capacité anti-oxydante totale plasmatique et hépatique, de I'activité de

la SOD musculaire et hépatique et du glutathion total musculaire et hépatique.

Le statut inflammatoire a été évalué par une mesure des concentrations
plasmatiques d’a2-macroglobuline et de fibrinogéne plasmatiques en début, milieu
et fin de période expérimentale. Ces marqueurs inflammatoires sont utilisés chez le
rat pour déceler une inflammation chronique a bas bruit. En complément, la
concentration plasmatique de TNF-a a été dosée en fin d’expérimentation

uniquement.
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La quantité de produits terminaux de glycation a été évaluée par une mesure
de la quantité de carboxyméthyl lysine (CML, AGE tres courant) par Western Blot
dans le foie et le cerveau des animaux a jeun.

Concernant le métabolisme lipidique, le profil lipidique plasmatique a été
établi par la mesure des triglycérides, du cholestérol total ainsi que du HDL, LDL et
VLDL-cholestérol. Les lipides totaux et les triglycérides ont également été mesurés
dans le foie afin d’évaluer linfiltration lipidique hépatique. Dans le foie, la
lipogenese a été estimée grace a une mesure des activités de la fatty acid synthase
(FAS) et de I'ATP Citrate Lyase (ACLY), tandis que les activités de la Carnitine
Palmitoyl Transférase (CPT) et de 1’Acyl-CoA oxydase (ACOX) ont été mesurées

pour évaluer la B-oxydation mitochondriale et peroxysomale respectivement.

L’activité de la fructokinase hépatique (FK) a également été déterminée, ainsi

que la quantité totale en glycogeéne du foie.

Certains parametres plasmatiques complémentaires ont été évalués afin
d’avoir une vision globale des altérations entrainées par le fructose et le
vieillissement. Nous avons notamment évalué 1'atteinte hépatique par un dosage de
’alanine amino transférase (ALT) et de 'aspartate amino transférase (AST), mesuré
la production d’acide urique dans le plasma ainsi que la concentration d’insulin-like
Growth Factor-1 (IGF-1).

Les résultats obtenus au cours de ce protocole expérimental mené chez
I’animal ont été traités par organes (muscle, foie et cerveau) et seront présentés sous

forme de publications.

En parallele, une étude a été menée in vitro, sur des cellules C2C12 afin
d’évaluer le potentiel anti-inflammatoire des micronutriments qui constituent la
supplémentation utilisée dans le régime. Le protocole expérimental ainsi que les
résultats obtenus seront présentés séparément, sous forme de résultats

complémentaires.
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- Publication n°1 Chronic intake of sucrose accelerates sarcopenia in older
male rats through alterations in insulin sensitivity and muscle protein
synthesis - Publiée le 20/02/2015 dans Journal of Nutrition, 145:923-30

- Résultats complémentaires au niveau musculaire : Détermination du
potentiel anti-inflammatoire de la quercétine, du zinc, du sélénium, de la
vitamine A, de la vitamine E et de la vitamine D individuellement ou en

association, sur des cellules C2C12 traitées avec un mélange IFNy/LPS

- Publication n°2 Effect of high chronic intake of sucrose on liver

metabolism in aging rats. Modulation by rutin and other micronutrients -
Soumise

- Publication n°3 Effect of high chronic intake of sucrose on brain protein

metabolism and neuro-inflammation in aging rats. Modulation by rutin
and other micronutrients - En cours de rédaction
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PUBLICATION N'1

Chronic intake of sucrose accelerates sarcopenia in older male
rats through alterations in insulin sensitivity and muscle protein
synthesis

Cette premieére publication a été 1'occasion de présenter les résultats obtenus
au niveau musculaire. Elle a donc permis de répondre a I'objectif principal de la
these, a savoir déterminer si le fructose, via la consommation d’un régime composé a
62% de saccharose, accélérait la sarcopénie chez les rats agés et si une
supplémentation en micronutriments pouvait prévenir cet effet. Afin de simplifier la
présentation des résultats, nous avons choisi de ne pas inclure le groupe de rats
adultes a cette publication. En effet, les effets du vieillissement sur la masse
musculaire et le métabolisme protéique sont déja bien caractérisés chez le rat et la
comparaison adultes - agés n’apportait donc que peu d’informations

supplémentaires.

Les résultats ont montré que les rats agés nourris avec le régime saccharose
ont perdu plus de masse maigre que les rats agés témoins (-9,3% vs -5,8%) et avaient
de plus petits muscles. Le régime riche en saccharose a donc effectivement induit une
accélération de la sarcopénie. Cette accélération était, au moins en partie, due a une
altération de I’anabolisme protéique postprandial puisque la synthese protéique était
moins stimulée par le repas chez les rats nourris avec le régime riche en saccharose
(+6%) que chez les rats témoins (+23%).

Au vu de la littérature, cette altération pourrait étre médiée par une
augmentation du stress oxydant, de l'inflammation et/ou une diminution de la
sensibilité a I'insuline, parametres auxquels nous nous sommes donc intéressés. De
facon surprenante, le régime saccharose a peu modifié le statut redox et
inflammatoire. De plus, méme l'dge a eu peu d’effet sur les marqueurs du stress
oxydant et de l'inflammation choisis (comparaison rat adultes - rats dgés témoins,
non présentée dans l'article). En revanche, la sensibilité a 1'insuline, qui apparaissait
elle aussi comme un facteur d’explication de la modification du métabolisme
protéique musculaire, a été considérablement affectée par le régime riche en
saccharose. En effet, une diminution de 59% de la sensibilité a l'insuline a été
observée par rapport aux rats agés témoins. Afin de vérifier la responsabilité de
I'insuline dans les effets déléteres du régime saccharose, I'IGF-1 plasmatique a

également été dosé et s’est révélé similaire quel que soit le groupe.
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En ce qui concerne la supplémentation en micronutriments, elle n'a eu d’effet
ni sur la masse maigre et la synthése protéique, ni sur la sensibilité a I'insuline. Ces
résultats sont cohérents avec le fait que le stress oxydant et l'inflammation soient
restés a des niveaux proches de la normale, malgré I'excés de sucre. En revanche, la
supplémentation en micronutriments a permis de limiter la prise de masse grasse
induite par le saccharose, suggérant un effet sur le métabolisme lipidique qu’il serait

intéressant d’étudier.

Un régime riche en fructose accélere donc la perte de masse musculaire au
cours du vieillissement en altérant la stimulation de la synthése protéique
postprandiale. Cet effet semble plutot dit a une diminution de la sensibilité a
I'insuline qu’a une augmentation de l’inflammation et du stress oxydant,

expliquant le peu de bénéfices de la supplémentation en micronutriments.
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Chronic Intake of Sucrose Accelerates

Sarcopenia in Older Male Rats through

Alterations in Insulin Sensitivity and Muscle

Protein Synthesis’™>

Eva Gatineau,*” Isabelle Savary-Auzeloux,* Carole Migné,** Sergio Polakof,** Dominique Dardevet,*’
and Laurent Mosoni***

“National Institute of Agronomic Research, Joint Research Unit 1019 for Human Nutrition, Saint Genés Champanelle, France; and
SClermont 1 University, Research and Training Unit Medicine, Joint Research Unit 1019 for Human Nutrition, Clermont-Ferrand, France

Abstract

Background: Today, high chronic intake of added sugars is frequent, which leads to inflammation, oxidative stress, and
insulin resistance. These 3 factors could reduce meal-induced stimulation of muscle protein synthesis and thus aggravate
the age-related loss of muscle mass (sarcopenia).

Objective: Our aim was to determine if added sugars could accelerate sarcopenia and assess the capacity of antioxidants
and anti-inflammatory agents to prevent this.

Methods: For 5 mo, 16-mo-old male rats were starch fed (13% sucrose and 49% wheat starch diet) or sucrose fed (62%
sucrose and 0% wheat starch diet) with or without rutin (5-g/kg diet), vitamin E (4 times), vitamin A (2 times), vitamin D (5 times),
selenium (10 times), and zinc (+44%) (R) supplementation. We measured the evolution of body composition and inflammation,
plasma insulin-like growth factor 1 (IGF-I) concentration and total antioxidant status, insulin sensitivity (oral-glucose-tolerance
test), muscle weight, superoxide dismutase activity, glutathione concentration, and in vivo protein synthesis rates.

Results: Sucrose-fed rats lost significantly more lean body mass (—8.1% vs. —5.4%, respectively) and retained more fat mass
(+0.2% vs. —33%, respectively) than starch-fed rats. Final muscle mass was 11% higher in starch-fed rats than in sucrose-fed
rats. Sucrose had little effect on inflammation, oxidative stress, and plasma IGF-I concentration but reduced the insulin sensitivity
index (divided by 2). Meal-induced stimulation of muscle protein synthesis was significantly lower in sucrose-fed rats (+7.3%)
than in starch-fed rats (+22%). R supplementation slightly but significantly reduced oxidative stress and increased muscle protein
concentration (+4%) but did not restore postprandial stimulation of muscle protein synthesis.

Conclusions: High chronic sucrose intake accelerated sarcopenia in older male rats through an alteration of postprandial
stimulation of muscle protein synthesis. This effect could be explained by a decrease of insulin sensitivity rather than by
changes in plasma IGF-I, inflammation, and/or oxidative stress. J Nutr doi: 10.3945/jn.114.205583.

Keywords: sarcopenia, protein synthesis, fructose, antioxidant, insulin sensitivity, rats

Introduction

occurs in well-nourished active healthy elderly subjects. Consis-
tent findings showed that it could be partly explained by a
decreased ability of aged muscle to respond appropriately to food

Aging is associated with a progressive loss of skeletal muscle
mass and function (sarcopenia), which leads to a decrease in
mobility and independence and an increase in morbidity (1, 2).
It can result from decreased physical activity, endocrine changes,
neural factors, inadequate nutrition, and inflammation but also

intake; in adults, the meal stimulates muscle protein synthesis and
inhibits muscle proteolysis, which results in a net gain of muscle
protein mass called anabolism. Daily, this anabolism compensates

fasting net protein loss. During aging, a defect in muscle protein
1 Supported by the National Institute of Agronomic Research (INRA), France. svnthesis response to the anabolic effect of the meal develops
2 Author disclosures: E Gatineau, | Savary-Auzeloux, C Migné, S Polakof, D Dardevet, Y p p

and L Mosoni, no conflicts of interest. (3-5), leading to an imbalance between protein anabolism and

? Supplemental Figure 1 is available from the “Online Supporting Material” linkin  carabolism during the day and a slow erosion of muscle protein
the online posting of the article and from the same link in the online table of

o - mass.

contents at http://jn.nutrition.org. i ) ) . L .

* To whom correspondence should be addressed. E-mail: laurent.mosoni@ Meal-induced stimulation of muscle protein synthesis is mainly
clermont.inra.fr. caused by combined action of insulin and absorbed amino acids.

© 2015 American Saciety for Nutrition.
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Amino acids, in particular, Leu (a substrate for protein synthesis
and a signaling molecule), stimulate protein synthesis; insulin has
a permissive effect on this stimulation and facilitates muscle
nutrient delivery through an increase in blood flow (6, 7). During
aging, there is a decrease in the sensitivity of muscle protein
synthesis to amino acids/Leu (4, 5, 8) and an impaired endothelial
responsiveness, explaining an altered insulin action on muscle
blood flow (9).

In addition to “normal” aging, factors that increase insulin
resistance, inflammation, and oxidative stress (these factors being
related) aggravate muscle anabolism defect. Low-grade inflam-
mation accelerates sarcopenia (10) and triggers, in old rats, the
defect in muscle protein synthesis response to the meal (11). Its
prevention restores meal response and improves muscle mass (8,
12). Antioxidant supplementation normalizes the sensitivity of
muscle protein synthesis to stimulation by Leu in old rats (13).
Inflammation and oxidative stress reduce endothelial responsive-
ness to insulin (9). Consistently, insulin resistance is associated
with lean mass loss in old men (14) and in old diabetic patients,
this lean mass loss can be attenuated by insulin sensitizers (15).

Other factors are now in motion in our societies that could add
to normal aging and accelerate age-related deterioration of meal-
induced muscle anabolism. Indeed, several authors consider that
“added sugars,” i.e., glucose, fructose, sucrose, etc., which are
added in food products, are responsible for the development of
dyslipidemia, hypertension, insulin resistance, oxidative stress,
and inflammation (16-18). Mechanisms involved are complex,
but fructose is supposed to play a central role (18, 19). Since 1949,
US sugar deliveries for human consumption have increased by
~75% (20). In 1970, the situation worsened with the introduc-
tion of high-fructose corn syrups, which increased fructose propor-
tion in sugar intake. At the world level, added sugar intake is still
increasing (18). Many studies analyzed added sugar effect on
metabolic syndrome in human or animal models. However, very
few focused on aging, and, to our knowledge, no studies analyzed
added sugar effects on sarcopenia, which was the aim of this study.
Our hypothesis was that because added sugars can induce insulin
resistance, inflammation, and oxidative stress, this could, in turn,
aggravate the age-related defect in meal-induced muscle anabolism
and accelerate sarcopenia.

In addition, added sugars—induced metabolic disturbances are
reduced by polyphenols/antioxidants such as resveratrol (21),
allium sativam (16), quercetin (22), cranberry pomace (23), or
grape seed extract (24). Similarly, we showed that rutin; vitamins
E, A, and Dj selenium; and zinc (R)® supplementation restored
muscle protein synthesis sensitivity to Leu in old rats (13). We
proposed that R supplementation could also be efficient to
counteract our hypothetical accelerating effect of added sugars
on sarcopenia. Thus, to test the effect of added sugars on
sarcopenia, and the interaction with R supplementation, we
fed 16-mo-old Wistar rats for 5§ mo with a control diet, with or
without R supplementation, or with a diet in which starch was
replaced by sucrose, with or without R supplementation. For
5 mo, we followed the evolution of body weight, food intake,
lean body mass, fat mass, and plasma markers of inflammation,
and after 5 mo, we compared in each group muscle mass,
insulin sensitivity, plasma insulin-like growth factor 1 (IGF-I)

© Abbreviations used: ASR, absolute synthesis rate; FSR, fractional synthesis
rate; IGF-l, insulin-like growth factor 1; OGTT, oral-glucose-tolerance test;
R, rutin, vitamin E, vitamin A, vitamin D, selenium, and zinc; RE, ribosomal
efficiency; St, starch fed (13% sucrose and 49% wheat starch diet); Su, sucrose
fed (62% sucrose and 0% wheat starch diet).
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concentration, oxidative stress, and the meal response of in
vivo muscle protein synthesis.

Methods

Animals and diet. This experiment was conducted in accordance with
institutional guidelines on animal experimentation in France and was
approved by the Ethics Committee in Animal Experiments of Auvergne
(registration number CE 56-12). Male 16-mo-old Wistar rats (n = 120;
Janvier) were housed under controlled environmental conditions (21°C,
55% hygrometry, 12-h dark period starting at 0700) and were allowed
free access to water and food (standard pellets, UAR 04). After 1 mo of
acclimation, animals were randomly divided into 4 groups (n = 30/
group) and were fed 4 different diets as dry powders: starch-fed [St (13%
sucrose and 49% wheat starch diet)] rats were fed control diet [AIN-93
(25)]; St + R supplementation rats were fed the same diet supplemented
with rutin (5 g/kg of dry matter in substitution with cellulose), vitamin E
(all-rac-a-tocopherol acetate, 500 TU/g, 60-g/kg vitamin mixture instead
of 14.2), vitamin A (all-trans-retinyl palmitate, 500,000 IU/g, 1.6-g/kg
vitamin mixture instead of 0.8), vitamin D (cholecalciferol-D, 500,000-
1U/kg vitamin mixture instead of 100,000), selenium (sodium selenite
anhydrous, 0.14-g/kg mineral mixture instead of 0.01025), and zinc
(zinc carbonate, 2.95-g/kg mineral mixture instead of 1.63); sucrose-fed
[Su (62% sucrose and 0% wheat starch diet)] rats were fed control diet in
which wheat starch was replaced by sucrose; Su + R supplementation
rats were fed this sucrose diet with R supplementation. Food was freely
available between 0830 and 1600 every day. During the first 2 mo, rats
consumed ad libitum, and then, because of small differences in food
intake, the amount of food offered was adjusted to ~22 g/d, which was
totally consumed in all groups. Food intake was monitored every 2-3 d
during the first 2 mo, and then every day. Body weight was measured
once a week. Body composition was recorded before and at the end of
the experimental period using MRI (Echo MRI International). At 0, 3,
and 5 mo, a blood sample was withdrawn from a lateral tail vein to
measure plasma acute-phase proteins (a-2-macroglobulin and fibrino-
gen). The penultimate week, oral-glucose-tolerance tests (OGTTs) were
performed. Animals were fed glucose by gavage (2 g of glucose/kg body
weight using a 50% glucose solution in tap water). Blood samples were
collected in tubes containing EDTA from the tail vein at —2, 15, 30, 60,
and 120 min after glucose administration. Finally, on the fifth month of
the experiment, in vivo muscle protein synthesis rates were measured
either in the postabsorptive state (after overnight food deprivation) for
one-half of the rats or in the postprandial state (2 h after food
distribution) for the other half of the rats. Thus, rats studied during the
postprandial state had continuous access to food during 2 h. They
consumed ~16 of the 22 g of food offered.
The final number of rats per group ranged from 8 to 10.

Measurements of in vivo protein synthesis and tissue sampling.
Protein synthesis rates were measured using the flooding dose method.
Twenty minutes before death, each rat was injected intravenously with
L-Val (150 umol/100 g body weight) containing 80% of L-[1-'3C] Val
(Euriso-Top) to flood the precursor pool. Rats were then killed after
anesthesia with pentobarbital sodium (6 mg/100 g body weight) by
exsanguination through the abdominal aorta. Posterior leg skeletal
muscles (gastrocnemius, tibialis anterior, extensor digitorum longus, and
soleus) were quickly excised, weighted, and frozen in liquid nitrogen
until further analysis. Protein synthesis rates were measured in the
tibialis anterior as described previously (26) by measuring muscle-free
and protein-bound Val enrichments after grinding in liquid nitrogen in a
ball mill (Dangoumeau, Prolabo), and protein extraction with trichloro-
acetic acid. RNA content was measured in the supernatant after several
extraction-centrifugation cycles as described previously (3). Muscle
protein content was determined in an aliquot of frozen muscle powder
from total nitrogen content (X6.25) using a vario isotope cube analyzer
(Elementar) according to the Dumas method.

Calculations. In vivo muscle fractional synthesis rates (FSRs; per-
cent per day) were calculated as described previously (3): FSR = 100 x
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Online Supporting Material

Supplemental Figure 1 Evolution of food intake in older male rats fed diets containing
13% or 62% sucrose with or without R supplementation for 5 months.
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(EP — EN)/(EA X t), where ¢ is incorporation time, expressed in days; EP
and EA (atom %) are C enrichments of protein-bound Val and muscle-
free Val, respectively; and EN (atom %) is an estimation of the natural
13C enrichment of protein-bound Val. It was determined in rats that were
not injected with the flooding dose (2-3/group). Absolute synthesis rates
(ASRs) were calculated from the product of FSRs with protein content
and expressed in milligrams per day. Ribosomal capacity was calculated
as the ratio of total RNA (most of the RNA in tissues is ribosomal) to
protein (milligrams of RNA per gram of protein). Ribosomal efficiency
was calculated as the amount of protein synthesized (milligrams) per day
per milligram of RNA.

Plasma measurements. Plasma fibrinogen was measured by turbidim-
etry on an automated chemistry analyzer (ABX Pentra 400; Horiba).
Plasma concentration of a-2-macroglobulin was measured by ELISA
(ELISA kit from Immunology Consultants Laboratory, Inc.). For OGTTs,
insulin concentration was determined with a commercial ELISA kit (10-
1250-01; Mercodia AB) and glucose concentration was determined using
the ABX Pentra 400 analyzer and glucose PAP kit (Horiba). Plasma total
antioxidant capacity was measured using the TAS kit (Randox Labora-
tories) and ABX Pentra 400. Plasma IGF-I concentration was also
measured at the end of the experiment by ELISA (R&D Systems).

Muscle oxidative status. Total glutathione content (reduced + oxidized)
was determined in the tibialis anterior as previously described by
Malmezat (27) on the ABX Pentra 400. In the same muscle, superoxide
dismutase activity was measured using the RANSOD kit (Randox
Laboratories) after homogenization of an aliquot of frozen muscle powder
in the SD124 buffer of the kit (phosphate buffer) and centrifugation.

Statistical analysis. Data were analyzed 1) by 2-factor ANOVA,
carbohydrate (starch or sucrose) X R supplementation (with or without
R supplementation); 2) by 3-factor ANOVA, carbohydrate X R supple-
mentation X nutritional state (postabsorptive or postprandial) for muscle
protein metabolism; 3) by repeated-measures 2-factor ANOVA, carbohy-
drate X R supplementation X time, when measurements were repeated
over time (body weight, food intake, and inflammation); and 4) by 3-factor
ANCOVA, carbohydrate X R supplementation X nutritional state X total
muscle protein content for muscle FSRs. Fisher’s test was used for post hoc
comparisons of means. The ¢ test was used to assess if differences in body
composition before and after the experiment were different from 0.
Survival was compared between groups using log-rank test. We used SAS
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software. Data are expressed as means + SEs. The level of significance was
set at P < 0.05.

Results

Food intake, body weight, and survival. During the ad
libitum intake periods, sucrose feeding induced a 12% decrease in
food intake (P < 0.01; Supplemental Figure 1). Although these
differences were small, we adjusted food intake of all groups
to the intake of Su + R supplementation rats (~22 g/d, which
is sufficient). Thus, during this pair-feeding period (Supple-
mental Figure 1), there was no longer any significant differ-
ence in food intake between groups.

Weight was similar in all groups at the beginning of the
experiment (St: 607 = 13 g; St + R supplementation: 611 = 14 g;
Su: 605 = 13 g; Su + R supplementation: 608 + 14 g). It was
stable in all groups during the first 2 mo, and then, in all groups,
it decreased significantly (P < 0.01) during months 3, 4, and 5
(from month 1 to 3, respectively: St, 609 + 15 g, 615 = 15 g, 583
+ 14g, 564 = 12g,and 537 + 11 g; St + R supplementation, 618
+ 14¢g,626 = 14 g,600 = 14 g, 586 * 11 g,and 558 = 11 g; Su,
606+ 11g,606 + 11g, 585 + 9g, 571 + 11g and 568 + 10 g
Su + R supplementation, 605 = 15g,610 = 15¢,589 = 13 g, 578
* 13 g,and 574 = 14 g). This time-related decrease in weight was
significantly different in sucrose- and starch-fed rats (P < 0.01):
the rate of decrease was lower in sucrose-fed rats (—2%/mo) than
in starch-fed rats (—4%/mo), especially between months 4 and 5
(—5% in starch-fed rats, —1% in sucrose-fed rats). Consequently,
month 5 was the only month where a significant difference was
observed between groups: weight was significantly higher in
sucrose-fed rats than in starch-fed rats (P = 0.04). There was never
any significant effect of R supplementation.

The total number of spontaneous deaths over § mo was 9 in
St, 10 in St + R supplementation, 11 in Su, and 11 in Su + R
supplementation groups. There was no significant difference in
survival between groups. This mortality rate (34% at 22 mo)
was close to what is usually observed, 50% mortality at 23—
24 mo (28).
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FIGURE 1 Evolution of body composition in older male rats fed diets containing 13% or 62% sucrose with or without R supplementation for

5 mo. We calculated for each rat the percent change = 100 X (final mass

— initial mass)/initial mass. (A) Lean body mass. (B) Fat mass. Two-factor

ANOVA, C x R supplementation, were conducted, and significant effects are given. Values are means * SEs (n = 18-20). *Significantly different
from 0. Labeled means without a common letter differ, P << 0.05. C, carbohydrate; R, rutin, vitamin E, vitamin A, vitamin D, selenium, and zinc.
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TABLE 1 Muscle weights of older male rats fed diets containing 13% or 62% sucrose with or without R supplementation for 5 mo’
St St + R supplementation Su Su + R supplementation ANOVA?
Muscle absolute weight
Gastrocnemius, g 2.19 = 0.06 213 = 0.09 197 = 0.10 2.15 = 0.09 ns
Tibialis anterior, g 0.64 = 0.02° 065 = 0.02° 057 + 0.02° 061 = 0.03*" C, P=002
EDL, mg 2154 214 =6 197 + 8 214+ 6 ns
Soleus, mg 228 + 107 228 = 10° 198 + 10° 216 + 1120 C.P=004
Muscle relative weight
Gastrocnemius, %BW 0.41 = 0.017 0.39 = 0.02*° 0.35 + 0.01° 037 + 0.01° C, P< 001
Tibialis anterior, %BW 012 = 0.01° 0.12 + 0.01° 0.10 + 0.01° 0.11 + 0.01° C. P<0.001
EDL, %,BW 041 + 0.01° 039 + 0.01*" 035 + 0.01° 0.37 = 0.01°° C, P< 0.001; C x R supplementation, P=0.03
Soleus, %,BW 043 = 0.02° 042 + 002°° 0.35 + 0.01° 037 + 0.02°¢ C. P<0.001

' Values are means * SE (n = 16-20). Labeled means in a row without a common letter differ, P < 0.05. C, carbohydrate; EDL, extensor digitorum longus; ns, nonsignificant (P >
0.05); R, rutin, vitamin E, vitamin A, vitamin D, selenium, and zinc; St, starch fed (13% sucrose and 49% wheat starch diet); Su, sucrose fed (62% sucrose and 0% wheat starch

diet); %BW, percent body weight; %,BW, per mille body weight.
2 ANOVA significant effects.

Body composition and tissue weight. Lean body mass
decreased significantly (P < 0.01) in all groups during the
experimental period (Figure 1A). This loss was significantly higher
in sucrose-fed than in starch-fed rats (P = 0.03). There was no
effect of R supplementation.

Fat mass decreased significantly during the experimental period
only in St rats (Figure 1B). A significant effect of carbohydrate
feeding (P < 0.01) was detected: sucrose prevented the age-related
loss of fat mass. There was also a significant interaction between the
effects of carbohydrate and R supplementation: the effect of R
supplementation was significantly different (P = 0.03) in starch-fed
rats (slowing the age-related loss of fat mass) and in sucrose-fed rats
(preventing sucrose-induced increase in fat mass).

When expressed in proportion to body weight, in all muscles,
muscle weight was significantly lower in sucrose-fed than in starch-
fed rats (Table 1). This was also the case for absolute muscle weight
in tibialis anterior and soleus muscles. R supplementation had
no effect on muscle weight in any of the muscles. However, in the
extensor digitorum longus muscle, for values expressed in propor-
tion to body weight, there was a significant interaction in
carbohydrate X R supplementation: the effect of R supplementation
was significantly different (P = 0.03) in starch-fed rats (decrease) and
in sucrose-fed rats (increase). In any case, it seems clear that sucrose
feeding accelerated the age-related loss of muscle mass.

Muscle oxidative stress markers. Sucrose feeding had no
effect on tibialis anterior muscle total glutathione content and
concentration (Table 2). However, there was a significant
interaction between the effects of carbohydrate and R supple-
mentation: R supplementation significantly increased glutathi-
one (micromoles and micromoles per gram) in starch-fed rats,

whereas it had no effect in sucrose-fed rats. Regarding muscle
superoxide dismutase activity, the only significant effect detected
was a decrease induced by R supplementation (Table 2).

Systemic antioxidant and inflammation markers. Plasma
antioxidant activity was significantly increased by R supple-
mentation in starch-fed rats (St = 0.76 = 0.03 mmol/L vs. St + R
supplementation = 0.85 + 0.03 mmol/L) as well as in sucrose-
fed rats (Su = 0.79 = 0.03 mmol/L vs. Su + R supplementation =
0.91 * 0.03 mmol/L).

Repeated-time ANOVA showed that plasma a-2-macroglobulin
values tended to be higher (P = 0.06) in sucrose-fed than in starch-
fed rats (Figure 2A). Values in all groups decreased during the first 3
mo and then increased during the last 2 mo (P < 0.01). This increase
in the last 2 mo was significantly higher in sucrose-fed than
in starch-fed rats (P-interaction = 0.02). Over the 5 mo of the
experiment, plasma a-2-macroglobulin increased by 0.05% and
5.8% in starch-fed rats (St and St + R supplementation, respectively,
not significant) and by 28% and 35% in sucrose-fed rats (Su and Su +
R supplementation, respectively, significant with P = 0.01 only in the
Su + R supplementation group). However, final a-2-macroglobulin
concentrations were not significantly different between groups.

Neither carbohydrate nor R supplementation had an effect
on plasma fibrinogen concentrations (Figure 2B), even though
there was an effect of time (P < 0.01).

OGTT. Plasma glucose concentrations in feed-deprived rats
did not differ among the groups (overall mean = SE: 5.97 = 0.26
mmol/L). Plasma glucose concentration reached its peak 15 min
after glucose gavage in all groups without significant differ-
ences between groups (peak and AUC). Fasting plasma insulin

TABLE 2 Tibialis anterior muscle glutathione content and SOD activity of older male rats fed diets containing 13% or 62% sucrose

with or without R supplementation for 5 mo’

St St + R supplementation Su Su + R supplementation ANOVA?
Glutathione concentration, umol/g 071 = 003" 0.80 = 0.04° 0.82 + 0.04° 0.74 = 0.04%° C X R supplementation, P=0.03
Total glutathione, pmol 046 = 0.02°° 053 + 0.03° 048 = 003" 043 = 004° C X R supplementation, P= 0.05
S0D activity, U/mg protein 533 + 017 *° 509 = 0.17° 572 = 017° 523 + 017" R supplementation, P= 0.01

" values are means + SE (n= 17-19). Labeled means in a row without a common letter differ, P < 0.05. C, carbohydrate; R, rutin, vitamin E, vitamin A, vitamin D, selenium, and
zinc; SOD, superoxide dismutase; St, starch fed (13% sucrose and 49% wheat starch diet); Su, sucrose fed (62% sucrose and 0% wheat starch diet).

2 ANOVA significant effects.
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FIGURE 2 Evolution of systemic inflammation markers in older
male rats fed diets containing 13% or 62% sucrose with or without R
supplementation for 5 mo. (A) Plasma a-2-macroglobulin concentra-
tion (mg/L). (B) Plasma fibrinogen concentration (mg/L). Repeated-
measures 2-factor ANOVA, C X R supplementation X time, were
conducted, and significant effects are given. Values are means * SEs;
n=17-20(A) and n = 14-20 (B). C, carbohydrate; R, rutin, vitamin E,
vitamin A, vitamin D, selenium, and zinc; St, starch fed (13% sucrose
and 49% wheat starch diet); Su, sucrose fed (62% sucrose and 0%
wheat starch diet).

concentrations were higher in sucrose-fed than in starch-fed rats
(P = 0.03). Group means = SEs were St, 1.01 = 0.30 pug/L; St + R
supplementation, 0.97 *+ 0.31 pg/L; Su, 1.38 = 0.19 pg/L; and Su
+ R supplementation, 1.87 = 0.28 pg/L. Mean value in the Su + R
supplementation group was significantly different from values in
the St and St + R supplementation groups. After glucose gavage,
significant differences appeared at 30 and 60 min (higher levels
in sucrose-fed than in starch-fed rats) and the AUC was also
significantly higher. As a result, insulin sensitivity, calculated
according to Matsuda and DeFronzo (29), was lower in sucrose-
fed than in starch-fed rats (P < 0.01; Figure 3). R supplementation
had no significant effects on insulin sensitivity, glycemia, or in-
sulin concentrations before or during OGTT.

IGF-I. Plasma IGF-I concentrations did not differ among the
groups (overall mean + SE: 899 + 22 pmol/L).

Muscle protein metabolism. Sucrose induced a significant loss
of protein mass (P = 0.05) without affecting muscle protein
concentration (Table 3). R supplementation slightly but signifi-
cantly increased muscle protein concentration (P < 0.01) but had no
effect on protein mass (Table 3). Ribosomal capacity (RNA content
per gram of protein) was increased by sucrose feeding (P = 0.03); in
response to R supplementation, it remained stable in starch-fed
rats, whereas it decreased in sucrose-fed rats; thus, there was a
significant interaction of carbohydrate X R supplementation (P =
0.05). FSRs (percent protein synthetized per day — FSR), ASRs
(amount of protein synthetized per day — ASR), and ribosomal
efficiency (RE; amount of protein synthetized per day and per gram
of RNA — RE), which are the only markers sensitive to the
nutritional state, were, as expected, stimulated by feeding (Table 3).

It was the only significant effect for ASR and RE. For FSR, we
showed previously that this marker is highly correlated to the age-
related loss of muscle mass, which introduces “noise” when
studying the effect of feeding (30). To take this factor into account,
a good solution is to use a variance-covariance analysis using total
protein as a covariate (measured independently of FSR and highly
significant, P < 0.001). This analysis detected a significant in-
teraction between carbohydrate and nutritional state (P = 0.04),
showing that muscle protein synthesis was less stimulated by the
meal in sucrose-fed than in starch-fed rats (Figure 4). ASR, FSR,
and RE mean values seemed specifically low in Su + R supplemen-
tation postprandial rats, suggesting an effect of R supplementation
on the postprandial response of muscle protein synthesis in sucrose-
fed rats. However, this would require a significant carbohydrate %
R supplementation X nutritional state interaction and it was not
the case (P > 0.3). In addition, such an effect is not consistent with
other results (evolution of lean body mass and lack of effect of
R supplementation). Sucrose was responsible for the decreased
postprandial response of muscle protein synthesis (Figure 4).

Discussion

The aim of this study was to determine if added sugars can
modulate the age-related loss of muscle mass (sarcopenia). Addi-
tionally, we tested the capacity of R supplementation to prevent
hypothetical deleterious effects of added sugars. We showed that
feeding old rats over 5 mo with a diet in which all starch was
replaced by sucrose induced an accelerated age-related loss of lean
body mass and hind limb muscle mass and that R supplementation
had little influence on this phenomenon.

The aging rat is a convenient model to study sarcopenia
because sarcopenia is rapid and well characterized in this animal
(3). Because fructose is considered as central in the deleterious
effects of added sugars on metabolic syndrome, authors often
used as “rodent added sugars model” diets containing only
fructose and no starch or glucose (18). However, it seemed more
relevant to the human situation to use a sucrose model; we
estimate that our rats consumed ~4 times the average intake of
added sugars observed in humans, with a proportion of fructose
close to what is observed in humans (50% in our rats, ~47% in
humans).
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FIGURE 3 Insulin sensitivity index of older male rats fed diets

containing 13% or 62% sucrose with or without R supplementation
for 5 mo. Insulin sensitivity index = 10000/ [(fasting plasma glycemia
X fasting plasma insulinemia) X {(mean OGTT glucose X mean OGTT
insulin concentration)] [according to Matsuda and DeFronzo (29)].
Two-factor ANOVA, C X R supplementation, were conducted, and
significant effects are given. Values are means * SEs (n = 7-8).
Labeled means without a common letter differ, P < 0.05. C,
carbohydrate; OGTT, oral glucose tolerance test; R, rutin, vitamin E,
vitamin A, vitamin D, selenium, and zinc.

Added sugars accelerate age-related loss of muscle 5 of 8

76

510Z ‘92 yolep uo anbiwouoiBy ayoiayosy el ap [euoneN Insu| yeN| 1e Bio uonuinu-ul woly papeojumoq






THE JOURNAL OF NUTRITION

T

JN

RESULTATS - PUBLICATION N°1

TABLE 3 Tibialis anterior protein metabolism of older male rats fed diets containing 13% or 62% sucrose with or without R

supplementation for 5 mo’

Nutr St St + R supplementation Su Su + R supplementation ANOVA?

Total protein, mg
Postabsorptive 140 + 8° 139 + 8° 130 = 107 154 = 17° C. P=005
Postprandial 141 = g° 168 + 10° 126 + 7° 143 + 5°

Protein concentration, mg/g muscle
Postabsorptive 224 = 4° 229 + 5° 222 = 5° 237 = 4° R supplementation, P < 0.01
Postprandial 224 = 2° 230 = 2° 223+ 3° 233 = 4°

Ribosomal capacity, mg RNA/g protein
Postabsorptive 49 +03° 50 + 03*° 57 +03° 47 +03° C, P=0.03; C X R supplementation, P= 0.05
Postprandial 46 + 03 46 x03° 54 +03 50 £ 03

FSRs, %/d
Postabsorptive 60 + 06° 63 + 05" 71 +06° 6.1 = 08° Nutr, P < 0.001; Nutr x C, P=0.03°
Postprandial 74 + 0.3 7.0 + 0.420% 8.0 + 03" 62 + 07"

ASRs, mg protein synthetized/d
Postabsorptive 82 + 0.8° 85+ 04° 89 = 0.6* 89 = 0.8* Nutr, P < 0.001
Postprandial 10.3 + 0.6% 115 + 0.4% 101 + 0.5 87 = 09"

RE, g protein synthetized/d and protein

synthesized/g RNA

Postabsorptive 121 £ 0.9° 129 +12° 124 = 08° 135 = 1.1° Nutr, P < 0.01
Postprandial 16.4 = 1.4° 153 = 0.8°° 15.4 = 1.3%0% 129 = 1.0°

" Values are means = SEs (n = 6-9). Muscle protein synthesis rates were measured in vivo using the floading dose method. Absolute synthesis rates were calculated from the
product of fractional synthesis rates with protein content. Ribosomal capacity was calculated as the ratio of total RNA:protein. Ribosomal efficiency was calculated as the amount
of protein synthesized per day per gram of RNA. *Different from postabsorptive value, P < 0.05. Labeled means in a row without a common letter differ, £ < 0.05. C,
carbohydrate; ASR, absolute synthesis rate; FSR, fractional synthesis rate; Nutr, nutritional state; R, rutin, vitamin E, vitamin A, vitamin D, selenium, and zinc; RE, ribosomal
efficiency; St, starch fed (13% sucrose and 49% wheat starch diet}; Su, sucrose fed (62% sucrose and 0% wheat starch diet)

2 ANOVA significant effects
3 Total protein was used as a covariate according to Mosoni et al. (30).

Although many studies analyzed the effects of added sugars
intake on liver, adipose tissue, brain, or systemic homeostasis
(31), few studies focused on muscle, especially during aging. To
our knowledge, no other studies analyzed the effect of added
sugars on sarcopenia. We showed that sucrose accelerated the
age-related loss of lean body mass and hind limb muscle mass. In
accordance with our results, in growing rats, high sucrose intake
during 48 d also reduced gastrocnemius muscle mass (22). Thus,
it seems clear that added sugars can accelerate sarcopenia.

Because the evolution of muscle mass is dependent on the
change in muscle protein synthesis, we analyzed the effects of
sucrose on muscle FSRs, ASRs, and RE. Although there were
tendencies, it was only for FSRs that a significant interaction was
detected between sucrose and nutritional state, showing that
sucrose reduced postprandial stimulation of FSRs. This lower
meal-induced stimulation of FSRs could explain the sucrose-
induced accelerated loss of muscle proteins observed. A similar
phenomenon has been observed during normal aging in rats (3)
and in humans (32). It is now recognized that a decrease in the
sensitivity of muscle protein synthesis to meal stimulation
develops during aging (8). Our results suggest that added sugars
potentiate this phenomenon.

This could be caused by insulin sensitivity modifications. Indeed,
we showed, using OGTT, that sucrose-fed rats had a lower
sensitivity to insulin. After glucose load, glycemia was not different
in starch- and sucrose-fed rats, but more insulin was necessary in
sucrose-fed rats to achieve this. No similar OGTT study was
performed in sucrose- or fructose-fed aging rats. Fasting glycemia
was measured after 9, 18, or 26 mo of high sucrose feeding in rats
(33): fasting glycemia was increased in sucrose-fed rats compared
with starch-fed rats only after 26 mo. The effect of added sugars on
insulin resistance was more extensively studied in growing rats.
Clamp studies performed after 1, 2, 5, and 8 wk of sucrose

6 of 8 Gatineau et al.

feeding showed that hepatic insulin resistance appears after
1 wk, and muscle insulin resistance appears progressively, begin-
ning at week 2 (34). Other studies confirmed that evolution of
glycemia after OGTT was close to normal in sucrose- or fructose-fed
growing rats (23, 35). Interestingly, the use of an intraperitoneal
glucose tolerance test (16) led to more marked differences in
glycemia between growing fructose-fed rats and control rats. This

Nutr, P<0.01; Nutr x C, P=0.03
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FIGURE 4 FSRs in muscle of older male rats fed diets containing

13% or 62% sucrose for 5 mo (see Table 3 for detailed results). To
illustrate the significant interaction between sucrose and Nutr effects,
we pooled St and St + R supplementation rats and Su and Su + R
supplementation rats. Three-factor covariance ANOVA, C X R
supplementation X Nutr X total protein mass, was conducted, and
significant effects are given. Values are means * SEs (n = 6-10).
Labeled means without a common letter differ, P < 0.05. C,
carbohydrate; FSR, fractional synthesis rate; Nutr, nutritional state;
PA, postabsorptive state; PP, postprandial state; R, rutin, vitamin E,
vitamin A, vitamin D, selenium, and zinc; St, starch fed (13% sucrose
and 49% wheat starch diet); Su, sucrose fed (62% sucrose and 0%
wheat starch diet).
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could be because of the effects of glucagon-like pepride 1 and gastric
inhibitory polypeptide that are bypassed when using an intraperi-
toneal injection. Thus, added sugars clearly induce alterations in
insulin sensitivity, but glycemia is often still maintained.

However, the effect of added sugars on insulin action on
protein metabolism was never studied. Insulin has a permissive
effect on the stimulation of muscle protein synthesis by amino
acids (6). It also increases muscle blood flow (7). Muscle mass
is decreased in many insulin-resistant disease states (diabetes,
cancer, and renal failure). In a model of muscle insulin receptor
knockout mice, it was shown that muscle mass (and function)
was also reduced and that it was not due to oxidative stress
or increased proteolysis; it seemed only caused by the lack of
insulin signaling roward protein synthesis (36). Thus, in our
study, it is possible that sucrose altered insulin-mediated protein
synthesis activation and that resulted in sarcopenia acceleration.
This could start a vicious cycle because reduced muscle mass
(a major site for substrate oxidation) promotes insulin resistance.

We wondered whether alterations of growth hormone/IGF-I
axis could be induced by sucrose feeding and be partly responsible
for acceleration of lean body mass loss in sucrose-fed rats. It seems
that it was not the case because plasma IGF-I concentrations were
not different in sucrose- and starch-fed rats, which is consistent
with results obtained in young rats fed a 60% fructose diet for
12 wk (37). Thus, modification in insulin sensitivity remains our
main hypothesis to explain the observed effect of fructose on
sarcopenia acceleration.

Another way for added sugars to affect muscle protein
synthesis would be inflammation. Indeed, we showed previously
that the presence of low-grade inflammation altered the sensitivity
of muscle protein synthesis to feeding in aging rats (11, 12). In the
present study, sucrose-induced inflammation was modest com-
pared with these previous results: fibrinogen concentration was
78% of previously observed values and a-2-macroglobulin
concentration only 3% of previously observed values.

Similarly, sucrose had also a marked effect on body fat mass; it
increased in Su rats whereas it decreased in St rats. Such an
increase in fat mass after high-sucrose (38) or -fructose (39, 40)
feeding was already described in growing rats. It seems recognized
that a high-sucrose diet is able to upregulate the lipogenesis
pathway (38). The decrease observed in St rats is consistent with
results observed in aging rats (41). It must be noted that in our
study, R supplementation reduced the age-related decrease in fat
mass and prevented the fructose-induced increase in fat mass. The
effects were not marked, but it is remarkable to see that they were
opposite in starch- and sucrose-fed rats, although it always tended
to normalize fat mass. This brings to mind the ponderostat
hypothesis (42). Indeed, the ponderostat hypothesis suggests that
a ponderostat signal (which could be estrone, an estrogen
synthetized in white adipose tissue and stored as oleyl-estrone)
could be released in the bloodstream in proportion to adipose
tissue mass, and the brain could then trigger the release of diverse
hormones and signals to bring back adipose tissue mass to a
“normal” value. Glucocorticoids could be specifically responsible
for alterations in this ponderostat setting (42). A possible
interaction between antioxidants and estrone is unknown. How-
ever, polyphenols were already shown to have an influence on
body fat mass regulation (43-45) and to modulate glucocorticoid
action (46).

Apart from this effect on fat mass, R supplementation had the
expected effects on plasma antioxidant value and small effects
on muscle oxidative stress. It had no effect on inflammation but
inflammation was low. In addition, it had no effects on sucrose-
induced alterations in insulin sensitivity. However, for similar

doses, rutin was shown to reduce glycemia in streptozotocin-
induced diabetes (47) and to improve OGTT in insulin-resistant
mice (48). Other polyphenols (green tea polyphenols and grape
seed extracts) improved insulin signaling or insulin sensitivity
during high fructose intake (24, 49). It is thus surprising to have
no effect of rutin in our experiment. It could be related to the fact
that animals were older than in other published experiments.

In addition, R supplementation had no effects on lean body
mass, muscle mass, or muscle protein synthesis rates. However,
there was a tendency for a positive effect on muscle total protein
content (P = 0.08) and a significant positive effect on muscle protein
concentration. Previously, we showed that a similar supplementa-
tion was able to restore a normal stimulation of muscle protein
synthesis by Leu (13, 50). Thus, it is possible that a small positive
effect of such supplementation on muscle protein mass exists,
maybe through stimulation of muscle protein synthesis or through
inhibition of muscle proteolysis.

In conclusion, sucrose feeding accelerated the age-related loss
of lean body mass and muscle mass. The mechanism involved
could be alterations in insulin sensitivity leading to a weaker
stimulation of muscle protein synthesis by the meal. R supple-
mentation could not prevent this phenomenon, although it had
a small effect on muscle protein mass in starch- and sucrose-fed
rats. The main effect of R supplementation was a ponderostat-
like effect on body fat mass. Thus, long-term consumption of
added sugars can accelerate sarcopenia and should be avoided.
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RESULTATS COMPLEMENTAIRES

1. OBJECTIFS

Cette étude in vitro sur culture de cellules musculaires de souris a été pensée
en complément de I'étude réalisée in vivo dans le muscle. En effet, le probleme de
I"étude du muscle in vivo est qu'il est parfois difficile de savoir si les effets bénéfiques
d’une supplémentation en micronutriments proviennent d’un effet systémique ou
d’un effet local au niveau musculaire. Ainsi, dans le contexte d’une fonte musculaire,
la prévention de cette perte de muscle peut étre liée, par exemple, a I'amélioration de
la sensibilité a I'insuline ou a une limitation du stress oxydant in situ dans le muscle.
Grace a la culture C2C12, on peut agir directement sur un modéle de cellules
musculaires en s’affranchissant de I'influence des facteurs systémiques.

D’autre part, nous souhaitions évaluer in vivo les effets bénéfiques d'un
mélange de rutine, zinc, sélénium, vitamine A, vitamine E et vitamine D pour
prévenir les effets délétéres du vieillissement et d'un régime riche en sucre. Chacun
de ces micronutriments possede des propriétés spécifiques pouvant étre modulées
par le fait d’étre apportés en mélange. Il n’était pas possible in vivo de tester les effets
spécifiques de chaque micronutriment dans le muscle, ni de déterminer d’éventuels
effets synergiques. Par contre, l'étude in wvitro permettait de tester chaque
micronutriment  individuellement et d’apporter ainsi des informations
complémentaires a I'étude menée in vivo.

Notre objectif était donc d’évaluer le potentiel anti-inflammatoire de la
quercétine, du zinc, du sélénium et des vitamines A, E et D, individuellement dans
des cellules musculaires, et de mettre en évidence d’éventuelles synergies en
mesurant la production de monoxyde d’azote (NO). Nous souhaitions également
mesurer la synthese protéique dans ces cellules, mais les problemes rencontrés ne
nous ont pas permis d’aller jusque-la.

2. MATERIELS ET METHODES

2.1. Entretien de la lignée cellulaire
Les cellules utilisées sont des myoblastes de souris de la lignée cellulaire
C2C12.

Composition des milieux de culture

Milieu de prolifération :
- DMEM 4.5 g Glucose
- 2% L-Glutamine
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- 1% acides aminés non essentiels

- 0.1% Gentamycine

- 10% sérum de veau fcetal
Milieu de différenciation :

- DMEM 4.5 g Glucose

- 2% L-Glutamine

- 1% acides aminés non essentiels

- 0.1% Gentamycine

- 5% sérum de cheval
Milieu de traitement

-  DMEM 4.5 g Glucose, sans rouge de phénol

- 2% L-Glutamine

- 1% acides aminés non essentiels

- 0.1% Gentamycine

Les cellules étaient ensemencées dans 10 ml de milieu de prolifération dans
des boites de Petri de 10 cm de diameétre et incubées a 37°C en atmosphére humide a
5% de saturation en COz. Lorsque les cellules atteignaient la confluence (apres 48h),
elles étaient décollées avec 1 ml de trypsine et récupérées dans 2mL de milieu de
prolifération. Apres centrifugation a 500g pendant 5min a 4°C, le culot de cellules

était repris en milieu de prolifération avec le volume adapté au rapport de repiquage.

2.2. Conditions expérimentales
Pour le besoin des expériences, les cellules étaient ensemencées dans des
plaques de 24 puits a raison de 10 000 cellules par puits dans 500 pl de milieu de
prolifération. Lorsque les cellules atteignaient environ 80% de confluence, le milieu
de prolifération était remplacé par 500 pl de milieu de différenciation, afin que les
myoblastes se différencient en myotubes. Les cellules étaient traitées avec les
différents micronutriments apres 5 jours de différenciation. Les micronutriments ont

été testés a différentes concentrations :

- Vitamine A (acide transrétinoique) : 0,1 a 30 uM

- Vitamine E (a-tocophérol) : 10 a 200 pM

- Zinc (ZnCl): 5 a 150 pM

- Sélénium (NaxSeO:s) : 0,1 a 150 pM

- Vitamine D (1,25 dihydroxy vitamine D3) : 1 a 200 nM

- Quercétine : 20 a 150 uM (le choix a été fait dutiliser la quercétine et non la
rutine afin de prendre en compte le métabolisme intestinal de cette derniere)
L’inflammation était induite par un mélange d’interféron y (IFNy) a 10 ng/ml

et de lipopolysaccharide (LPS) a 1ug/ml (le choix de ce mélange est expliqué dans le
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paragraphe 3.1 qui suit). Les solutions de traitement étaient réalisées dans le milieu

de traitement qui sert de témoin.

Apres 24h de co-traitement micronutriment / IFNy + LPS, les surnageants sont
récupérés pour le dosage du monoxyde d’azote (NO) et les cellules sont mises en
contact avec une solution de 3-[4,5-diméthylethiazol-2-yl]-2,5-diphényl tetrazolium

bromide (MTT) pour I’estimation de la viabilité cellulaire.

2.3. Test de viabilité cellulaire
Apres avoir retiré le surnageant, les cellules sont mises en contact avec une
solution de MTT (0,5mg/mL) a raison de 500 pL par puits. Les cellules sont ensuite
incubées a 37°C pendant 3 heures. La solution de MTT est alors remplacée par 500 nL
de DMSO, a température ambiante pendant 30 minutes. Apres incubation, 100 pL de
DMSO sont prélevés pour une lecture spectrométrique a 595nm en plaque 96 puits

(spectrophotometre Infinite M200Pro - Tecan France, Lyon, France).

2.4. Dosage du monoxyde d’azote (NO)

La production de NO est mesurée a l'aide du réactif de Griess (Fisher
Scientific, Illkirch, France). Aprés 24h de traitement, 100 pL de surnageant sont mis
en contact avec 100pL de réactif de Griess. Aprés 10 minutes d’incubation a
température ambiante et a I'obscurité, une lecture spectrophotométrique est effectuée
a 550 nm. La quantité de NO est évaluée en fonction d’'une gamme de NaNO..

2.5. Analyse statistique
La moyenne des valeurs obtenues et l'erreur standard a la moyenne sont
calculées a partir des résultats de 3 expériences distinctes pour lesquelles chaque
condition était testée en 4 répétitions. Les analyses statistiques des résultats
concernant les différences entre les traitements sont réalisées par analyse de variance
a un facteur (ANOVA), suivies par un test post-hoc (test de Fisher). Une valeur p

inférieure a 0,05 est considérée comme significative.

3. RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Induction de I'inflammation

Afin de tester le potentiel anti-inflammatoire des différents micronutriments,
la premiere étape était d’induire une inflammation suffisante. Cette inflammation
était évaluée par le dosage du NO qui reflete l'activation de la NO synthase
inductible, régulée par le facteur de transcription NF-kB. S'intéresser a ce médiateur
de l'inflammation nous paraissait d’autant plus judicieux que la voie iNOS/NO
pourrait participer a la perte de masse musculaire induite par les cytokines pro-
inflammatoires qui peut étre observée dans la sarcopénie (Hall et al., 2011) (voir

Chapitre I, paragraphe 3.5.3., p.20). Dans un premier temps, une incubation des
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Figure I: Concentration de NO dans le surnageant aprés 24h de traitement avec une solution
d’IFNy (10 ng/ml), de LPS (1 pg/ml) et de IFNy (10 ng/ml) + LPS (1ug/ml)

Les résultats sont les moyennes obtenues a partir de 3 expérimentations distinctes pour lesquelles chaque
condition était réalisée en 4 répétitions et sont exprimés en pmol de NO =+ SE. * P<0.05 vs témoin, test de
Fisher.
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Figure II: Pourcentage de viabilité des cellules C2C12 apres 24h de traitement avec une solution
d’IFNy/LPS ou en co-traitement avec les différents micronutriments.

Les résultats sont les moyennes obtenues a partir de 3 expérimentations distinctes pour lesquelles chaque
condition était réalisée en 4 répétitions et sont exprimés en pourcentage de la valeur du témoin + SE.



RESULTATS - RESULTATS COMPLEMENTAIRES

cellules avec une solution de LPS a 1 et 2 ng/ml a été testée. Cette incubation
n’induisait aucune production de NO. Une incubation avec une solution d'INFy a
ensuite été expérimentée, sans plus de résultats. C'est finalement une solution de LPS
(1 pg/ml) + IFNy (10 ng/ml) qui a permis d’induire une production de NO (Figure
I). Bien que certains auteurs aient été capables d'induire la synthese de iNOS (Frost et
al., 2004) et la production de NO (Kawanishi et al., 2008) par des cellules C2C12 avec
une solution de LPS seul, il avait déja été montré que la combinaison IFNy / LPS était
nécessaire pour induire I'expression de iNOS (Frost et al., 2009). Cet effet synergique
pourrait étre dt a I'annulation de la tolérance aux endotoxines par I'IFNy, permettant
l'induction de l'inflammation par le LPS (Chen and lvashkiv, 2010).

N

Malgré la capacité de ce mélange a induire une production de NO par les
cellules C2C12, nous avons rencontré des difficultés dues a la grande variabilité de la
quantité de NO produite, allant de 0 a 60 pM. En effet, il s’avérerait que cette
production soit dépendante de différents parametres, dont certains ont été difficiles a
contrdler. Tout d’abord, il était difficile d’obtenir une quantité de NO suffisante
avant un certain nombre de repiquage des cellules (environ une dizaine), sans que
nous puissions 1’expliquer. De plus, il semble que les cellules C2C12 soient capables
d’induire une production de NO seulement dans des conditions optimales de
différenciation, a priori dépendantes du niveau de confluence au moment d’induire
la différenciation. En effet, il semblerait qu'une densité de cellules trop importante
altere la production de NO. Dans les cellules C2C12, la différenciation est
généralement induite lorsque les cellules atteignent environ 80% de confluence,
cependant ce pourcentage est déterminé visuellement, il peut donc étre imprécis et
entrainer une variabilité de la production de NO. Ceci pourrait expliquer pourquoi
certains auteurs choisissent d’induire la différenciation a environ 70% de confluence
pour induire I'iNOS (Navarro-Lérida et al., 2004).

Ces difficultés ont considérablement allongé la durée de I'expérimentation in
vitro et un grand nombre d’essais a été nécessaire pour obtenir les résultats présentés
ci-dessous. Seuls les expérimentations ou la quantité de NO dans le surnageant
induite par la solution d'IFNy / LPS était supérieure a 10uM ont été prises en

compte.

3.2. Viabilité cellulaire
Ce mélange IFNy (10 nmol/ml) /LPS (1 pg/ml) a dans un premier temps été
testé seul afin de s’assurer qu’il n'était pas toxique pour les cellules C2C12. Le
traitement de 24h n’a pas engendré de différence significative de viabilité cellulaire
par rapport au témoin (milieu de traitement seul) (Figure II). Le co-traitement avec

les micronutriments n’a pas eu non plus d’incidence significative sur la viabilité
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Figure III: Concentration de NO dans le surnageant apres 24h de traitement avec une solution
d’'IFNY/LPS et en co-traitement avec les différents micronutriments.

Les résultats sont les moyennes obtenues a partir de 3 expérimentations distinctes pour lesquelles chaque
condition était réalisée en 4 répétitions et sont exprimés en pourcentage de la valeur du traitement
IFNy/LPS seul + SE. * P<0.05 vs cellules traitées avec la solution de IFNy/LPS seule, test de Fisher. T:
témoin DMEM seul.
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cellulaire quelle que soit la concentration testée (les résultats sont présentés
uniquement pour la concentration maximale testée). Ces résultats permettent de
nous assurer de la non toxicité des différents traitements sur les cellules C2C12 et
donc que les effets qui seront observés sur l'inflammation ne seront pas biaisés par
un effet sur la viabilité cellulaire. Ces résultats sont en accord avec de précédents
résultats ne démontrant pas de toxicité des micronutriments testés a ces
concentrations sur les cellules C2C12 ou d’autres lignées cellulaires lorsqu’ils n’ont
pas été étudiés sur ces myoblastes de souris.

3.3. Inhibition de I’'inflammation - Composés seuls

Chacun des micronutriments a été testé seul et a différentes concentrations
pour tester sa capacité a inhiber la production de NO induite par la solution d'IFNy /
LPS. Les résultats sont présentés pour les gammes de concentrations qui se sont
révélées efficaces (Figure III). A lexception de la vitamine D, tous les
micronutriments ont eu un effet inhibiteur dose-dépendant sur la production de NO
par les cellules C2C12. La vitamine A et le zinc se sont révélés étre les plus efficaces
avec une IC50 (concentration inhibitrice 50%) inférieure a 20 pM (Tableau 1). Seule la
quercétine avait déja été testée sur les cellules C2C12 en ce qui concerne sa capacité a
inhiber la production de NO. Elle présentait un effet inhibiteur des 5 uM, soit une
concentration dix fois inférieure a celle qui s’est révélée efficace dans nos travaux
(Dai et al., 2013). Cependant, les conditions expérimentales étaient légerement
différentes puisque la production de NO était induite par une solution de TNF-a et le
co-traitement quercétine/ TNF-a était précédé d'un pré-traitement de 2h avec de la
quercétine seule. Pour les autres composés, aucunes données n’étant a notre
connaissance disponibles dans les cellules C2C12, les résultats ont été comparés a
ceux obtenus dans d’autres types cellulaires afin d’estimer les ordres de grandeur
des concentrations inhibitrices. Pour l'acide rétinoique (vitamine A), la production de
NO a été inhibée dans une culture primaire de cellules musculaires lisses vasculaires
a une concentration de 10uM et des résultats similaires ont été obtenus dans des
cellules mésangiales (Datta and Lianos, 1999; Hirokawa et al., 1994). Ces résultats sont
donc tres comparables avec ceux obtenus dans les myotubes. Il est également
intéressant de noter qu’a de plus faibles concentrations (de 1'ordre de 10 a 100 nM),
'acide rétinoique augmente la production de NO par des macrophages (Austenaa and
Ross, 2001). Pour le sélénium et 1'a-tocophérol (vitamine E), une inhibition de la
production de NO a également été mise en évidence dans des macrophages, mais
pour des concentrations inférieures a celles observées dans les myotubes (dés 5 pM
pour le sélénium apres traitement de 48h et dés 10pM pour 1'a-tocophérol) (Ng and
Ko, 2012; Yun et al., 2007). Au contraire, le zinc inhibe la production de NO a partir de
100uM dans les cellules endothéliales, alors que dans les myotubes, une inhibition est
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Tableau 1: Concentrations de quercétine, zinc, sélénium, vitamine A, vitamine E et vitamine D
inhibant 50% de la production de NO des cellules C2C12 traitées durant 24h avec une solution

d’TFNy,/LPS (IC50).

Micronutriment

Quercétine
Zinc
Sélénium
Vitamine A
Vitamine E

Vitamine D

IC 50

70 uM
20 uM
130 uM
15 uM
180 uM




RESULTATS - RESULTATS COMPLEMENTAIRES

observée des 5 pM (Cortese-Krott et al., 2014). En ce qui concerne la vitamine D, elle
est généralement testée pour des concentrations de I'ordre du nM. Par exemple dans
des cellules microgliales, elle est capable d'inhiber la production de NO des 10 nM
(Lefebure d"Hellencourt et al., 2003), alors que dans les myotubes elle n’a eu aucun effet
inhibiteur a ces concentrations (données non montrées) et a méme augmenté la
production de NO pour des concentrations supérieures ou égales a 100 nM, bien que
cette augmentation soit trés faible et qu’elle ne semble pas dose-dépendante. Cette
capacité de stimulation de la production de NO par la vitamine D a déja été observée
dans les cellules endothéliales et passerait par une stimulation de p38, Akt et ERK
suite a l'interaction entre la vitamine D et les VDR (Molinari et al., 2011). Au niveau
des cellules endothéliales, le NO possede avant tout un role vasodilatateur et dans
des conditions physiologiques normales, sa synthese est assurée par la NOS
endothéliale (eNOS). Dans le cas de l'inflammation induite par I'IFNy et le LPS, le
NO est synthétisé par la NOS inductible (iNOS), essentiellement sous le controle de
NF-«B, et les mécanismes mis en jeu sont donc différents. Cependant, les VDR étant
exprimés dans les cellules C2C12, et 'iNOS étant également stimulée par 1’activation
p38, on peut imaginer que la stimulation de la synthese de NO par la vitamine D
dans les myotubes implique des mécanismes similaires a ceux observés dans les

cellules endothéliales.

Ces résultats confirment donc le pouvoir anti-inflammatoire de la quercétine,
du zinc, du sélénium et des vitamines A et E et montrent qu’il peut s’exercer au
niveau musculaire. Pour ces composés nous avons pu calculer la concentration qui
permet d’inhiber 50% de la production de NO induite par la solution d'IFNy/LPS
(Tableau 1). En revanche, la vitamine D n’a démontré aucun effet inhibiteur sur la

production de NO a des concentrations efficaces dans d’autres types cellulaires.

3.4. Inhibition de I'inflammation - interactions

Les micronutriments ont ensuite été testés en association deux a deux puis en
mélange complet, quercétine, zinc, sélénium, vitamine A, vitamine E, vitamine D.
D’une maniére générale, il existe plusieurs types d’interactions possibles entre les
micronutriments. Certains nutriments peuvent par exemple étre en compétition, c’est
notamment le cas lorsqu’ils agissent sur des voies similaires et interagissent avec les
méme récepteurs. Au contraire, si leurs mécanismes d’action sont totalement
indépendants, il y aura une addition des effets de chacun des micronutriments.
Enfin, il peut se créer une synergie entre certains micronutriments, lorsque I'activité
de l'un va potentialiser celle de l'autre. Dans ce cas leffet combiné des
micronutriments sera supérieur a la somme de leurs effets pris séparément. Bien que

les mécanismes précis n’aient pas été étudiés ici, les résultats suivants permettent
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Flgure IV: Concentration de NO apres 24h de traitement avec une solution d’'IFNy/LPS et en co-
traitement avec les différents micronutriments.

Les résultats sont les moyennes obtenues a partir de 3 expérimentations distinctes pour lesquelles chaque
condition était réalisée en 4 répétitions et exprimés en pourcentage de la valeur du traitement IFNy/LPS
seul £ SE. * P<0.05 vs cellules traitées avec la solution de IFNy/LPS seule, test de Fisher. a, b, c: les lettres
qui different indiquent des moyennes significativement différentes (P<0,05, test de Fisher). Pour le mélange
complet la composition des quatre mélanges est donnée dans le tableau 2.

Tableau 2 : Concentrations des micronutriments dans les différents mélanges testés.

Que Zn Se Vit A Vit E Vit D
(uM) (uM) (uM) (uM) (uM) (nM)

Combinaison1 10 25 25 25 25 50
Combinaison 2 25 5 50 5 50 100
Combinaison 3 50 10 75 10 100 150
Combinaison 4 100 20 150 20 200 200
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d’avoir une idée des différentes interactions qui existent entre les micronutriments

testés.

Si les combinaisons de tous les micronutriments deux a deux ont été testées,
seuls quelques exemples de résultats représentatifs des différentes interactions
observées sont présentés dans la Figure IV. Parmi ces exemples, on note une
addition des effets de la vitamine A et du sélénium. En effet, a concentrations égales
(50 uM pour le sélénium et 5 uM pour la vitamine A), I'inhibition de la production de
NO est plus importante quand les composés sont apportés en méme temps plutdt
que séparément et une inhibition équivalente est observée pour des concentrations
de sélénium et de vitamine A divisées par deux. I y a donc un phénomeéne
d’addition, tout comme pour le zinc et la quercétine. L’addition des effets du zinc et
de la quercétine pourrait s’expliquer par la capacité des flavonoides a former des
complexes avec certains métaux dont 'activité biologique est supérieure a celle du
flavonoide seul. Il a notamment été montré que le pouvoir antioxydant du complexe
rutine/zinc était supérieur a celui de la rutine seule (lkeda ef al., 2015). Au vu de la
proximité de structure de la quercétine et la rutine, il semble probable qu’il en soit de

méme avec la quercétine.

En revanche, dans le cas du zinc et du sélénium, I'effet inhibiteur du mélange
zinc/sélénium est identique a celui du zinc et du sélénium pris séparément pour des
concentrations identiques. Ces résultats suggérent qu’ils agissent sur les mémes voies
et quil pourrait donc exister une compétition entre ces deux micronutriments. On

sait par exemple qu’ils sont tous les deux capables de stimuler l'activité de la GPx
(Zhu et al., 2013 ; Kim et al., 2014).

Pour le mélange pris au complet, on constate un effet additif de tous les
micronutriments, voire une synergie, puisqu’en association, les micronutriments
permettent d’atteindre une inhibition de la production de NO quasiment totale a des

concentrations trés inférieures a celles utilisées seuls.

Bien str, ces résultats restent ceux d'un modele in vitro et I'on sait que des
interactions entre les micronutriments peuvent avoir lieu dés I’absorption intestinale,
ou qu’il peut exister une compétition pour certaines protéines de transport. Les
expérimentations in vitro ne rendent donc pas compte de 'ensemble des interactions
possibles. Ceci pourrait expliquer le fait que 1'association entre le sélénium et la
vitamine E, pourtant tres étudiée dans la littérature (voir Chapitre III, paragraphe 7.,
p.63), n’ait pas montré de bénéfices sur la production de NO par les cellules C2C12.
De plus, les interactions observées dans cette étude pourraient étre modulées in vivo.

Par exemple, chez le rat, il a été montré que la co-ingestion de zinc et de sélénium
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augmentait leur rétention (Chmiclnicka et al., 1988), et d’autres auteurs ont montré

qu’ils réduisaient mutuellement leur 1’absorption (House and Welch, 1989).

3.5. Conclusion

Ces différentes expérimentations ont donc permis de mettre en évidence au
niveau musculaire le potentiel anti-inflammatoire des micronutriments, qui, a
'exception de la vitamine D, ont tous été capables d’inhiber la production de NO par
les cellules C2C12. De plus, elles confirment l'intérét d’une supplémentation avec
une combinaison de plusieurs micronutriments qui permet d’atteindre une inhibition
tres efficace de l'inflammation en limitant les doses utilisées, soulignant le fait que
l'activité de chaque micronutriment est dépendante des autres micronutriments avec

lesquels il est apporté et donc qu’aucun ne doit étre considéré isolément.

N

Malgré ces résultats encourageants, du fait de la difficulté a induire une
production de NO suffisante de facon systématique, nous avons renoncé a mettre au
point la mesure de synthese protéique in vitro. Entre le cotit de ces mesures, les
problemes de disponibilité de la plate-forme de spectrométrie de masse impliquées
dans les dosages et la proportion d’expérience inexploitables du fait d"une induction

insuffisante de l'inflammation, les probabilités de réussite nous paraissaient trop
faibles.

De plus, le retard occasionné par la mise au point de l'induction de
I'inflammation nous a permis d’obtenir les premiers résultats de I'expérimentation in
vivo en parallele. Or, ces résultats ont montré que l'inflammation semblait jouer un
role mineur dans l'altération du métabolisme protéique musculaire a la suite d'un
régime riche en sucre. Par conséquent, I’évaluation de I'effet des micronutriments sur
la synthese protéique nous semblait moins pertinente dans le contexte de notre
étude.
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PUBLICATION N°2

Effect of high chronic intake of sucrose on liver metabolism in aging
rats. Modulation by rutin and other micronutrients

Cette deuxieme publication s’est concentrée sur les résultats obtenus dans le
foie, en termes de métabolisme protéique et lipidique. Si les effets d"un régime riche
en fructose sur le métabolisme lipidique hépatique sont déja bien caractérisés dans la
littérature, ils ne le sont pas chez 1'd4gé. Quant aux effets sur le métabolisme
protéique, ils ne sont connus ni chez 1'agé ni chez l'adulte. Afin de simplifier la
présentation des résultats, dans la mesure ou cela n’apportait pas d’informations
supplémentaires, dans cette seconde publication, seuls les résultats obtenus chez les

rats a I’état post-absorptif ont été décrits.

Le régime saccharose a induit chez les rats 4gés, une augmentation du poids
des foies et de leur teneur en lipides totaux et triglycérides a 1’état post-absorptif. La
concentration en triglycérides a augmenté également au niveau plasmatique, tout
comme celle de VLDL cholestérol. En revanche, le régime saccharose n’a pas eu
d’effet sur le cholestérol total ni sur le HDL et LDL cholestérol. La supplémentation
en micronutriments a permis de prévenir I’augmentation de la teneur hépatique en
triglycérides et a engendré une augmentation du cholestérol total et du HDL
cholestérol.

L’étude des enzymes de la lipogenese a montré que les activités de la FAS et
de I'ACLY n’ont pas été modifiées significativement par le régime saccharose.
Cependant, l'activité de I’ACLY était quasiment deux fois plus élevée chez les rats
nourris avec le régime saccharose que chez les rats témoins, et une augmentation du
nombre de rats suffit a rendre cette différence significative puisque lorsque les rats a
I’état postprandial sont inclus a I'analyse statistique, un effet significatif du sucre est
détecté (P=0,03). Le régime riche en saccharose pourrait donc induire une
augmentation de la lipogenese, qui expliquerait en partie l'augmentation des
triglycérides hépatiques et plasmatiques. D’autre part, 1'activité de la FAS était
significativement plus faible chez les rats supplémentés en micronutriments. La
supplémentation en micronutriment semble donc capable de moduler la synthése
lipidique en réduisant 'activité de la FAS, mais également en agissant sur l'activité
de 'ACLY. En effet, chez les rats nourris avec le régime saccharose supplémenté en
micronutriments, 1'activité de ’ACLY était similaire a celle mesurée chez les rats
nourris avec le régime témoin. Comme pour l'effet du sucre, lorsque les rats a I'état

postprandial sont inclus, I’analyse statistique met en évidence un effet significatif de
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la supplémentation (P=0,005) et une interaction sucre x supplémentation (0,022). Les
micronutriments pourraient donc prévenir 'augmentation de l'activité de I’ACLY
induite par le régime riche en saccharose.

Concernant les enzymes de la B-oxydation, l'activité de "’ACOX était plus
faible chez les rats nourris avec le régime saccharose tandis que l'activité de la CPT
était équivalente. Aucun n’effet de la supplémentation n’a été observé sur ces deux
enzyme. Le régime riche en saccharose pourrait donc a la fois augmenter la synthese
et 'oxydation des lipides, alors que la supplémentation en micronutriment semble
agir préférentiellement sur la B-oxydation. De maniere inattendue, le régime riche en
fructose n’a pas modifié I'activité de la fructokinase.

Concernant le métabolisme protéique, le régime saccharose a induit une
augmentation de la synthese protéique (ASR) a I’état post-absorptif, ce qui se traduit
par une augmentation du contenu hépatique protéique total. Cette augmentation de
la synthése protéique hépatique pourrait étre liée a une augmentation de l'activité
métabolique dans ce tissu (poids augmenté). Ces résultats sont en accord avec
I'augmentation de synthese protéique hépatique observée chez des rats Zucker
obeses chez lesquels des mécanismes similaires pourraient étre mis en jeu. De plus,
une synthése accrue de protéines de la réaction inflammatoire peut également
expliquer une augmentation de synthese protéique hépatique, comme cela a été vu
chez des rats soumis a une inflammation a bas bruit.

L’inflammation, le stress oxydant et la glycation des protéines ont été peu
modifiés par le type de régime puisque seule I'activité de la SOD a été augmentée par
le régime saccharose.

Ainsi, au niveau hépatique, le régime riche en saccharose a induit une
stimulation de la synthése protéique, sans doute liée a une activité métabolique
accrue dans ce tissu. L’augmentation de la teneur en triglycérides plasmatiques et
hépatiques induits par le régime saccharose et prévenue par la supplémentation en
micronutriments s’explique par un effet du sucre a la fois sur la lipogenése et sur

la B-oxydation et un effet des micronutriments sur la lipogeneése.
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ABSTRACT

The aim of this study was to examine the effect of a high sucrose diet in liver of aging
rats, and potential benefices of a rutin, zinc, selenium, vitamins A, E and D
supplementation. Four groups of 16 month-old male rats were fed during five
months with a diet containing either 13% or 62% sucrose (all wheat starch was
replaced with sucrose), supplemented or not with rutin (5 g / kg diet), vitamin E
(~4x), A (2x), D (5x), selenium (~10x) and zinc (+44%). We followed body weight and
food intake, and we measured liver composition (total lipid, triglyceride, glycogen,
protein), hepatic oxidative stress (SOD activity, glutathione content, antioxidant
capacity, carboxy-methyl lysine content), hepatic enzymatic activities (lipogenesis, {3-
oxidation, fructokinase), in vivo liver protein synthesis rates and various plasma
parameters (lipid profile, aminotransferases, uric acid, TNF-a). The main effects of
the high sucrose intake were an increase in liver lipid and triglyceride content, an
increase in plasma triglycerides and VLDL, and a stimulation of post-absorptive liver
protein synthesis rates. Inflammation and oxidative stress remained moderate.
Micronutrient supplementation limited liver lipid infiltration. The evolutions in liver
lipid content were in line with variations in fatty acid synthase, acyl coA oxidase and
possibly ATP citrate lyase activities. In conclusion, aging induced only moderate
differences in the effects of high sucrose diet on hepatic metabolism. Rutin and other

micronutrients were still able to limit liver lipid infiltration.
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INTRODUCTION

Since the 50s, added sugar consumption has been steadily increasing in all developed
countries. This high intake of added sugars is thought to be responsible for many
metabolic disorders including insulin resistance, dyslipidemia, hypertension,
oxidative stress, inflammation and nonalcoholic fatty liver disease [1, 2]. Fructose is
playing a central role in this phenomenon. It triggers an increase in liver and plasma
lipid content leading to insulin resistance, and then, to all the other described
disturbances [3]. The introduction in the 70s of high fructose corn syrups (mainly in
soft drinks) boosted fructose consumption, which is now estimated at 10% of total
energy intake [2].

Many studies were performed to analyze the consequences of added sugar or
fructose intake. Most of these studies were performed in young animals or in adults.
However, the proportion of elderly subjects increases in all countries. Since the 50s, it
is likely that strong sugar consumers are getting into old age. Is it safe to
superimpose the effects of aging with the effects of a high added sugar intake? For
instance, we showed recently that a high sucrose intake was able to accelerate
sarcopenia in old rats [4]. In particular, liver seems to be the first target of high
fructose intake, and it was shown that aging can also lead to dyslipidemia and
nonalcoholic fatty liver disease [5]. To our knowledge, the combined effects of high
added sugar intake and aging on liver metabolism were not studied previously.

In addition, it was shown that polyphenols are able to prevent the deleterious
metabolic effects of added sugars [6-8]. We also showed previously that a mixture of

rutin, vitamins and trace elements had positive effects in muscle of old rats [9]. Thus,
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we wanted to test the capacity of such a mixture to prevent the deleterious metabolic
effects of added sugars in livers of old rats.

Thus, we fed 16 month-old Wistar rats during 5 months with a control diet,
supplemented or not with a mixture of rutin, zinc, selenium, vitamins A, E and D, or
with a diet in which starch was replaced by sucrose, supplemented with the same
micronutrients or not. For 5 months, we followed the evolution of body weight and
food intake, and after 5 months, we compared in each group liver mass and protein,
glycogen and lipid content. We also assessed plasma lipid profiles and activities of
enzymes involved in de novo lipogenesis and lipid oxidation, as well as in vivo liver
protein synthesis rates, plasma aminotransferase and markers of inflammation and
oxidative stress / glycation.

MATERIALS AND METHODS

Animals and diet

This experiment was conducted in accordance with institutional guidelines on
animal experimentation in France and was approved by the Ethics Committee in
Animal Experiment CEMEA Auvergne (registration number: CE 56-12). Male 16
month-old Wistar rats (n=60) (Janvier, Le Genest-St-Isle, France) were housed under
controlled environmental conditions (21°C, 55% hygrometry, 12-h dark period
starting at 07:00) and were allowed free access to water and food (standard pellets,
UAR 04, UAR, Villemoisson sur Orge, France). After one month of acclimation,
animals were randomly divided into four groups (n=15 per group) and were fed four
different diets as dry powders: Control rats (Ct) were fed a control diet (AIN 93) [10];

Control rats supplemented (CtS) rats were fed the same diet supplemented with
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rutin (5 g / kg dry matter in substitution with cellulose), vitamin E (all-rac-a-
tocopherol acetate, 500 IU / g, 60 g / kg vitamin mixture instead of 14.2), A (all-
trans-retinyl palmitate, 500,000 IU/g, 1.6 g / kg vitamin mixture instead of 0.8), D
(cholecalciferol-D, 500,000 IU / kg vitamin mixture instead of 100,000), selenium
(sodium selenite anhydrous, 0.14 g / kg mineral mixture instead of 0.01025) and zinc
(zinc carbonate, 2.95 g / kg mineral mixture instead of 1.65); treated rats (Tr) were
fed the control diet in which wheat starch was replaced by sucrose; treated rats
supplemented (TrS) rats were fed this sucrose diet supplemented with the same
micronutrients. Food was freely available between 08:30 and 16:00 every day. During
the first two months, rats ate ad libitum, then, due to small differences in food intake,
the amount of food offered was adjusted to ~22 g/ day in all groups. Food intake
was monitored every 2 to 3 days during the first two months, and then every day.
Body weight was measured once a week.

On the fifth month of experiment, in vivo liver protein synthesis rates were measured
in the post-absorptive state after overnight food deprivation.

Final number of rats in each group was: Ct: n=10; CtS: n=9; Tr: n=9; TrS: n=9.

Liver protein metabolism

Liver protein synthesis rates were measured using the flooding dose method.
Twenty minutes before euthanasia, each rat was injected intravenously with L-valine
(150 pmol/100 g body weight) containing 80% of L-[1-13C] valine (Euriso-Top, Saint
Aubin, France) to flood the precursor pool. Rats were then euthanized under
pentobarbital sodium anaesthesia (6mg/100 g body weight) by exsanguination

through abdominal aorta. Liver was quickly excised, rinsed in cold 9%o. NaCl, dried,
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weighted, and frozen in liquid nitrogen until further analysis. It was grinded in
liquid nitrogen in a ball mill (Dangoumeau, Prolabo, Paris, France) and aliquots of
the frozen powder were used for analyzes. In vivo liver synthesis rates were
measured as described previously [11] by measuring liver free and protein bound
valine enrichments, and protein extraction with trichloroacetic acid. Protein content
was determined according to Smith et al. (1985) [12]. We calculated fractional
synthesis rates, FSR = 100 x (EP-EN)/(EA x t) where t is incorporation time,
expressed in days, EP and EA (atom %) are 13C enrichments of protein-bound valine
and of liver free valine respectively. EN (atom %) is an estimation of the natural 13C
enrichment of protein-bound valine that was determined in rats that were not
injected with the flooding dose (2 to 3 per group). We also calculated absolute
synthesis rates (ASR, g per day) from the product of FSR with protein content.
Plasma measurements

Plasma aspartate aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT)
activities, as well as cholesterol, triglyceride, lipoproteins (HDL, LDL, VLDL) and
uric acid levels were measured by spectrophotometry on an automated chemistry
analyzer (ABX Pentra 400, Horiba, Montpellier, France) using kits from ABX Pentra.
Plasma TNF-a concentration was measured by ELISA (R&D Systems, Abingdon,
UK).

Liver oxidative status

All analyzes were performed by spectrophotometry on ABX Pentra. Total
glutathione content (reduced + oxidized) was determined as previously described by

Malmezat et al. [13], SOD activity was measured using RANSOD kit (Randox

95






RESULTATS - PUBLICATION N°2

laboratories, Montpellier, France) after homogenization of an aliquot of frozen liver
powder in SD124 buffer of the kit (Phosphate buffer) and centrifugation. Total
antioxidant capacity was measured in an aliquot of this supernatant using TAS kit
(Randox laboratories, Montpellier, France).

Western Blot analysis of liver carboxy-methyl lysine content

A hundred mg of frozen liver powder was homogenized in 1 mL of ice-cold Tris
buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.8, 1% Triton X-100) with an Ultra Turax homogenizer,
and centrifuged at 10,000 g at 4°C for 15 min. Thirty pg of protein from the
supernatant were submitted to SDS-Page on precast polyacrylamide gel (any Kd,
Bio-Rad Laboratories, Marnes La Coquette, France) and transferred to a 0.2 pm
nitrocellulose membrane (Bio-Rad laboratories). Unspecific binding was blocked by
incubation with 5% Bovine Serum Albumin (BSA) in Phosphate Buffer Saline - 0.1%
Tween (PBS-T) for 1h at room temperature. Then, membranes were incubated
overnight at 4°C with anti-carboxy-methyl lysine mouse antibody (1ng/ml) (R&D
Systems, Abingdon, UK) in PBS-T containing 5% BSA. After removal of primary
antibody, membranes were incubated for 1h at room temperature with anti-mouse
IRDye® 680 secondary antibody (0.1pg/ml) (Eurobio, Courtaboeuf, France). The
resulting fluorescent signal was scanned using the Odyssey infrared imaging system
(Li-Cor, Lincoln, US). The actual amount of protein was estimated in each lane by
fluorescence using G:Box (Syngene, Frederick, MD, USA) after UV induced reaction
between trihalo compounds and tryptophan residues of proteins and was used to

normalize the values
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Liver glycogen and lipid content

Liver glycogen content was measured by grinding an aliquot of liver frozen powder
in 6% perchloric acid, neutralization with 0.9 M K:COs, centrifugation, and
measurement of glucose content (Horiba kit for ABX Pentra) in the supernatant with
and without incubation with amyloglucosidase (2h at 40°C). Glycogen content was
measured by difference as pmoles glucose equivalent / g tissue.

Liver total lipid content was measured by weighing lipid extracted by Folch method
[14]. The amount of triglycerides in these extracted lipids was measured using Diasys
kit (Holzheim,Germany).

Liver enzymes activities

The enzymatic activities of ATP-citrate lyase (ACLY, EC 4.1.3.8), fatty acid synthase
(FAS, EC 2.3.1.85), fructokinase (FK, EC 2.7.1.3), acyl-CoA oxidase (ACOX, EC
1.3.99.3) and carnitine palmitoyltransferase (CPT, EC 2.3.1.21) were measured in the
supernatants obtained after extraction (see Western Blot analysis section) according
to previously described methods with slight modifications. Measurements were
made at 30-37°C using an Infinite M200Pro spectrophotometer (Tecan, Lyon, France).
We followed the rate of oxidation of NADH (Fructokinase activity: for 20 min [15];
ACLY activity: for 40 min [16], after 20 min of pre-incubation without coenzyme A)
or the rate of oxidation of NADPH (FAS activity: for 1 h [17], after correction for
background NADPH oxidation in the absence of malonyl-CoA) at 340 nm. ACOX
activity was evaluated by measurement of H>O. dependent oxidation of
2',7'dichlorofluorescin diacetate during 10 min at 502 nm [18]. CPT activity was

assayed by following the release of CoA-SH from palmitoyl-CoA for 15 min at 412
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nm, using 5,5’-dithiobis (2-nitrobenzoic acid) [19]. All enzymatic activities were
calculated using a blank well with substrate omitted and are expressed in pU / mg
protein.

Statistical analysis

Data were analysed by 2-factors variance analysis (ANOVA), treatment (=T, starch or
sucrose) x rutin, zinc, selenium, vitamins A, E and D (=5 - with or without
supplementation). Fisher test was used for post hoc comparisons of means. A
repeated-time variance analysis was performed to compare the evolution of food
intake and body weight over time between groups. We used SAS software. Data are
expressed as means + SEs. The level of significance was set at P <0.05. a, b, c...:
labeled means with a common letter differ.

RESULTS

Food intake, body weight

Although small differences in food intake were observed between groups during the
tirst weeks, as soon as the amount of food offered was adjusted to 22 g per day, there
was no more any difference. Thus, over the last three months, observed mean food
intake was 20.6 = 0.1 g. Per month, body weight was never significantly different
between groups. Final body weights were: Ct: 517 + 13g; CtS: 546 + 22g; Tr: 561 + 15g;
TrS: 576 + 25g. However, over time, body weight decreased, and this decrease was
significantly lower (P=0.02) in sucrose fed rats (~-5.8%) than in starch fed rats (~-

8.5%).
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Figure 1: Liver weight and composition of older male rats fed diets containing 13% or 62%
sucrose with or without micronutrient supplementation for 5 months.

Liver fresh weight and total protein, lipid, triglycerides and glycogen weights were measured in each
group. Two-factor ANOVA, T x S were conducted and significant effects are given. Values are means + SEs.
Labeled means without a common letter (a, b,...) differ, P<0.05. Ct, control rats; CtS, control rats
supplemented with micronutrients; S, rutin, vitamin E, vitamin A, vitamin D, selenium and Zinc
supplementation; T, treatment with sucrose; Tr, treated rats (62% sucrose); TrS, treated rats supplemented
with micronutrients.
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Figure 2: Liver carboxy-methyl lysine content of older male rats fed diets containing 13% or
62% sucrose with or without micronutrient supplementation for 5 months. A representative blot is
shown, and mean values + SEs obtained in each groups are given in histograms. Two-factor ANOVA, T x S
were conducted and significant effects are given. Values are means + SEs. Labeled means without a
common letter (a, b,...) differ, P<0.05. Ct, control rats; CtS, control rats supplemented with micronutrients;
S, rutin, vitamin E, vitamin A, vitamin D, selenium and Zinc supplementation; T, treatment with sucrose;
Tr, treated rats (62% sucrose); TrS, treated rats supplemented with micronutrients.
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Liver weight and lipid, glycogen and protein content

Sucrose feeding induced a significant increase in liver weight (Figure 1). This
increase was most likely due to an increase in protein and lipid weights (including
triglycerides), but not in glycogen weight, which remained unchanged by sucrose
feeding (Figure 1). Micronutrient supplementation had no effect on liver weight, and
on protein, lipid and glycogen contents (Figure 1). However, the effect of
supplementation on liver triglyceride content was significantly different in starch
(increase) and in sucrose (decrease) fed rats (Figure 1).

Regarding liver composition (data are not shown but can be estimated from Figure
1), protein (g / g liver) and glycogen (mmol / g liver) concentration remained
unchanged whatever the group. Lipid concentration (mg / g liver) was significantly
increased by sucrose feeding (P=0.03), and unchanged by supplementation.
Regarding triglyceride concentration (mg / g liver), the only significant effect was a
T x S interaction (P=0.01), similar to what was observed for total triglyceride content.
Liver oxidative status and carboxy-methyl lysine content

Sucrose feeding triggered an increase in liver SOD activity (P= 0.03), with no effect of
supplementation (mean values, in U / mg prot: Ct: 18.52 £ 1.0; CtS: 21.42b £ 1.7; Tr:
23.8b + 1.5; TrS: 22.5° + 1.3). However, liver total antioxidant capacity (overall mean
value: 1.20 £ 0.04 mmol / g prot), total glutathione content (overall mean value: 90 +
4 pmoles), and glutathione concentration (overall mean value: 6.7 £ 0.2 pmoles / g
liver) were not different between groups.

An index of the glycation of liver soluble proteins, carboxy-methyl lysine, was

measured. It remained unchanged whatever the group (Figure 2).
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Table 1 Plasma parameters of older male rats fed diets containing 13% or 62% sucrose with or
without micronutrient supplementation for 5 months.

Ct CtS Tr TrS ANOVA!
~ Total cholesterol, mg/dl ~ 109+5  123+5%b  114+100  118+6> S P=0.04
HDL cholesterol, mg/dl  31.0+1.6> 33.6+1.22> 30.8+1.7°> 36.3+1.92 S, P=0.02
LDL cholesterol, mg/dl 183 +1.7 18.1+09 155+13 17514 ns
VLDL cholesterol, mg/dl 8.4 +1.0° 8.9 +1.0ab 10.2 + 142> 124 +142 T, P=0.05
Triglycerides, mg/dl 419+5.0p 443+49® 509+7.12b 62.0+6.92 T, P=0.05
AST, Uyl 227 +23b 255 + 352b 319 £392 278 +17ab T, P=0.055
ALT, U/l 53.1+£3.2 65.4 £ 6.5 66.0£43 662143 ns
Uric acid, mg/dl 214+016 203+014 1.88+0.14 1.90+0.15 ns

Values are means + SE. TANOVA significant effects. a, b = Labeled means in a row without a common letter
differ, P<0.05. ALT = alanine aminotransferase; AST = aspartate aminotransferase; HDL = high density
lipoprotein cholesterol; LDL = low density lipoprotein; ns = non-significant (P>0.05); S =supplementation
with micronutrients; T = treatment with sucrose; VLDL = very low density lipoprotein.
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Figure 3: Liver enzymatic activities of older male rats fed diets containing 13% or 62% sucrose
with or without R supplementation for 5 months.

Liver fatty acid synthase (lipogenesis), ATP citrate lyase (lipogenesis), acyl coA synthase (peroxisomal (-
oxidation), carnitine palmitoyl transferase (mitochondrial p-oxidation) and fructokinase activities were
measured in each group. Two-factor ANOVA, C x R supplementation were conducted and significant
effects are given. Values are means + SEs. Labeled means without a common letter (a, b,...) differ, P<0.05.
ACLY, ATP citrate lyase; ACOX, acyl coA synthase; C, carbohydrate; CPT, carnitine palmitoyl transferase;
Ct, control rats; CtS, control rats supplemented with R; FAS, fatty acid synthase ; R, rutin, vitamin E,

vitamin A, vitamin D, selenium and Zinc; Tr, treated rats (62% sucrose); Tr, treated rats supplemented with
R.
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Plasma parameters

Among plasma lipids, VLDL cholesterol and triglycerides were significantly affected
only by sucrose feeding (Table 1 - mean values were higher in sucrose fed rats than
in starch fed rats) and total cholesterol and HDL cholesterol were significantly
affected only by supplementation (Table 1 - mean values were higher in
supplemented rats than in not supplemented rats). LDL cholesterol remained similar
in all groups (Table 1).

ALT values were not affected by nutritional treatments, and AST values tended to
increase (P=0.055) in sucrose fed rats (Table 1).

Uric acid values were not different between groups (Table 1).

In all groups, plasma TNF-a was undetectable.

Liver enzymes activities

Liver FAS activity was unchanged by sucrose feeding, but was significantly reduced
by supplementation (Figure 3). ACLY activity was almost doubled in Tr rats
compared to all other groups (Figure 3), although no significant effects were detected
by variance analysis (T, P=0.3; S, P=0.13; T x S, P=0.19). It is likely that significant
effects of sucrose feeding and significant T x S interaction would have been detected
with a higher number of rats per group. ACOX was significantly lower in sucrose fed
rats than in starch fed rats (Figure 3). There was no effect of supplementation. No
significant effects were detected for liver CPT activity and for fructokinase activity

(Figure 3).
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Figure 4: Liver protein synthesis rates of older male rats fed diets containing 13% or 62%
sucrose with or without micronutrient supplementation for 5 months.

Two-factor ANOVA, T x S were conducted and significant effects are given. Values are means + SEs.
Labeled means without a common letter (a, b,...) differ, P<0.05. ASR, absolute synthesis rates; Ct, control
rats; CtS, control rats supplemented with micronutrients; FSR, fractional synthesis rates; S, rutin, vitamin E,
vitamin A, vitamin D, selenium and Zinc supplementation; T, treatment with sucrose; Tr, treated rats (62%
sucrose); TrS, treated rats supplemented with micronutrients.
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Protein synthesis

There were tendencies for an increase in liver protein FSR in sucrose fed rats (P=0.07)
and in supplemented rats (P=0.09) (Figure 4). Since FSR represents the proportion of
total protein that are synthesized per day (% / day), in situations where total protein
mass increases, FSR should decrease. And total liver protein mass did increase in
response to sucrose feeding (see above). Thus, the fact that FSR tended to increase in
response to sucrose feeding suggests that there was a stimulation of liver protein
synthesis above normal. This is confirmed when using ASR (g protein synthesized
per day) as a marker of liver protein synthesis rates: ASR were significantly increased
in sucrose fed rats (Figure 4), and there was no significant effect of supplementation
(P=0.14) and no significant T x S interaction (P=0.49).

DISCUSSION

The purpose of this study was to examine the effect of a high sucrose diet in liver of
old rats, and potential benefices of a rutin, zinc, selenium, vitamins A, E and D
supplementation. Many studies investigated consequences of a high sucrose diet in
liver, but very few used old rats.

The major effect of the high sucrose diet was an increase in liver lipid content (+76%),
and in particular in triglyceride content (+126%). Such an increase in liver
triglyceride content had already been described in young Wistar rats [20, 21]. An
increase in liver triglyceride content in response to high fructose intake is considered
as a key event in subsequent deleterious effects of fructose [22], or at list is parallel to

pathophysiological developments [23]. Aging per se can also lead to an increase in
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liver triglyceride content [5]. The combined action of aging and high sucrose diet
could thus lead to a high accumulation of triglycerides in liver [24].

After ingestion, sucrose is split into glucose and fructose, and fructose can be partly
metabolized into lactate, glucose or fatty acid within the enterocyte [2]. The
remaining fructose is then efficiently transported into the liver. In this tissue, the first
step of its utilization (which can ultimately lead to fatty acid synthesis) is its
conversion into fructose-1-P by fructokinase. It is classical to observe an increase in
fructokinase activity after a high sucrose or fructose diet [25]. It is thus surprising
that we found no differences between groups. To our knowledge, no studies
analyzed the inductility of fructokinase in old rats. Fructokinase activity was shown
to be unchanged between 3 and 30 months in mice [26], thus may be the activity
present in the tissue was sufficient to metabolize all the ingested fructose whatever
the group.

The level of fatty acids in the liver is dependent from de novo lipogenesis, fatty acid
oxidation, and exchanges with the plasma (secretion and uptake). In our experiment,
a high plasma VLDL content (the triglyceride rich lipoprotein) and a normal HDL
content in sucrose fed rats could suggest a higher secretion than uptake of fatty acids
from liver. We also measured the activity of two enzymes involved in lipogenesis,
FAS, and ACLY, and two enzymes involved in fatty acid oxidation, ACOX
(peroxisomal B-oxidation), and CPT (mitochondrial B-oxidation).

FAS was thought to be essentially involved in de novo lipogenesis, but an unexpected
role for FAS as a signaling enzyme able to trigger fatty acid oxidation has emerged

[27]. However, an increased de novo lipogenesis was observed in many studies in
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sucrose fed rats, and in most cases, studies reported an elevation in FAS activity and
expression [28-30]. During aging, the expression of FAS in rodent's liver was shown
to be unchanged [31] or markedly reduced [32]. In this publication, we showed that
the combination of high sucrose diet and aging did not change FAS activity
compared with simple aging.

ACLY is responsible for the synthesis of acetyl-coA, allowing fatty acid synthesis,
cholesterogenesis, and / or histone acetylation. An increased ACLY activity has been
associated with nonalcoholic fatty liver disease [33]. Expression of ACLY was shown
to increase in sucrose fed rats [29]. In cultured hepatocytes, uric acid addition (as a
model of high sucrose feeding) led to an activation of ACLY [34]. The activity of
ACLY was shown to decrease during aging [35, 36]. Although our results were not
significant, the major increase in ACLY activity in high sucrose fed rats suggests that
this enzyme was involved in the observed increase in liver fatty acid content in these
rats.

ACOX is regarded to be the main enzymatic step controlling the flux through the
peroxisomal B-oxidation pathway [37]. The activity of the peroxisomal p-oxidation
and the expression of ACOX were shown to decrease in response to fructose feeding
[38]. ACOX protein level and expression were also found to decrease during aging in
liver [39]. We showed that ACOX activity could still be reduced in response to high
sucrose diet in old rats.

CPT, a key enzyme in the oxidation of fatty acids in the mitochondria, was also

shown to be reduced in response to fructose intake [38, 40]. During aging, there was
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no change in liver CPT activity and expression [41, 42]. Our results showed that high
fructose intake in addition to aging did not have any effect.

During aging, it could be expected that enzymes would be less inducible than in
young or adult life. In the present experiment, this may explain why, in response to
high sucrose diet, FAS activity did not increase, and CPT activity was not reduced.
Finally, in our experiment, the marked increase in liver lipid content was in line with
the observed non-significant increase in ACLY activity, and the decrease in ACOX
activity (which seems also an important factor in aging induced increase in liver lipid
content).

Another effect of high sucrose intake was a stimulation of post-absorptive liver
protein synthesis rates. Liver mass and protein weight were also increased,
suggesting an increase in liver general metabolism. To our knowledge, no other
studies analyzed the effect of long-term high sucrose or high fructose feeding on liver
protein synthesis rates, whatever the age. The effect of high sucrose diet in liver can
be compared with the effect of inflammation. It is well known that inflammation
stimulates liver protein metabolism (synthesis of acute phase proteins), and in
particular, it was shown that even low grade inflammation, in old rats, can stimulate
liver protein synthesis rates [43]. In our model, as shown by measurements of plasma
TNFa inflammation was low. Oxidative stress was also low (no change in liver
glutathione content, antioxidant capacity, carboxy-methyl lysine content, but
stimulation of SOD activity). However, inflammation and oxidative stress are often

present during long-term high fructose or sucrose feeding [44, 45]. Thus, it is possible
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that the stimulation of liver protein synthesis observed corresponds to a higher
metabolic activity in liver, due to lipid handling and mild inflammation.

In this experiment, our aim was also to test the capacity of a supplementation with
rutin, vitamins E, A, D, zinc and selenium to prevent the deleterious effects of the
high sucrose diet. The main deleterious impact of fructose in the present study was
the hepatic lipid accumulation, and we showed that our micronutrients
supplementation was able to reduce significantly its severity. This effect seemed
mediated by a decrease in FAS activity and a possible normalization of ACLY
activity, and occurred despite an increase in plasma HDL concentration (suggestive
of an increased return of fatty acids to the liver). Since oxidative stress was limited in
our experiment, we can postulate that the positive effects observed were not
mediated by anti-oxidant effects. However, vitamin A is also able to regulate the
expression of several genes involved in hepatic glucose and fatty acid metabolism
[46] Similarly, vitamin D deficiency could be involved in the development of non-
alcoholic fatty liver disease [47]. Zinc alone and zinc associated with selenium and
vitamin E were shown to improve insulin sensitivity in fructose fed rats [48]. Finally,
a protective effect of polyphenols against plasma and liver lipid accumulation is well
established in young rats, and several studies already reported a beneficial impact of
rutin [7, 8, 49, 50]. An increase in plasma HDL after rutin ingestion was also found
[8]. Further, some of these effects could be mediated by a specific impact of rutin on
the hepatic lipogenesis, by inhibiting FAS transcription in vitro [51] and FAS [52] and

ACLY [53] activities in vivo. Thus, the capacity of rutin to control the expression and
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activity of enzymes involved in lipogenesis seems well established, and the other
included micronutrients could also have positive effects.

It is interesting to compare the effects of sucrose feeding and micronutrient
supplementation in our experiment: FAS activity, only an effect of supplementation;
ACLY activity, possibly an effect of both sucrose feeding and supplementation;
ACOX activity: only an effect of sucrose feeding. It suggests that there are multiple
pathways controlling the level of liver fatty acid accumulation and that sucrose and
polyphenols may act independently on these different pathways. We could show
that as in young rats, polyphenols are still active in old rats and able to prevent
fructose-induced lipid accumulation in liver.

Finally, in our experiment, uric acid was not affected by sucrose feeding or
supplementation. However, in young rats, high sucrose or high fructose feeding was
often found to increase plasma uric acid [54]. Rutin was shown to be able to correct
this hyperuricemia [55], but it was not always seen [8]. During aging, uric acid level
was also found to increase [56]. In our experiment, it is possible that plasma uric acid
increased with aging, and could not be further modulated, neither by high sucrose
intake nor by rutin intake.

In conclusion, we showed that a high sucrose diet, given to old rats, led to a marked
increase in liver lipid and triglyceride content, and to a stimulation of post-
absorptive liver protein synthesis rates, as observed during mild inflammation.
Compared to what is usually observed in young rats, we did not see an increase in
FAS activity and a decrease in CPT activity in response to high sucrose diet, but we

did see a decrease in ACOX activity, and possibly an increase in ACLY activity. As in
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young rats, rutin was able to reduce the severity of liver lipid accumulation, through
an inhibition of FAS activity, and possibly ACLY. Finally, aging induced moderate
differences in the effects of diets high in sugar on hepatic metabolism.
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PUBLICATION N°3
Effect of nutritional state, aging and high chronic intake of
sucrose on brain protein metabolism in rats. Modulation by rutin and

other micronutrients

Cette troisieme publication avait pour but d’étudier les effets du régime riche
en saccharose au niveau cérébral. Si de plus en plus d’études tendent a montrer un
effet délétere de ce type de régime sur les performances cognitives, aucune ne s’est
intéressée aux effets sur le métabolisme protéique, bien que celui ci semble altéré au
cours du vieillissement et en cas de maladies neurodégénératives. De plus, ce travail
sur le cerveau a été I'occasion d’une collaboration avec Stéphanie Krisa du Groupe
d’Etude des Substances Végétales a Activité Biologique de Bordeaux, qui s'est
intéressée plus particuliéerement au stress oxydant et a l'inflammation. Il nous a
également permis d’étudier 'effet du repas sur la synthese protéique, qui, a notre
connaissance, restait a déterminer, que ce soit chez l'adulte ou chez 1'agé. Ainsi, les
résultats obtenus chez I'ensemble des rats (agés et adultes, nourris et a jeun) seront

présentés dans cette publication.

La concentration en protéines du cervelet était plus faible (-6%) chez les rats
agés nourris avec le régime riche en saccharose que chez les rats témoins,
supplémentés ou non en micronutriments. Cette diminution de la teneur protéique
induite par le régime saccharose ne semble pas due a un défaut de synthese, puisque
le taux de synthése protéique (FSR) n’était pas modifié. En revanche, ce taux de
synthese était plus faible chez les rats agés non supplémentés (rats témoins et rats
saccharose) que chez les rats adultes, et la supplémentation en micronutriments a
permis de le restaurer au niveau des adultes. De plus, il était identique a I'état post-
absorptif et a I'état postprandial, quel que soit ’age et le régime. Au niveau cérébral,

la synthese protéique n’est donc pas influencée par I'état nutritionnel.

Ainsi, le métabolisme protéique cérébral semble affecté différemment par 1'age
et par le régime en saccharose et il semblait donc intéressant de se pencher sur les
facteurs qui peuvent linfluencer afin de mieux identifier les causes de ces
perturbations. Bien qu’au niveau systémique, hépatique et musculaire les marqueurs
du stress oxydant, de I'inflammation et de la glycation des protéines aient été peu
modifiés, ils pourraient tout de méme étre mis en cause au niveau du cerveau,
organe particulierement vulnérable aux dommages oxydatifs. En effet, notamment a
cause de sa consommation importante d’oxygene, le cerveau produit une quantité
importante de ROS. De plus, il possede un faible niveau de défenses anti-oxydantes

(contrairement au foie par exemple), ce qui peut conduire a une élévation rapide du
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stress oxydant, favorisant inflammation et glycation des protéines. Malgré cela, la

concentration cérébrale en CML était similaire dans tous les groupes.

Un régime riche en saccharose réduit la concentration protéique cérébrale,
sans modifier le taux de synthese protéique. Ce dernier est en revanche altéré au
cours du vieillissement et une supplémentation en micronutriments permet de
prévenir cette altération. Ce travail a également été 1'occasion de montrer que le

taux de synthese protéique cérébral n’est pas dépendant de 1’état nutritionnel.
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Effect of nutritional state, aging and high chronic intake of sucrose on
brain protein metabolism in rats.

Modulation by rutin and other micronutrients
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ABSTRACT

Little is known about the regulation of brain protein synthesis. In order to increase
our knowledge of the control of protein synthesis in brain, we aimed to vary brain
protein synthesis rate through different physiological situations. We used variations
in nutritional state, aging, high sucrose diet and micronutrient supplementation.
Four groups of 16 month-old male rats were fed during five months with a diet
containing either 13% or 62% sucrose (all wheat starch was replaced with sucrose),
supplemented or not with rutin (5 g / kg diet), vitamin E (~4x), A (2x), D (5x),
selenium (~10x) and zinc (+44%) and compared with an adult control group fed with
starchy diet. We evaluated brain protein synthesis in the post absorptive and the
postprandial state and the expression of antioxidant enzymes, inflammatory
cytokines and carboxymethyl lysine (CML - a major advanced glycation end
product). We showed that brain protein synthesis was unchanged by nutritional
state. It was decreased by almost 11% during aging, and restored to the adult level by
micronutrient supplementation. The high sucrose diet did not change brain protein
synthesis but reduced brain protein content. The micronutrient supplementation had
no effect in sucrose fed rats. CML content did not change whatever the group. In
conclusion, brain protein synthesis is not modified by variations in nutritional state
or by a high sucrose diet, suggesting that it is not sensitive to small variations in
plasma insulin level. The variation observed in brain protein content could be due to

an activation of brain proteolysis.

Key words: brain - sucrose - protein synthesis - rutin - oxidative stress -

inflammation
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INTRODUCTION

Brain is probably the most complex and the most important organ of the body. We
are far from understanding every aspects of brain physiology. In particular, brain
protein metabolism is still poorly known. Protein turnover is a key cellular process to
ensure the renewal of structural and soluble proteins. The brain contains only 10% of
protein, but its renewal is probably important, although we don't know how it relates
to brain health and function (1). Few studies measured brain protein synthesis rate,
and most of them were performed before 1995. In particular, it is still unknown
whether brain protein synthesis is stimulated after eating, like it is observed in many

tissues.

Thus, the aim of this publication was to improve our knowledge about the control of
brain protein synthesis. We studied the effect of the meal, but we also chose
physiological situations in which brain health and function were susceptible to

change in order to see how it was related with brain protein synthesis rate.

The first lever that we used was aging. Indeed, it is well known that cognitive
function declines with aging (2), the frequency of neurodegenerative diseases
increases (3), as well as insulin resistance, inflammation, and oxidative stress (4,5).
Few studies analyzed the evolution of brain protein synthesis with age, but the

nutritional state was not taken into account in these studies.

The second lever that we used was a high sucrose diet. Indeed, a high sucrose or
fructose intake is also described as a factor leading to cognitive dysfunction,

neurodegenerative diseases, insulin resistance, inflammation, oxidative stress and
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increased accumulation of advanced glycated end products, in brain as in other
tissues (6-8). Previously, no studies interested in the effect of high sucrose intake on

brain protein synthesis.

The third lever that we used was micronutrient supplementation. We chose a
mixture of rutin, vitamin E, A, D, zinc, selenium. All these components were shown
to improve cognitive function either negatively when they were deficient in the diet,
either positively through supplementation (9-14). In addition, this micronutrient
mixture was shown to improve muscle protein synthesis during aging (15). We
hoped that this supplementation could reverse the alterations induced by aging and
/ or sucrose. The effect of such a supplementation on brain protein synthesis was

also unknown.

To assess the impact of aging, sucrose, and micronutrient supplementation on brain

health, we measured carboxymethyl lysine (CML) content.

Thus, we fed 8 month-old Wistar rats during 5 months with a control diet and 16
month-old rats with a control diet, supplemented or not with a mixture of rutin, zinc,
selenium, vitamins A, E and D (=S, supplementation), or with a diet in which starch
was replaced by sucrose, supplemented or not with micronutrients. We followed the
evolution of body weight and food intake, and after 5 months we assessed brain
protein concentration and in vivo brain protein synthesis in the post-absorptive and
the postprandial state. We also evaluated brain protein glycation by measuring

nucleus accumbens CML content.
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METHODS

Animals and diet

This experiment was conducted in accordance with institutional guidelines on
animal experimentation in France and was approved by the Ethics Committee in
Animal Experiment CEMEA Auvergne (registration number: CE 56-12). Male 8
(n=24) and 16 month-old Wistar rats (n=120) (Janvier, Le Genest-St-Isle, France) were
housed under controlled environmental conditions (21°C, 55% hygrometry, 12-h
dark period starting at 07:00) and were allowed free access to water and food
(standard pellets, UAR 04, UAR, Villemoisson sur Orge, France). After one month of
acclimation, animals were randomly divided into five groups (n=24 for adult rats, A;
n=30 per group for old rats, O) and were fed four different diets as dry powders:
Adult control rats (ACt) and old control rats (OCt) were fed a standard diet (AIN
93,(26)); OCtS rats were fed the same diet supplemented with a mixture of
micronutrients : rutin (5 g / kg dry matter in substitution with cellulose), vitamin E
(all-rac-a-tocopherol acetate, 500 IU / g, 60 g / kg vitamin mixture instead of 14.2), A
(all-trans-retinyl palmitate, 500,000 IU/g, 1.6 g / kg vitamin mixture instead of 0.8),
D (cholecalciferol-D, 500,000 IU / kg vitamin mixture instead of 100,000), selenium
(sodium selenite anhydrous, 0.14 g / kg mineral mixture instead of 0.01025) and zinc
(zinc carbonate, 2.95 g / kg mineral mixture instead of 1.65) (S); Old treated rats
(OTr) were fed the standard diet in which wheat starch was replaced by sucrose;
OTTS rats were fed this sucrose diet supplemented with micro nutriments. Food was
freely available between 08:30 and 16:00 every day. During the first two months, rats

ate ad libitum, then, due to small differences in food intake, the amount of food
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offered was adjusted to ~22 g/ day, which was totally consumed in all groups. Food
intake was monitored every 2 to 3 days during the first two months, and then every
day. Body weight was measured once a week. On the fifth month of experiment, in
vivo cerebellum protein synthesis rates were measured either in the post-absorptive
state (PA - after overnight food deprivation) for half of the rats or in the post-
prandial state (PP - 2h after food distribution) for the other half. Rats studied during
the post-prandial state had continuous access to food during 2 hours. In mean, they

consumed ~16 g of food out of the 22 g offered.

Final number of rats in each group was: ACt PA: n= 10; ACt PP: n= 10; OCt PA:
n=10; OCt PP: n=9; OCtS PA: n=9; OCtS PP: n=9; OTr PA: n=9; OTr PP: n=10; OTrS

PA: n=9; OTrS PP: n=8.

Measurements of in vivo protein synthesis

Protein synthesis rates were measured using the flooding dose method. Twenty
minutes before euthanasia, each rat was injected intravenously with L-valine (150
pmol/100 g body weight) containing 80% of L-[1-13C] valine (Euriso-Top, Saint
Aubin, France) to flood the precursor pool. Rats were then euthanized under
pentobarbital sodium anaesthesia (6mg/100 g body weight) by exsanguination
through abdominal aorta. Brain was quickly removed, separated into specific regions
and frozen in liquid nitrogen until further analysis. Protein synthesis rates were
measured in cerebellum as described previously (16) by measuring cerebellum free
and protein bound valine enrichments after protein extraction with a Polytron

homogenizer in trichloroacetic acid. Cerebellum protein content was determined
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according to Smith method (17), using the BCA protein assay kit (Pierce, Rockford,

Illinois, USA).

Calculations

In vivo cerebellum fractional synthesis rates (FSR, %.d) were calculated as described
previously (3): FSR = 100 x (EP-EN)/(EA x t) where t is incorporation time,
expressed in days, EP and EA (atom %) are 13C enrichments of protein-bound valine
and of cerebellum free valine respectively. EN (atom %) is an estimation of the
natural 13C enrichment of protein-bound valine. It was determined in rats that were

not injected with the flooding dose (2 to 3 per group).

Western Blot analysis of carboxy-methyl lysine content

Carboxy-methyl lysine content was measured in nucleus accumbens proteins of rats
in post-absorptive state. Fifty mg of frozen nucleus accumbens (NAc) placed in 0.5ml
of ice-cold lysis buffer (25 mM HEPES, 50 mM B-glycerophosphate, 100 mM KCl, 50
mM NaF, 2 mM EGTA, 0.2 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM benzamidin, 1% Triton X-
100 and 1X protease inhibitor mixture) were homogenized with an Ultra Turax
homogenizer, and centrifuged at 10,000 g at 4°C for 15 min. Supernatant was used for
Western blot analysis. Protein concentration was determined using the BCA protein
assay kit and 30 pg of protein were submitted to SDS-Page on precast
polyacrylamide gel (any Kd, Bio-Rad Laboratories, Marnes La Coquette, France).
After transfer to a 0.2 pm nitrocellulose membrane (Bio-Rad laboratories), unspecific
binding was blocked by incubation with 5% Bovine Serum Albumin (BSA) in
Phosphate Buffer Saline - 0.1% Tween (PBS-T) for 1h at room temperature. Then,

membranes were incubated overnight at 4°C with anti-carboxy-methyl lysine mouse
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Supplemental figure 1: Evolution of body weight of adult and older male rats fed diets
containing 13% or 62% sucrose with or without micronutrients supplementation for 5 months.
ACt = adult control rats; OCt = old control rats; OCtS = old control rats supplemented with micronutrients;
OTr = old sucrose treated rats; OTrS = sucrose treated rats supplemented with micronutrients. Values are
means * SE. Repeated measures ANOVA analysis showed a significant effect of age and sucrose treatment
on body weight evolution (A x time, P<0.001; T x time, P<0.001). * P<0.05, adult vs old rats, Fisher test.
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antibody (1pg/ml) (R&D Systems, Abingdon, UK) in PBS-T containing 5% BSA.
After removal of primary antibody, membranes were incubated for 1h at room
temperature with anti-mouse IRDye® 680 secondary antibody (0.1pg/ml) (Eurobio,
Courtaboeuf, France). The resulting fluorescent signal was scanned using the
Odyssey infrared imaging system (Li-Cor, Lincoln, US). The actual amount of protein
was estimated in each lane by fluorescence using G:Box (Syngene, Frederick, MD,
USA) after UV induced reaction between trihalo compounds and tryptophan

residues of proteins and was used to normalize the values.

Statistical analysis

Data were analyzed by 3-factor variance analysis (ANOVA), treatment (=T - starch
or sucrose) x micronutrients supplementation (=S - with or without micronutrients
supplementation) x age (A - adult or old) and by repeated-measures 3-factor
ANOVA, T x S x A x time for body weight. Fisher test was used for post hoc
comparisons of means. We used SAS software. Data are expressed as means + SE.
The level of significance was set at P <0.05. a, b, c...: labeled means with a common
letter differ.

RESULTS

Food intake, body weight

Although small differences in food intake were observed between groups during the
tirst weeks, as soon as the amount of food offered was adjusted to 22 g per day, there
was no more any difference. Thus, over the last three months, observed mean food
intake was 21 + 0.1 g. At the beginning of the experiment, adult rats were lighter than

old rats (Supplemental figure 1) and weight was similar in all old groups. Weight
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Table 1 Cerebellum protein metabolism of older male rats fed a diet containing 13% or 62%
sucrose, with and without micronutrients for 5 month.

ACt OCt OCtS OTr OTrS ANOVA!

Protein concentration (mg/g)

PA 9.58 + (0.33ab 8.73 + (0.35abcd 8.61 £(0.32bcd 846 + (0.51cd 8.85 + (0.27]abcd
T,P=0.048
PP 9.23 + ().54abed 9.46 + 0.26abc 9.68 + 0.362 8.65 +(0.32bcd 844 + (.28
FSR (% prot synt/d)
PA 12.75 £ 0.32abe 12.31 £ 0.60abe 13.20+£0.31a>  12.04 + 0.47>c  13.52 £ (.39 A,P=0.017;
PP 13.26 £ 0.37ab 11.50 £ 0.73¢ 13.44 £ 0.372 12.95+0.48> 12.88 +0.552b S, P =0.002
Values are means * SE. TANOVA significant effects. a, b, ¢, d = Labeled means in a row without a
common letter differ, P<0.05 ; ACt = adult control rats; OCt = old control rats; OCtS = old control
rats supplemented with micronutrients; OTr ,0ld sucrose treated rats; OTrS, sucrose treated rats
supplemented with micronutrients. A = Age, S = supplementation with micronutrients, T =
treatment with sucrose.
. . B Cerebellum FSR
Cerebellum protein concentration
10 > 14 N . _
9 = X < 12 -
8 g,
7 < 10
6 S g
5 ©
£ 6
4 =, A
; E
)
1 ° 2
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Figure 1: (A) Cerebellum protein concentration of older male rats fed a diet containing 13% or
62% sucrose, with and without micronutrients for 5 month.

OCt + OCtS = old starch fed rats (13% sucrose), supplemented and non-supplemented rats were pooled';
OTr + OTrS = old sucrose treated rats (62% sucrose), supplemented and non-supplemented rats were
pooledT. Values are means * SE. * P<0.05, Fisher test

(B) Cerebellum fractional synthesis rates of adult and older male rats supplemented or not with
micronutrients for 5 months. ACt = adult control rats; OCt + OTr = old rats non-supplemented with
micronutrients, starch fed rats and sucrose treated rats were pooled’; OCtS + OTrS = old rats supplemented
with micronutrients, starch fed rats (13% sucrose) and sucrose treated rats (62% sucrose) were pooled.
Values are means * SE. * P<0.05, Fisher test. 'See Table 1 for detailed results.
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significantly increased in ACt during the first 2 mo and was stable in all old rats and
then, decreased significantly (P < 0.01) until the end of the experiment, where there
was no longer a significant effect of age on body weight. However, the rate of
decrease was lower in sucrose-fed rats than in starch-fed rats (P<0.01), resulting in
higher body in sucrose feds rats than starch feds rats at the end of the experiment
(P<0.01). Final body weights were: ACt: 533 + 8gb OCt: 530 £ 11gb; OCtS: 560 * 6g2;
OTr: 569 + 10g?; OTrS: 571 + 14g2.

Protein metabolism

Cerebellum protein concentration was decreased by ~6% by sucrose rich diet
(P=0.048) (Figure 1), but was not affected neither by nutritional state, age nor
micronutrients supplementation (Table 1). Fractional synthesis rates (% protein
synthetized per day - FSR) remained stable whatever the nutritional state (Table 1).
FSR was significantly lower in old rats than in adult rats (- 6%) and was restored to
the adult level by micronutrient supplementation, in starch fed and sucrose fed rats

(Table 1, Figure 1).

Protein Glycation

Carboxy-methyl lysine content of NAc was not different between groups (Figure 2).

DISCUSSION

The aim of this study was to examine the combined effect of aging and sucrose rich
diet on rat brain protein metabolism and potential benefices of a micronutrients
supplementation. This work also provided an opportunity to determine whether
brain protein synthesis is influenced by nutritional state. Indeed, the effect of feeding

on protein synthesis is well characterized in many tissues, especially in skeletal
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Figure 2: Nucleus accumbens carboxy-methyl lysine content of nucleus accumbens of adult and
older male rats fed diets containing 13% or 62% sucrose with or without micronutrients
supplementation for 5 months. A representative blot is shown, and mean values + SEs obtained in each
groups are given in histograms. Three-factors ANOVA, Treatment x Supplementation x Age were
conducted and showed no significant effects. ACt = adult control rats; OCt = old control rats; OCtS = old
control rats supplemented with micronutrients; OTr = old sucrose treated rats; OTrS = sucrose treated rats

supplemented with micronutrients.
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muscle, but not in brain. In muscle, protein synthesis is stimulated after feeding and
this stimulation is altered with aging partly because of oxidative stress and
inflammation (18). Since brain is particularly sensitive to oxidative stress and
inflammation, it would be possible that brain protein synthesis, chiefly postprandial
protein synthesis, could also be affected. To the best of our knowledge, no previous
studies measured meal-induced variations in brain protein synthesis, so we
demonstrated for the first time that there is no stimulation of brain protein synthesis
after feeding, either in adult or old rats. Moreover this lack of stimulation was
observed whatever the diet. It was previously shown in young rats (that are much
more sensitive to meal intake than adult or old rats), that brain fractional synthesis
rate was unchanged after overnight food deprivation (19). It was only after one day
of starvation that a significant decreased in brain fractional synthesis rate was
observed (20,21). Thus it is clear that brain protein synthesis rate is not modified by

the daily variations of nutritional state.

Our results also showed that brain fractional synthesis rate is reduced during aging.
Many of the previous reports on the evolution of brain protein synthesis during
aging included young growing rats. As in many other tissues, it is clear that brain
protein synthesis is markedly reduced from young age to middle age. Thus, some of
the previous report concluded that there was a decrease of brain protein synthesis
during aging, whereas they compared young age and middle age. In addition, in
these reports, there was not always a clear difference between middle age and old
age (22-24). However, other papers also found a significant decrease in in vivo brain

protein synthesis rate between middle age and old age (25-27), although the technics
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used were not optimal to take into account the recycling of the tracer. Thus, we could
confirm using optimal in vivo technics that brain protein synthesis decreased
between adult and old age. Other technics are being developed in the brain using
positron emission tomography (28), but to our knowledge, this method was not used

to measure the evolution of brain protein synthesis with age.

We showed that this age-related fall in brain protein synthesis could be reversed by a
micronutrient supplementation. Such a result was not described previously.
However, positive effects of micronutrients on brain have already been described. In
particular, the capacity of polyphenols to prevent neurodegenerative diseases has
been extensively studied (29,30). Rutin was shown to improve spatial memory in
Alzheimer's disease transgenic mice by decreasing [-amyloid oligomer, to reduce
pro-inflammatory cytokines level, and to increase superoxide dismutase activity and
reduced / oxidized glutathione ratio (9). Similarly high vitamin E serum levels are
associated with lower risk of cognitive deficiency (10) and vitamin E
supplementation allowed to decrease B-amyloid accumulation in Alzheimer's disease
transgenic mice (31,32). Selenium is also important for the maintenance of cognitive
function during aging (11,33). Zinc is essential to cerebral function during aging (12),
and inadequate amounts of zinc leads to pathology like Alzheimer's disease (34).
Vitamin A deficiency leads to neurodegenerative diseases (13) whereas vitamin A
supplementation lowers the accumulation of p-amyloid oligomer, improving
cognitive abilities in mice (35). Similar results are now described regarding vitamin D
(14,36-38). Of course, it is not really known how positive effects on cognitive function

relate with brain protein synthesis rates. Our results contribute to the idea that higher
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protein synthesis rate is better since it was reduced during aging, and restored by

micronutrient supplementation.

However, although it is recognized that high sucrose diets have deleterious effects in
brain (8,39), in the present work, the high sucrose diet did not change brain protein
synthesis rate. To our knowledge, no other studies analyzed the effect of high sucrose
or fructose diet on brain protein synthesis rate. It is surprising to find no effect
because modifications could have been obtained through alterations in insulin
sensitivity (40,41). In our model, significant alteration in insulin sensitivity at the
systemic level was demonstrated (42). Since brain protein synthesis did not vary in
response to meal intake, even in adult rats, as shown in this work, it is possible that
brain protein synthesis is not sensitive to small variations in plasma insulin level (
insulin levels in the brain are in fact much higher than in the blood) (43). However,
drastic variations in insulin concentrations in diabetic rats (44) or after brain ischemia
(45) were shown to regulate brain protein synthesis. In addition, it was shown that
high sucrose intake in an animal model of Alzheimer's disease increased the
occurrence of the disease, induced insulin resistance and upregulated brain mTOR
signaling (46). It is not known whether brain protein synthesis was altered in this
model. In the present study, it is possible that the variations induced by the high
sucrose diet on insulin sensitivity were not high enough to affect brain protein

synthesis rate.

Similarly, high sucrose diets were shown to induce inflammation (47,48), and
oxidative stress or protein glycation (49) in brain. In many tissues, inflammation is

able to alter protein synthesis rates. It is not known whether the same is true in brain.
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In our model, inflammation and oxidative stress were low in control rats as well as in
sucrose fed rats (42), and thus it is possible that, as for insulin sensitivity, variations
were not high enough to modulate brain protein synthesis. It was also shown that 3
weeks of ethanol consumption in young rats (30% of total calories) reduced fractional
synthesis rates in muscle but not in brain, although brain protein content was
reduced (1). It is thus surprising to see that ethanol and high sucrose diet did not
reduce brain protein synthesis, whereas healthy aging did. For many aspects, a high
sucrose diet constitutes a model of accelerated aging (insulin resistance, oxidative
stress, inflammation). We even showed that a high sucrose diet accelerates
sarcopenia (42). What is different in healthy aging and in sucrose induced aging so
that brain protein synthesis is not affected in the same way? Further studies are

necessary to answer this question.

Another surprising result of this work was that brain protein concentration was
unaltered during healthy aging, whereas brain protein synthesis was reduced, while
brain protein concentration was reduced in response to a high sucrose diet, whereas
in this situation, brain protein synthesis was unchanged. However, brain protein
content is necessarily the result of the balance between protein synthesis and protein
degradation. Thus, during aging, no change in protein content with a decrease in
protein synthesis suggests a concomitant decrease in protein degradation, and
during a high sucrose diet, a decrease in protein content with no change in protein
synthesis suggests an increase in protein degradation. An increase in brain advanced
glycation end products or CML content has been described during simple aging (50-

52), as well as after high fructose diet (49). Thus, in both cases, the need to remove
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glycated, aggregated or oxidized protein could trigger an increase in protein
degradation. The regulation of proteasome activity during aging in the brain is
complex, and a decrease with aging is possible, as well as a stimulation after a mild
oxidative stress, but also an inhibition after higher oxidative stress (53,54). Based on
the lack of change of CML content in brain that we obtained, we can assume that
brain oxidative stress / glycation was low in our experiment. In particular, we could
not show that CML content was higher in sucrose fed rats, which would have been

consistent with higher proteolysis rate and lower protein content.

In conclusion, we showed that the only effect of a high fructose diet in old rats was a
reduction in brain protein content. We also showed that brain protein synthesis rate
does not vary in response to meal intake neither in adult nor in old rats, suggesting
an absence of response of brain protein synthesis to small physiological variations in
plasma insulin concentration. Brain protein synthesis rate decreased during aging,
and five months of micronutrient supplementation restored brain protein synthesis
rate to the level observed in adult rats. Further studies will be necessary before we
fully understand how protein synthesis is regulated in the brain, and how it relates

with brain health and cognitive function.
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L’ objectif principal de cette thése était d’étudier I'impact d’un régime riche en
sucres ajoutés au cours du vieillissement sur différents tissus chez le rat, avec comme
cible principale la sarcopénie. Nous avons ainsi montré pour la premiere fois qu'un
régime riche en saccharose accélérait la perte de masse maigre au cours du
vieillissement. Nous avons également pu confirmer que le foie est particulierement
touché par I'apport excessif de sucre, et que le cerveau n’est pas épargné. Ce travail
devait également permettre d’évaluer I'efficacité d'une supplémentation en
micronutriments dans le but de limiter les éventuelles altérations métaboliques
induites. Nous avons pu constater que cette supplémentation avait a priori peu
d’effet sur la masse maigre mais qu’elle était capable d’agir sur la masse grasse.

L’un des intéréts majeurs de cette étude vient du fait qu’elle a été menée chez
le rat 4gé. Ainsi, nous avons pu montrer que les principales altérations induites par
un régime riche en fructose chez I’adulte sont également observées chez le rat agé. En
effet, le fructose a engendré une augmentation des triglycérides plasmatiques, une
des premieres conséquences observée chez I’adulte. La concentration en triglycérides,
et en lipides totaux a également augmenté au niveau hépatique confirmant le fait que
la consommation de fructose représente un facteur de risque de la stéatose hépatique
non alcoolique. Une diminution de sensibilité a I'insuline, autre conséquence majeure

d’un régime riche en fructose chez I'adulte est également apparue chez les rats agés.

Si les métabolismes lipidique et hépatique sont couramment étudiés dans le
cas d'un régime riche en sucres simples, ce n’est pas le cas du métabolisme protéique.
Pourtant, nous avons pu montrer qu’il était lui aussi touché par ce type de régime et
que les conséquences engendrées différaient selon le tissu. En effet, au niveau
musculaire, le régime saccharose a entrainé une moindre stimulation de la synthése
protéique par le repas, comparativement au régime témoin, ce qui a abouti a une
perte de masse musculaire plus importante chez les rats nourris avec le régime
saccharose. Ainsi, le fructose a globalement accéléré les effets du vieillissement. En
revanche, au niveau cérébral, il n’a pas amplifié la diminution de synthese protéique
due au vieillissement, mais a induit une diminution de concentration protéique qui
n’est pas observée chez les rats 4gés témoins. Enfin, au niveau hépatique, le fructose
a induit une augmentation de la synthese protéique post absorptive.

Plusieurs facteurs pourraient expliquer l'altération du métabolisme protéique
musculaire postprandial induite par le régime saccharose mais les résultats obtenus
ici tendent a mettre en cause la diminution de sensibilité a 1'insuline. En effet, selon
certains auteurs, une altération de la sensibilité a l'insuline entraine une moindre
stimulation de la synthese protéique musculaire en réponse aux acides aminés. La
diminution de sensibilité a l'insuline due au fructose pourrait donc étre responsable
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de l'accélération de la perte de masse musculaire liée a 1'age. L'hypothese d’une
implication de la sensibilité a I'insuline est appuyée par la faible augmentation de
I'inflammation et du stress oxydant.

Les modifications du métabolisme protéique observées dans le foie en réponse
au régime riche en sucre pourraient également étre le résultat, peut-étre plus
indirectement, d’'une modification de la sensibilité a I'insuline. En effet, I'insuline ne
régule pas la synthése protéique tissulaire dans le foie (Boirie et al., 2001). Méme apres
induction d'un diabete chez le rat, la synthése protéique hépatique reste inchangée
(Pain and Garlick, 1974). En revanche, nous avons constaté une augmentation du
poids du foie et de la masse lipidique, suggérant une augmentation de 1'activité
métabolique dans cet organe qui pourrait étre responsable de I'augmentation de la
synthese protéique. Le méme phénomene a été constaté chez des rats obéses Zucker
(She et al., 2013). Ces dépodts ectopiques lipidiques sont reconnus pour favoriser
I"apparition de l'insulino-résistance et pourraient donc, indirectement, étre en partie
responsables de l’altération du métabolisme protéique musculaire. Par ailleurs,
I'hyper-insulinémie peut, elle-méme, favoriser I’accumulation des lipides au niveau
du foie, en induisant leur synthese (via SREBP-1c) et en augmentant leur captage par
le foie. Il se crée donc un cercle vicieux au sein duquel la diminution de sensibilité a

l'insuline pourrait participer aux modifications de la synthése protéique dans le foie.

De méme, au niveau cérébral, I’absence d’effet du régime riche en sucre sur la
synthese protéique est compatible avec une baisse de la sensibilité a I'insuline et une
hyperinsulinémie systémique. En effet, bien que la synthese protéique cérébrale soit
sensible a des variations marquées de I'insulinémie plasmatique, nous avons montré
que la synthese protéique ne variait pas en fonction du repas, quel que soit I'age et le
régime des rats. Il parait donc cohérent que la variation d’insulinémie et de
sensibilité a I'insuline induites par le régime riche en sucre n’aient pas eu d’influence
sur la synthese protéique cérébrale, méme si d’autres aspects du métabolisme

cérébral ont pu étre affectés.

Ainsi, I'ensemble des modifications du métabolisme protéique que nous avons
observées a la suite du régime riche en saccharose sont compatible avec un role

central de la modification de la sensibilité a 'insuline.

Pourtant, au vu de données obtenues précédemment au sein du laboratoire, le
stress oxydant et I'inflammation sont considérés comme des facteurs importants dans
I'apparition de la sarcopénie. Or, ces travaux ont montré que l'accélération de la
perte de masse musculaire par le fructose était indépendante d’une augmentation du
stress oxydant et de linflammation. S'il a été surprenant de constater que,
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contrairement a ce qui est décrit dans la littérature, le fructose a eu peu d’influence
sur 1’équilibre redox et le statut inflammatoire et n’a pas engendré d’augmentation
de la glycation des protéines (du moins au niveau hépatique et cérébral), I'age n’a
pas non plus influencé ces parametres. Il semble donc que la cohorte de rats utilisée
se soit montrée particulierement résistante a la fois aux effets du vieillissement et du
régime sur ces parametres et que l'utilisation de rats plus agés aurait peut-étre

permis d’observer des effets plus marqués.

Malgré cela, la supplémentation en micronutriments a démontré certains effets
bénéfiques. Il semblerait donc que ces effets ne soient pas dus a leur potentiel
antioxydant, mais plutot a leur capacité a réguler certains facteurs de transcription.
L’effet le plus marqué de la supplémentation a eu lieu sur les lipides puisqu’elle a
permis de prévenir 'augmentation de masse grasse induite par le fructose, ainsi que
celle des lipides hépatiques et notamment des triglycérides. Cet effet semble en partie
médié par une action sur la synthese lipidique. Les enzymes de la lipogenése étant
sous le contrdle de plusieurs facteurs de transcription, tels SREPB-1c, ChREBP et les
PPARy, on peut supposer que les micronutriments présents dans la supplémentation
ont été capables de moduler ces facteurs. Cette hypothése est renforcée par certains
résultats de la littérature, notamment concernant la rutine et la quercétine. Elles
seraient en effet capables d’inhiber les PPARy et SREPB-1c (Kobori et al., 2011; Wu et
al., 2011). Selon plusieurs études, la rutine serait également capable d’activer les
PPARa (Jeon et al., 2014; Liu et al., 2014), plutdt responsables de 1’activation de genes
impliqués dans la B-oxydation. Bien que nous n’ayons pas observé d’effets de la
supplémentation sur I’ACOX et la CPT en termes d’activité enzymatique, il se peut
que l'expression de ces enzymes ait été augmentée. L’acide rétinoique est lui aussi un
important modulateur de I'expression génique via les PPARs et les RXR et pourrait

participer a 'effet préventif de la supplémentation.

Si, durant ces travaux, I'inflammation a peu augmenté, au vu de la littérature,
on peut imaginer qu'une étude menée chez des rats plus 4gés aurait occasionné des
effets plus prononcés et la supplémentation aurait pu en étre d’autant plus efficace.
En effet, les résultats complémentaires obtenus in vitro ont confirmé que les
micronutriments utilisés dans la supplémentation, a 'exception de la vitamine D,
possédaient un effet anti-inflammatoire, renforcé par le fait qu’ils soient apportés en
combinaison. L’absence d’effet sur certains parametres pourrait donc étre due a la
faible augmentation de l'inflammation plutét qu'au manque d’efficacité de la
supplémentation. Cependant, nous ne pouvons pas non plus exclure le fait que, suite
a leur absorption et leur métabolisme, les micronutriments se soient retrouvés a une

concentration circulante insuffisante pour exercer leur bio-activité, en particulier du
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fait de 1’age des rats, sachant que 1'absorption de certains nutriments diminue avec
'age (Drozdowski and Thomson, 2006).

Une consommation excessive de saccharose entraine donc de profondes
modifications qui touchent aussi bien le métabolisme protéique, glucidique que
lipidique et se manifestent dans plusieurs tissus, mais ces manifestations sont
finalement similaires a celles observées au cours du vieillissement normal et 1’exces
de sucre pourrait simplement rendre leur apparition plus précoce et donc, sur le long
terme, réduire I'espérance de vie. Une étude de Murtagh-Mark a ainsi montré que la
consommation ad libitum d’un régime ot les glucides étaient apportés sous forme de
saccharose entrainait une diminution de la durée de vie moyenne et de la durée de
vie maximale, comparativement a un régime dont la source de glucides est 'amidon
(Murtagh-Mark et al., 1995). En revanche, la source de glucides n’a pas modifié les
causes de la mort, renforcant I'hypothése selon laquelle le fructose ne ferait
qu’accélérer des altérations inhérentes au vieillissement.

En conclusion, les résultats obtenus au cours de cette these ont permis de
montrer que I'anabolisme protéique musculaire postprandial de rats agés était altéré
par un régime riche en fructose, accélérant ainsi la perte de masse musculaire liée a
I'age. Si cette perte est vraisemblablement due a une dérégulation du métabolisme
glucidique, avec une diminution de la sensibilit¢ a l'insuline, le métabolisme
lipidique hépatique a lui aussi été profondément affecté par le régime riche en
fructose. Ces résultats suggerent donc que la consommation accrue de sucres ajoutés
observée depuis plusieurs dizaines d’années pourrait représenter un facteur de
risque d’apparition de la sarcopénie et qu'une supplémentation en micronutriments
ne serait pas suffisante pour limiter ce risque.

Afin de mieux comprendre les causes de l'altération de I’anabolisme protéique
musculaire postprandial induite par le régime saccharose et vérifier I'implication
supposée de l'insuline dans cette perturbation, il serait intéressant d’étudier la voie
de signalisation dépendante de l'insuline au niveau musculaire. Pour cela un dosage
de la protéine Akt pourrait notamment étre réalisé, ainsi qu'une étude de la

phosphorylation des substrats du récepteur a l'insuline.

Si la responsabilité de I'insuline est effectivement démontrée, cela permettrait
d’envisager d’autres stratégies nutritionnelles, en ciblant celles reconnues pour
améliorer la sensibilité a I'insuline et qui pourraient donc s’avérer plus adaptées a la

prévention de la sarcopénie induite par le sucre. Une supplémentation en acides gras
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oméga 3 pourrait par exemple étre testée, d’autant plus qu’elle s’est déja révélée
efficace pour stimuler la synthese protéique musculaire chez des personnes agées
(Smith et al., 2011).

En outre, la supplémentation en micronutriments choisie dans cette étude a
tout de méme eu un effet sur la masse grasse et sur les triglycérides plasmatiques et
hépatiques, et il serait donc intéressant de déterminer le mode d’action de cette
supplémentation sur le métabolisme lipidique. Une des premieres pistes a exploiter
serait de vérifier si, comme la littérature le laisse penser, certains des
micronutriments testés sont capables de moduler l'activité de facteurs de
transcription tels que SREBP-1c, ChREBP, PPARy, PPARa,...
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Tableau 1 : Aliment complet

ANNEXE 1

. COMPOSITION DES REGIMES

Témoins Saccharose
Sans Avec Sans Avec
supplémentation supplémentation supplémentation supplémentation
Ingrédients en g/kg d’aliment

Caséine 140 140 140 140
L-cystéine 1,8 1,8 1,8 1,8
Huile de colza 20 20 20 20
Huile de tournesol 2 2 2 2
Huile d’arachide 18 18 18 18
Mélange minéral 35 35 35 35
Mélange 10 10 10 10
vitaminique
Bitartrate de choline 2,5 2,5 2,5 2,5
Rutine 0 5 0 5
Lactose 100 100 100 100
Saccharose 127 127 620,7 620,7
Cellulose 50 45 50 45
Amidon de blé 493,7 493,7 0 0
Total 1000 1000 1000 1000
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Tableau 2 : Mélange minéral

Minéraux Sans suEElémentation Avec suBEIémentation
en g/ kg de mélange minéral
Carbonate de Ca 357 357
Phosphate monopotassique 250 250
NaCl 74 74
Sulfate de potassium 46,6 46,6
Citrate de potassium 1 H20 28 28
Oxyde de Mg 24 24
Citrate ferrique 6,06 6,06
Carbonate de Zn 1,65 2,95
Carbonate de Mn 0,63 0,63
Carbonate de Cu 0,3 0,3
Iodure de potassium 0,01 0,01
Sélénite de Na anhydre 0,01025 0,14
Molybdate d’ammonium, 4 H20 0,00795 0,00795
Metasilicate de Na, 9H20 1,45 1,45
Sulfate de chrome potassium, 12 H20 0,275 0,275
Acide borique 0,0815 0,0815
Fluorure de Na 0,0635 0,0635
Carbonate de Ni 0,0318 0,0318
Chlorure de lithium 0,0174 0,0174
Vanadate d’ammonuim 0,0066 0,0066
Amidon gsp 1000 gsp 1000

Tableau 3 : Mélange vitaminique

Vitamines Sans suBBlémentation Avec suEEIémentation
en g ou Ul / kg de mélange vitaminique
Acide nicotinique (PP ou B3), g 3 3
D-pantothénate de Ca (B5), g 1,6 1,6
PyridoxineHCI (B6), g 0,7 0,7
Thiamine HCI (B1), g 0,6 0,6
Riboflavine (B2), g 0,6 0,6
Acide folique (B9), g 0,2 0,2
D-biotine (B8), g 0,02 0,02
Cyanocobalamine (B12), g 2,5 2,5
Acétate di-alpha-tocophérol (E), UI 7100 30 000
Vitamine A, Ul 400 000 800 000
Vitamine D3-cholécalciférol, Ul 100 000 500 000
Vitamine K - phylloquinone, g 0,075 0,075
Amidon gsp 1000g gsp 1000¢g
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