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RESUME

La dysfonction endothéliale vasculaire, processus majeur initiant 1’athérosclérose, est
étroitement liée a I’altération de la synthése et/ou biodisponibilité du monoxyde d’azote (NO),
dont I’arginine est le précurseur. Elle apparait aussi dés la phase postprandiale apres un repas
gras et sucre. Chez des sujets avec des facteurs de risque cardiométabolique, une
supplémentation orale en arginine a un effet bénéfique sur des fonctions associées au NO.
Aucune donnée ne permet cependant de lier la mise a disposition de 1’arginine et la synthése
de NO, en situation normale ou de risque cardiométabolique. De plus, peu d’études ont étudié
I’effet d’une supplémentation en arginine, dans un contexte nutritionnel (faible dose et
libération lente) chez des sujets avec des facteurs de risque cardiométabolique. Ce travail vise
donc a évaluer ’effet d’une supplémentation nutritionnelle en arginine, sur le métabolisme de
I’arginine et la fonction endothéliale (FE), chez des sujets sains présentant des facteurs de
risque cardiométabolique. Dans une premiere étude clinique, nous avons ainsi comparé la
biodisponibilit¢ de 1’arginine ingérée et son utilisation pour la synthese de NO, selon la
présence de facteurs de risque cardiométabolique, et selon qu’elle était consommée sous une
forme a libération immédiate (LI) ou sous une forme a libération prolongée (LP), mimant la
mise a disposition naturelle de 1’arginine alimentaire. Puis, dans une deuxieme étude clinique,
nous avons étudié ’effet de la supplémentation en arginine LP sur la FE a jeun et sur son
altération postprandiale, chez des sujets sains présentant des facteurs de risque
cardiométabolique ; et si cet effet pourrait varier selon leur argininémie basale. Ce travail de
these a ainsi mis en évidence une utilisation de 1’arginine ingérée plus élevée pour la synthese
de NO chez les sujets avec des facteurs de risque cardiométabolique, et plus élevée avec la
forme LP qu’avec la forme LI, en particulier chez ces sujets a risque. La deuxiéme étude,
quant a elle, a révélé que les effets de la supplémentation en arginine-LP variaient selon
I’argininémie basale des sujets présentant des facteurs de risque cardiométabolique. Chez les
sujets avec une argininémie basale relativement plus faible, I’arginine-LP a atténué la
diminution postprandiale de la FE et a conduit a une FE significativement meilleure a la fin de
la période postprandiale.

Mots clés: monoxyde d’azote, métabolisme de I’arginine, supplémentation en arginine,

isotopes stables, syndrome métabolique, fonction endothéliale, période postprandiale.



ABSTRACT

Vascular endothelial dysfunction, the hallmark of early atherosclerosis, results from an
impairment of the synthesis and/or bioavailability of nitric oxide (NO), the precursor of which
is arginine. Endothelial dysfunction is also known to be induced transiently by a high-fat
meal. In subject with cardiometabolic risk factors, oral arginine supplementation has a
beneficial effect on NO-related physiological functions. However, no data relates the
availability of arginine to the synthesis of NO in normal or cardiometabolic risk condition. In
addition, few studies only have investigated the effect of arginine supplementation in a
nutritional context (low dose and slow release) in subjects with cardiometabolic risk factors.
This work aims to evaluate the effect of a nutritional arginine supplementation, on the
arginine metabolism and endothelial function in healthy subjects with cardiometabolic risk
factors. In a first clinical study, we have compared the bioavailability of oral arginine and its
utilization for NO synthesis, as a function of the presence of cardiometabolic risk factors, and
as a function of the form of release (immediate release, IR, as free arginine, or sustained
release, SR, which mimics the slow release of dietary arginine). Then, in a second clinical
study, we studied the effect of SR-arginine supplementation on fasting endothelial function
and its postprandial alteration in healthy subjects with cardiometabolic factors. A further aim
was to investigate whether this effect may vary according to the baseline arginine status of
subjects. This thesis work has demonstrated a higher utilization of oral arginine for NO
synthesis in subjects with cardiometabolic risk factors, and a higher utilization with the SR
form, particularly in these subjects at risk. As to the second study, it showed that the SR-
arginine supplementation effects largely varied with baseline fasting arginine concentration of
subjects with cardiometabolic risk factors. In subjects with a relatively lower baseline arginine
concentration, SR-arginine attenuated the decrease in postprandial endothelial function and
led to a significantly higher endothelial function at the end of the postprandial period.

Key words: nitric oxide, arginine metabolism, arginine supplementation, stable isotopes,

metabolic syndrome, endothelial function, postprandial period.
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INTRODUCTION GENERALE

Outre son réle important dans de nombreuses fonctions de I’organisme (1, 2), le
monoxyde d’azote (NO) est une molécule signal qui joue un role clef dans 1’homéostasie
vasculaire (3, 4). Le NO contréle largement la plupart des fonctions de 1’endothélium (comme
la vasodilatation, 1’adhésion des monocytes, ou 1’agrégation plaquettaire), que I’on regroupe
ainsi sous le terme collectif de «fonction endothéliale» (4-6). La dysfonction endothéliale
correspond a I’expression d’un phénotype pro-athérogene au niveau de I’endothélium
vasculaire et signe ainsi I’initiation de 1’athérosclérose (4, 7, 8). A ce titre, de nombreuses
données montrent que la dysfonction endothéliale accompagne la présence de facteurs de
risque de maladies cardiovasculaires ou de diabéte, comme 1’age, le tabagisme, 1’obésité, les
dyslipidémies, ’hypertension et 1’inflammation a bas bruit (3, 7, 8). Le regroupement de
facteurs de risque, comme dans le cas du syndrome métabolique, est a fortiori associé a la
présence de la dysfonction endothéliale. Cependant, dans ce cas, la dysfonction endothéliale
joue un rdle physiopathologique de premier plan (9-11). Enfin, chez les sujets sains, la
dysfonction endothéliale apparait deés la phase postprandiale apres un repas gras et sucré, et de
facon encore plus marquée chez les sujets avec des facteurs de risque cardiométabolique.

L’altération de la synthése ou de la biodisponibilité du NO est considéréee comme la
caractéristique principale et déterminante de 1’apparition de la dysfonction endothéliale
vasculaire (4, 12, 13). Dans le cadre du syndrome métabolique, la participation d’une
altération du signal NO semble particuliérement critique. La synthese de NO est altérée en
présence de facteurs de risque contributifs au syndrome métabolique ou dun syndrome
métabolique (14-18). Ainsi, au final, la manipulation de la synthése et biodisponibilité du NO
constitue une cible pour la prévention de 1’athérosclérose (13, 19, 20).

La modulation nutritionnelle de la synthese de NO chez I’homme sain, a risque ou malade
a fait ’objet d’un fort intérét depuis les années 90 (16, 21). L’arginine, un acide aminé présent
dans les protéines alimentaires, se trouve étre le précurseur biochimique du NO. L’arginine a
donc été naturellement considérée depuis longtemps comme un candidat sérieux a cette
modulation du signal NO, et il a été constaté que la supplémentation en arginine pouvait
moduler, de fait, de nombreuses fonctions associées au NO (22-25). Bien que peu d’études
aient été menées a de faibles doses d’arginine (entre 3 et 8 g/j) chez le sujet sain, la littérature
n’est pas concluante sur la modification significative de fonctions associées au NO (24, 26-

30). A l’inverse, la littérature rapporte un grand nombre de données sur 1’effet bénéfique de

16



fortes doses d’arginine (le plus souvent entre 9 et 24 g/j) chez le sujet a risque ou malade (24,
25). Aucune donnée ne permet cependant de lier la mise a disposition de ’arginine et la
synthése de NO, en situation normale ou de risque cardiométabolique. De plus, peu d’études
ont étudié I’effet d’une supplémentation en arginine, notamment au cours de la période
postprandiale, dans un contexte nutritionnel (faible dose et libération lente) chez des sujets

présentant des facteurs de risque cardiométabolique.

L’objectif de cette these est donc d’évaluer I’effet d’une supplémentation nutritionnelle en
arginine; c.-a-d. administrée sous une forme mimant la mise a disposition naturelle de
I’arginine alimentaire; sur le métabolisme de 1’arginine et la fonction endothéliale a jeun et en

postprandial, chez des sujets sains présentant des facteurs de risque cardiométabolique.

Afin de situer le contexte scientifique de cette thése, nous présentons dans le premier
chapitre de ce manuscrit, un exposé des données de la littérature en trois parties. La premiére
partie expose le role central joué par le NO dans la fonction endothéliale ainsi que dans la
dysfonction endothéliale. Dans la deuxiéme partie, nous développons le cas particulier du role
joué par la dysfonction endothéliale, et notamment la dysfonction endothéliale postprandiale,
dans la physiopathologie du syndrome métabolique. Enfin la troisieme partie dresse un état
des lieux des connaissances actuelles concernant les effets bénéfiques de supplémentations en
arginine sur la fonction endothéliale, et sur les mécanismes sous-jacents. L’objectif de ce
chapitre introductif est de montrer comment et pourquoi une modulation nutritionnelle de la
fonction endothéliale, par 1’arginine, peut constituer une bonne stratégie pour prévenir
I’apparition d’un syndrome métabolique et de 1’athérosclérose. Le deuxieme chapitre est
consacré a la présentation et & la discussion des travaux expérimentaux réalisés au cours de

cette theése.
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CHAPITRE 1 : INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE

A. Fonction endothéliale et risque cardiovasculaire : le réle central
du monoxyde d’azote

1. Fonction endothéliale vasculaire : role de I'’endothélium

L’endothélium vasculaire est une monocouche de cellules endothéliales, qui tapisse la
lumiére des vaisseaux sanguins, et qui constitue une interface vitale entre le sang circulant et
les tissus environnants. Jusque dans les années 1960, 1’endothélium était considéré comme
une simple barriére de diffusion, empéchant 1’accés des cellules sanguines a la matrice
vasculaire. Par la suite, de nombreuses autres études ont démontré que I’endothélium était un

organe endocrine dynamique (31, 32).

Il est maintenant reconnu que les cellules endothéliales; en interagissant avec les cellules
circulantes d’une part, et avec les cellules de la paroi vasculaire, c.-a-d. les cellules
musculaires lisses, d’autre part (33); jouent un role crucial dans le contréle de la fonction
vasculaire afin de maintenir I’homéostasie vasculaire. Par la synthése et la sécrétion d’un
certain nombre de médiateurs, en réponse a des stimuli physiques (contraintes de cisaillement
ou «shear-stress »), chimiques (acétylcholine, insuline) ou humoraux, les cellules
endothéliales régulent le tonus vasculaire, 1’activation et 1’adhésion leucocytaires, la
permeabilité vasculaire, la prolifération cellulaire ainsi que les mécanismes d’agrégation
plaquettaire, de fibrinolyse et de coagulation (33-35) (Figure 1). Certains de ces médiateurs,
tels que les protéines de jonction cellulaire ou les molécules d’adhésion, font partie intégrante
de la structure des cellules endothéliales. D’autres, tels que le monoxyde d’azote (NO), la
prostacycline (PGl,), les cytokines ou les facteurs impliqués dans 1’hémostase, sont produits
et libérés par les cellules endothéliales dans la lumiére des vaisseaux ou vers les tissus sous-
jacents (34). Les mecanismes précis contrélant cette homéostasie sont complexes et résultent

d’interactions entre le sang, I’endothélium et les cellules musculaires lisses.

1.1. Controéle de la perméabilité vasculaire

L’endothélium vasculaire joue un réle crucial dans la préservation de la structure et de la
fonction de la paroi vasculaire (34). Il forme une barriére relativement imperméable et
sélective pour le transport de molécules et de cellules entre le sang et les tissus (33). Les
cellules endothéliales sont liées entre elles par différents types de jonctions cellulaires qui
régulent I’intégrité de 1’endothélium et ainsi la perméabilité endothéliale (33, 34). Trois types
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Figure 2 : Rdle de I'endothélium dans le maintien du tonus vasculaire

La relaxation est dépendante du monoxyde d’azote (NO) et d’autres dérivés nitrés, de la prostacycline
(PGI,) et de la prostaglandine E, (PGE,), et du facteur hyperpolarisant dérivé de I’endothélium
(EDHF). La vasoconstriction peut étre induite par une réduction de la libération des facteurs
vasodilatateurs, par le thromboxane A, (TXA,), les radicaux libres oxygénes, I’angiotensine 1l les
endothélines, et des facteurs constricteurs dérivés de I’endothélium. L’ensemble des facteurs vaso-
actifs peut étre influencé par des altérations au niveau des stimuli physiques, chimiques, humoraux et
cellulaires. ACE : angiotensin conversion enzyme ou enzyme de conversion de I’angiotensine, cNOS :
NO synthase constitutives, ECE : enzyme de conversion de I’endothéline, iNOS: NO synthase

inductible, SMC : smooth muscle cell ou cellules musculaires lisses. D apres (38).



de jonctions ont été décrits dans I'endothélium : les jonctions serrées, les jonctions adhérentes
et les jonctions communicantes (33). Des stimuli comme [I'histamine ou la thrombine,
induisent une augmentation de la perméabilité vasculaire et sont généralement produits dans

des situations inflammatoires aigués ou chroniques (33).

1.2. Régulation du tonus vasculaire

L’endothélium joue un double rdle dans la régulation du tonus vasomoteur. Il produit et
libére a la fois des facteurs vasoconstricteurs et des facteurs vasodilatateurs (34). Les cellules
endothéliales communiquent directement avec les cellules musculaires lisses sous-jacentes,
par la diffusion de ces substances vaso-actives qui induisent alors une contraction ou une
relaxation vasculaire. En effet, en 1980, Furchgott et Zawadsky ont montré que la relaxation
des cellules musculaires lisses vasculaires, en réponse a 1’acétylcholine, était dépendante de
I’intégrité et de la présence de 1’endothélium (36) et en 1982, Vanhoutte et Rubanyi ont
démontré que 1’endothélium pouvait jouer un rdle non seulement dans la vasodilatation mais
aussi la vasoconstriction (37, 38). De maniere générale, sept familles de composés ont été
associées aux reponses vasomotrices dépendantes de 1’endothélium : les prostanoides, le NO
et les dérivés nitres, les radicaux libres oxygénés, les endothélines, les angiotensines, les
facteurs hyperpolarisants et d’autres facteurs de constriction dérivés de I’endothélium encore
non caractérisés. Les principaux facteurs vasoconstricteurs sont le thromboxane A; (TXAy),
les anions superoxydes, 1’endothéline-1 (ET-1), la prostaglandine H; et I’angiotensine II, et
les trois principaux facteurs vasodilatateurs sont le NO, la PGI; et le facteur hyperpolarisant
dérivé de I’endothélium (EDHF) (Figure 2). En situation physiologique normale, la libération
des facteurs vasodilatateurs, en particulier le NO, prédomine sur celle des facteurs
vasoconstricteurs (38).

1.3. Role dans les processus inflammatoires et immunologiques

En raison de sa position stratégique, 1’endothélium joue un rdle important dans la
médiation et la modulation des réponses inflammatoires et immunologiques (34, 38).
L’interaction entre les cellules endothéliales et les leucocytes, régulée par 1’expression de
molécules d’adhésion et la production de cytokines inflammatoires, joue un role clé dans le
maintien de ces processus (33, 34). En effet, les cellules endothéliales expriment, de fagon
constitutive, ou apres induction biochimique/mécanique, des molécules d’adhésion aux
polynucléaires neutrophiles, lymphocytes, monocytes et plaquettes. Elles coordonnent ainsi le

recrutement des cellules inflammatoires sur les sites d’infection ou de lésion tissulaire, et
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produisent et libérent des cytokines et des facteurs de croissance servant de signaux de
communication aux cellules inflammatoires (33, 39). Les trois familles de molécules
d’adhésion qui interviennent principalement dans ces processus d’adhésion leucocytaire
sont : les sélectines (sélectine-E, sélectine-P), les intégrines (molécule d'adhésion
intercellulaire-1 (ICAM-1), molécule d’adhésion vasculaire-1 (VCAM-1)) et les membres
de la superfamille des immunoglobulines (33, 40).

1.4. Role dans la coagulation et la fibrinolyse

L’endothélium joue également un role clé dans la régulation de la coagulation et de la
fibrinolyse. Il est ainsi une source de thromborégulateurs qui modulent les phases précoces de
la formation de thrombus (38). La surface luminale de I’endothélium sain est anticoagulante
et anti-thrombotique (33). Des dommages au hiveau des vaisseaux sanguins ou l'exposition a
certaines cytokines ou stimuli pro-inflammatoires font pencher la balance vers un phénotype
pro-coagulant et pro-thrombotique. Les principaux thromborégulateurs sécrétés par les
cellules endothéliales sont le NO et la PGI,, qui inhibent I’agrégation plaquettaire, et le TXA;
qui au contraire favorise I’agrégation plaquettaire (33, 38). L'endothélium participe également
a la fibrinolyse en libérant I’activateur tissulaire du plasminogéne (t-PA) et I'urokinase,
permettant la transformation du plasminogéne en plasmine, qui dégrade les thrombus par
dégradation du réseau de fibrine. L'inhibiteur naturel du t-PA, I’inhibiteur de l'activateur du
plasminogéne-1 (PAI-1), est également sécrété de maniere constitutive par les cellules
endothéliales (33, 34). Ainsi, la fibrinolyse dépend essentiellement de la balance entre le t-PA
et PAI-1.

L’endothélium maintient donc un équilibre délicat au niveau du réseau vasculaire entre
activation et inhibition de la croissance vasculaire, entre vasoconstriction et vasodilatation,
entre adhésion ou non des cellules sanguines, et entre pro-coagulation et anti-coagulation
grace a la production et la libération de différents médiateurs, dont le NO qui joue un rdle

central dans le maintien de I’homéostasie vasculaire.

2. Le NO, molécule clé dans I'homéostasie vasculaire

Le NO est un gaz possédant une demi-vie de quelques secondes. Soluble a la fois dans les
phases aqueuses et hydrophobes, il peut diffuser rapidement a travers les membranes
cellulaires et agir aussi bien au niveau des cellules endothéliales et des cellules musculaires

lisses, que des plaquettes, des érythrocytes et des cellules de I’inflammation. Outre son rdle
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important dans de nombreuses fonctions de 1’organisme (1, 2), le NO est une molécule signal
qui joue un réle clé dans I’homéostasie vasculaire (3, 4). Le NO contrdle largement la plupart
des fonctions de 1’endothélium, comme la vasodilatation, 1’adhésion des leucocytes, ou
I’agrégation plaquettaire (4-6). Cependant, il convient de garder en mémoire que le NO est
aussi une espéce radicalaire qui donne naissance a des produits secondaires extrémement
cytotoxiques, notamment en situation de stress oxydant (41). Les quantités de NO retrouvées
dans les cellules endothéliales sont ainsi trés faibles et la synthese de NO extrémement
régulée.

De nombreuses études ont montré, par 1’évaluation de multiples marqueurs du
métabolisme du NO, qu’une altération de la fonction endothéliale était étroitement associée a
une diminution de la synthése et/ou de la biodisponibilité du NO (12, 42). Il apparait donc
essentiel d’étudier le métabolisme du NO, afin de pouvoir analyser la pertinence de ces
différents marqueurs de synthese/biodisponibilite, et de mieux comprendre la participation du

NO dans la dysfonction endothéliale et la physiopathologie du syndrome métabolique.

2.1. Métabolisme du NO

2.1.1. Synthese du NO

Chez les mammiféres, le NO est synthétisé au sein de différents tissus, incluant entre
autres I’endothélium vasculaire, les macrophages et les plaquettes (43), par une famille
d’enzymes appelées NO synthases (NOS) (44). Les NOS catalysent 1’oxydation a 5 électrons
de I’atome d’azote terminal du groupement guanidium de la L-arginine, formant ainsi un
produit intermédiaire instable, la N®-hydroxy-L-arginine (NOHA), qui se scinde rapidement
en NO et L-citrulline (Figure 3). La synthese du NO nécessite comme co-substrats du f-
nicotinamide adénine dinucléotide réduit (NADPH) et de 1’0, et comme cofacteurs, la
tétrahydrobioptérine (BH4), la flavine adénine dinucléotide (FAD) et la flavine
mononucléotide (FMN) (Figure 4) (2, 4).

A ce jour, 3 isoformes de la NOS, codées par des génes distincts, ont eté identifiées
(Figure 5) (4, 45). Deux sont constitutives : il s’agit des isoformes nNOS (NOS neuronale ou
NOS-1) et eNOS (NOS endothéliale ou NOS-3), regroupées sous le terme cNOS. Une est
inductible par des endotoxines bactériennes et des cytokines inflammatoires : il s’agit de
I’isoforme iNOS (ou NOS-2). Les NOS se présentent sous forme de diméres, chaque
monomere étant associé & une calmoduline (43). Les formes constitutives sont calcium (Ca*)-
dépendantes (43) et sont hautement régulées, que ce soit au niveau transcriptionnel

(expression et abondance) ou post-traductionnel, générant ainsi de faibles concentrations de
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Figure 6 : Mécanismes de régulation de eNOS

La cavéoline inhibe directement eNOS et la maintient inactive, alors que le complexe
calcium/calmoduline (CaM) et Hsp90 activent eNOS. La phosphorylation de eNOS est assurée par la
protéine kinase B (PKB). Modifie d’aprés (46).
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NO, de I’ordre du nM (46). La NOS inductible est régulée principalement au niveau
transcriptionnel et synthétise en général de fortes concentrations de NO, de I’ordre du uM, ce
qui permet la neutralisation rapide des agents pathogenes (47).

Si une faible synthése de NO signale un dysfonctionnement associé a un risque
pathologique a long terme, une forte synthése, comme en situation de stress, s’accompagne
d’un stress oxydant délétére pour les tissus, en particulier par la nitration de protéines. Afin de
comprendre de quelle maniere la synthése et la biodisponibilit¢ du NO sont régulées au
niveau de 1’endothélium, nous focaliserons notre exposé sur 1’isoforme prédominante

retrouvée au niveau de la paroi vasculaire, la eNOS.

2.1.2. Régulation de la syntheése du NO

Modifications post-translationnelles et interactions avec des protéines

Comme indiqué précedemment, la NOS endothéliale est hautement régulée et cette
régulation implique de nombreux processus. Des études, in vitro, ont montré que
I’activation de eNOS était trés compartimentée. En effet, au niveau de 1’endothélium
vasculaire, eNOS est associée, au sein de microdomaines membranaires de type cavéoles, a
une protéine inhibitrice, la caveoline-1 qui assure la structure de la cavéole. Dans des
conditions basales, eNOS est inactive et reste liée a la membrane plasmique par
I’intermédiaire de processus de myristoylation, de palmitoylation, et d’une interaction avec
la cavéoline (33, 45, 48). La stimulation d’eNOS par I’action d’agonistes se liant a
différents récepteurs membranaires (par exemple, acétylcholine, bradykinine, histamine et
thrombine) conduit a une rapide activation de eNOS par dépalmitoylation, liaison du
complexe Ca**/calmoduline, détachement de la cavéoline et libération de la membrane
plasmique (33, 45) (Figure 6 et 7). Ainsi, la localisation d’eNOS dans la cavéole permet
non seulement son activation, son internalisation mais aussi son inhibition, structurant ainsi
la production du NO en un compartiment particulier. Le cholestérol est capable d’induire
I’expression de la cavéoline, qui va alors inhiber I’activité de eNOS par la formation du
complexe inhibiteur eNOS-cavéoline, et ainsi diminuer la synthese de NO (49). De plus,
les contraintes de cisaillement sont également un important modulateur, voire le principal
modulateur, de I’activité de eNOS (50) (Figure 6). L activité de eNOS peut également étre
régulée au niveau transcriptionnel : par exemple, le facteur de croissance de I'endothélium
vasculaire (VEGF), l’insuline et le facteur de croissance du fibroblaste (B-FGF)

augmentent I’expression d’eNOS alors que I’hypoxie et les LDL oxydés la diminuent (33,
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51). Enfin, I’état de phosphorylation de eNOS joue aussi un réle important dans la
régulation de son activité : la phosphorylation des résidus sérines 1177, 633, 615 conduit
généralement & son activation alors que celle des résidus thréonine 495 et sérine 114 est
inhibitrice. Ces régulations de ’activité de eNOS impliquent une cascade de phosphatases
et de kinases endothéliales, telles que les protéines kinases PKB/Akt, PKA et PKC,
activées notamment par un influx calcique (46, 52) (Figure 7).

Accessibilité du subtrat et des cofacteurs

Parallélement, 1’activité catalytique de eNOS est trés régulée par la biodisponibilité en
son substrat principal, la L-arginine, mais aussi en ses nombreux cofacteurs, particulierement
la BH4 (53). La L-arginine est 1’unique substrat de eNOS, ainsi sa biodisponibilité est donc
indispensable a la synthése du NO. La concentration intracellulaire de L-arginine excéde son
Km d’au moins 2 ou 3 fois (54). Cela signifie d’une part, que la concentration de L-arginine ne
devrait pas étre un facteur qui limite 1’activité de eNOS et donc la synthése de NO et d’autre
part, I’activité de la eNOS ne devrait donc pas étre sensible aux variations de la concentration
extracellulaire ~ d’arginine. Néanmoins, in vitro (23) et in vivo (24, 25),
I’addition/administration de L-arginine augmente la synthese de NO. Ce « paradoxe de
I’arginine » (détaillé de facon plus importante au chapitre C/4) suggere que des facteurs autres
que la concentration extracellulaire/circulante en L-arginine influencent la biodisponibilité de
la L-arginine pour eNOS (55). Parmi ces possibles facteurs figurent le transport de 1’arginine
au sein des cellules endothéliales (56) et plusieurs autres processus pouvant moduler la
production du NO par une régulation du métabolisme de I’arginine. Par exemple, 1’utilisation
de la L-arginine par eNOS peut étre en compétition avec d’autres voies de catabolisme de la
L-arginine, telles que la voie arginase (voir chapitre C/4/4.3) (57, 58). En outre, on sait que la
méthylation de 1’arginine protéique entraine, lors de la protéolyse, la formation d’un
inhibiteur compétitif endogéne d’eNOS, la diméthylarginine asymétrique (ADMA), pouvant
induire une diminution de la production de NO (59, 60).

En effet, d’autres régulateurs endogénes de ’activité de eNOS sont les méthylarginines.
Ce sont des analogues de la L-arginine chez lesquels le groupement guanidium terminal est
méthylé (61). La synthése du NO est sélectivement inhibée par la N®-monomethyl-L-arginine
(L-NMMA) et ’ADMA qui entrent en competition avec la L-arginine au niveau du site
catalytique de eNOS. La diméthylarginine « symétrique » (SDMA), le stéréoisomere inactif

de ’ADMA, n’inhibe pas directement eNOS mais est capable d’interférer avec la synthése du

23



Proteins
';-'—'—' L-Methionine

SAM
@ PRMT-1 Methyltransferase

SAH
Ih-—p Homocysteine
Methylated Proteins
(e.g. proteins with ADMA)

l Hydrolysis

L-Arginine
asymmetric dimethylarginine 9
(ADMA) o ,\} NO Synthase
DDAH renal . .
Dimethylarginine-Dimethylaminotydrolase excretion NO + Citrulline

Inhibition 50 mgiday 10 mgiday

Hyperlipidemia, Smoking,
Homocysteine, Diabetes
Hypertension, Ageing

Figure 8 : Schéma simplifieé du métabolisme de 'ADMA

La protéine méthyltransférase 1 (PRMT1) méthyle des résidus d'arginine a l'intérieur des protéines en
utilisant la S-adénosylméthionine (SAM) comme donneur de méthyle. Apres hydrolyse de ces
protéines, I’ADMA libre, comme inhibiteur compétitif de la NOS, est présent dans le cytoplasme et
dans le plasma sanguin. 20% de I’ADMA environ est éliminé par voie rénale. La voie principale
d'excrétion se fait par la DDAH qui catabolise I’ADMA en citrulline et en diméthylamine. SAH, S-
adenosylhomocysteine. D’apreés (272).



NO en entrant en compétition avec 1’arginine pour le transport transmembranaire via les CAT
(cationic amino acid transporters), protéines transmembranaires du systéme de transport y+
(voir chapitre C/4/4.1 pour plus de détails) (61). Dans la mesure ou la concentration d’ADMA
est environ 10 fois plus élevée que la concentration de L-NMMA, ’ADMA est considérée
comme le principal inhibiteur endogene de la synthése du NO (61). L’ADMA et le L-NMMA
sont des produits de la dégradation de protéines cellulaires contenant des résidus arginines
méthylés. En effet, a une étape post-traductionnelle de la maturation des protéines
intracellulaires, les atomes d’azote des résidus arginine peuvent subir (a partir d’un donneur
de groupement méthyle comme la méthionine) une mono- ou une di-méthylation suite a
I’action d’une protéine méthyltransferase (PRMT) (Figure 8) (62). Ces protéines méthylées
sont principalement retrouvées au niveau nucléaire ou elles jouent un rdle dans la maturation
de ’ARN et dans le contréle transcriptionnel (62). L’ADMA est produite par la PRMT de
type 1 et la SDMA par la PRMT de type 2. Les deux types de méthyltransferase sont capables
de former le L-NMMA (62). Les méthylarginines sont libérées dans le cytosol lorsque les
protéines sont hydrolysées; leur existence est donc intiment liée au turn-over protéique (62).
La quantit¢é d’ADMA produite dépend donc de la quantité de résidus arginine ayant subi une
méthylation au sein des protéines, ainsi que du turn-over de ces protéines. Les reins jouent un
role important dans 1’¢limination des diméthylarginines par le biais de 1’excrétion urinaire
d’ADMA et de SDMA (61, 62). Une autre voie d’¢limination de I’ADMA est sa conversion
par la diméthylarginine diméthylaminohydrolase (DDAH) en citrulline et diméthylamine.
L’enzyme DDAH est largement représentée dans 1’organisme humain, plus particuliérement
dans le pancréas, la rate, les reins et les cellules endothéliales (61). Il existe 2 types de
DDAMH : le type 1 est retrouvé dans les tissus exprimant la nNOS, et le type 2 dans les tissus
exprimant la eNOS (61). Chez I’'Homme, on peut estimer qu’environ 300 umol d’ADMA sont
produites chaque jour, et qu’environ 80% sont métabolisés par la DDAH (61). 1l a été montré
que I’inhibition de la DDAH entraine la vasoconstriction d’anneaux artériels, et celle-ci étant
annulée par 1’adjonction d’arginine, cela indique que la régulation intracellulaire de ’ADMA
par la DDAH joue un réle important dans la régulation de I’activité de eNOS (61, 63). De
plus, des souris surexprimant la DDAH humaine présentent une faible concentration
plasmatique d’ADMA, ainsi qu’une synthése augmentée de NO, confirmant le r6le important
de ’ADMA endogene dans le contréle de I’activité de eNOS (61, 64).

Couplage de eNOS
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Figure 9 : Couplage/Découplage de eNOS et production d’anions superoxydes

Lorsque I’arginine et la BH, sont retrouvées au niveau d’eNOS en quantités suffisantes, le transfert
d’électrons du NADPH au groupement heme entraine la synthése du NO, I’enzyme est sous sa forme
couplée, active. Lorsque I’arginine ou la BH; sont retrouvées en quantités limitantes, le
transfert d’electrons favorise plutét la réduction de I’oxygéne en anions superoxydes. D aprés (53).
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Figure 11 : Réactions impliquant le NO au niveau des érythrocytes

Le NO peut étre oxydé soit par I’oxyhémoglobine (HbO,) et conduit a la synthése de methémoglobine
(MetHb) et d’ions nitrates, soit par la deoxyhémoglobine et entraine la production de
nitrosylhémoglobine (NOHDb). L’interaction entre le NO et le résidu Cystéine 93 du groupement héme
de I’hémoglobine entraine la synthése de S-nitrosohémoglobine (SNOHDb). Les ions nitrites (NOy)
plasmatiques peuvent étre rapidement capturés par les érythrocytes et étre oxydés en ions nitrates
(NOg) de fagon hémoglobine-dépendante. D’apres (393).



La dimérisation et le couplage d’eNOS constituent un dernier, mais non des moindres,
processus de régulation de la synthése de NO. Les NOS résultent de 1’assemblage de 2
monomeres composés d’un domaine réductase C-terminal et d’'un domaine oxygénase N-
terminal (45). Isolés, ces monomeéres sont incapables de lier la L-arginine et le cofacteur
principal BH;. L’enzyme n’est donc activable et fonctionnelle que sous sa forme
homodimérique (65). La dimérisation de la NOS nécessite la présence d’un héme qui se fixe
au domaine oxygénase et qui permet le rapprochement et I’interaction des deux sous-unités
oxygenases. Si I’apport en BH, et en L-arginine est suffisant, les deux sous-unités oxygénases
de I’enzyme fonctionnent ensemble et produisent du NO a partir de 1’arginine, grace au flux
d’électrons. L’enzyme est alors sous sa forme couplée (45, 65). En revanche, en absence de
BH, et/ou d’un apport insuffisant en L-arginine, les deux sous-unités oxygénases de 1’eNOS
fonctionnent indépendamment et produisent simultanément du NO et des anions superoxydes
(O2). Ces deux entités réagissent ensemble pour former un puissant oxydant, le peroxynitrite.
L’enzyme est alors sous sa forme découplée (65) (Figure 9). Le découplage de eNOS est un
phénoméne auto-entrainant car une plus grande production de O, favorise, entre autres,
I’oxydation de la BH4, 1’augmentation des concentrations en ADMA et la dissociation de

eNOS des cavéoles (66, 67).

2.1.3. Régulation de la biodisponibilité du NO

Dés sa synthese, le NO diffuse sous forme gazeuse. Synthése et libération sont
simultanées et il n'y a pas de stockage de NO dans les tissus. L’activité biologique et la
biodisponibilité du NO sont ainsi fortement régulées (Figure 10). La biodisponibilité du NO
résulte d’un équilibre dynamique entre sa synthése et son inactivation. Dans le sang, le NO est
rapidement oxydé en plusieurs métabolites (68, 69). Le NO réagit avec le fer des noyaux
hémes, avec les dérivés de I’oxygeéne et avec les groupements thiols. Dans le plasma, le
principal produit d’oxydation du NO est I’ion nitrite (NO), qui peut étre immédiatement
capté par les érythrocytes, et oxydé en ion nitrate (NO3’), qui est alors redistribué au plasma.
En effet, le NO interagit majoritairement avec 1’hémoglobine et forme des ions nitrates.
L’hémoglobine peut étre considérée comme le régulateur principal de la biodisponibilité et du
transport du NO (70) (Figure 11). Le NO, au contact des anions superoxydes forment des
peroxynitrites (ONOQ"). A fortes concentrations, les peroxynitrites plasmatiques en exces
sont protonés et peuvent étre, soit transformés en nitrates, soit décomposés en radical
hydroxyle et en radical dioxyde d’azote. Ainsi, la modification ou nitration de résidus tyrosine

protéiques ou libres par une attaque au dioxyde d’azote entraine la formation de la 3-
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nitrotyrosine, considérée comme un produit terminal stable des peroxynitrites (71, 72). De
récentes études ont montré que les nitrites et les nitrates étaient, notamment sous certaines
conditions d’hypoxie, réduits en NO par certaines enzymes dont la xanthine oxydoréductase
qui catalyse la réduction des nitrites en NO (2). Enfin dans le plasma, comme au niveau des
érythrocytes, le NO peut réagir directement ou par I’intermédiaire de la formation de
peroxynitrites avec des groupements thiols et des groupements amines, formant ainsi des S-
nitrosothiols (RSNO) qui peuvent agir comme donneurs de NO et ainsi augmenter
substantiellement la demi-vie du NO, et des S-nitrosamines (RNNO) (73, 74).

2.2. Mécanisme d’action du NO au niveau vasculaire et implication dans la
fonction endothéliale

2.2.1. Réle du NO dans la fonction endothéliale

Pour comprendre quel role joue le NO au sein de la dysfonction endothéliale, il est
nécessaire de comprendre ses nombreux roles dans I’homéostasie vasculaire. Dans le systéme
cardiovasculaire, le NO conduit les effets protecteurs de I'endothélium, agissant comme un
vasodilatateur et une molécule endogéne antiathérogene, antiproliférative et anti-thrombotique
(75). Le NO joue un réle essentiel dans le maintien du tonus vasodilatateur au niveau des
cellules musculaires lisses. Cette activité vasodilatatrice participe a la régulation de la
pression artérielle. Au niveau de la lumiére vasculaire, le NO contribue au maintien de la
fluidité du sang et a ’inhibition de 1'adhésion des plaquettes sanguines et des leucocytes aux
cellules endothéliales. De plus, il prévient et facilite la dissolution d'agrégats plaquettaires
(76) (Figure 12). Le NO peut également affecter 1’activité du systéme fibrinolytique en
régulant la libération du t-PA et de PAI-1, mais aussi inhiber I’expression de divers génes pro-
athérosclérotiques comme la protéine chimioattractante des monocytes (MCP-1) et le facteur
tissulaire. De par ces effets, le NO est considéré comme une molécule signal cytoprotectrice
jouant un réle fondamental dans ’homéostasie vasculaire, et donc fortement impliquée dans

la fonction endothéliale (77).

2.2.2. Meécanisme d’action du NO

Une fois formé, le NO exerce son activité biologique par de nombreux mécanismes, sur
les protéines au sein du cytoplasme, au niveau du noyau ou en diffusant vers les tissus
adjacents (cellules musculaires lisses) et les éléments circulants (par ex. les plaguettes). Le
NO module I’activité de nombreuses enzymes, souvent par nitrosylation directe (1), comme

c’est le cas avec la guanylate cyclase, principale cible du NO. Ainsi le NO diffuse, d'une part,
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Figure 13 : Voie et mode d’action direct du NO

Le principal médiateur de la voie GMPc est la protéine kinase GMPc dépendante (PKG) qui est
responsable de la diminution du Ca®* intracellulaire par I’intermédiaire de la phosphorylation de
diverses protéines. Les PKG sont également responsables d’une activation des canaux potassiques
sensibles au calcium provoquant une hyperpolarisation inhibant I’entrée des ions calcium par
I’intermédiaire des canaux calciques voltage dépendants. Tous ces mécanismes participent a la baisse
de Ca® intracellulaire et vont conduire a la relaxation. Le GMPc peut aussi se lier aux
phosphodiestérases (PDE) qui catalysent la conversion de I’adénosine monophosphate cyclique et
du GMPc en, respectivement, 5'-AMP et 5'-GMP. La PDE 5 est spécifigue du GMPc. D’aprés
(394).



vers la lumiére vasculaire ou il exerce un réle antiagrégant et anti-adhésif sur les plaquettes et
les leucocytes circulants et d'autre part, vers le pole basal de I'endothélium ou il provoque une
relaxation des cellules musculaires lisses en augmentant le taux intracellulaire de guanosine
3,5-monophosphate cyclique (GMPc) (45). En effet le principal mécanisme d’action du NO
produit par ’endothélium est I’activation de la guanylate cyclase des cellules cibles, et le
GMPc formé agit comme un second messager sur des kinases, des phosphodiestérases et des
canaux ioniques (45) (Figure 13). Le NO inhibe 1’adhésion des leucocytes, en partie en
diminuant I’expression de molécules d’adhésion (ICAM-1 et VCAM-1) (34). Il inhibe
l'agrégation et 1’adhésion plaquettaire par l'intermédiaire de plusieurs voies. Par exemple, le
GMPc et la prostacycline du systeme vasculaire agissent ensemble pour diminuer I'agrégation
plaquettaire, par l'augmentation des concentrations plaquettaires d'adénosine monophosphate
cycligue (AMPc) (78). Enfin, les RSNO formés a partir du NO peuvent eux-mémes participer

a la vasodilatation, inhiber I’agrégation plaquettaire et I’adhésion leucocytaire (1).

3. Dysfonction endothéliale : caractérisation, mécanismes impliqués et
conséquences potentielles sur la fonction vasculaire

La dysfonction endothéliale joue un role clé dans le développement d’une large variété de
maladies cardiovasculaires. Elle survient lorsque la synthése/biodisponibilité du NO diminue,
ce qui entraine des effets délétéres non seulement sur le processus de vasodilatation mais
également sur l'adhésion leucocytaire et l'agrégation plaguettaire, de méme que sur la
prolifération des cellules musculaires lisses dans l'intima vasculaire. Elle correspond ainsi a
I’expression d’un phénotype pro-athérogéne au niveau de 1’endothélium vasculaire et elle
signe I’initiation de 1’athérosclérose (4, 7, 8). A ce titre, de nombreuses données montrent que
les facteurs de risque de maladies cardiovasculaires ou de diabéte, responsables d’une
diminution de la disponibilité du NO, conduisent a une dysfonction endothéliale (3, 7, 8, 11,
19, 79).

3.1. Phénotype pro-athérogéne et activation endothéliale

Une perturbation de I’homéostasie de 1’endothélium vasculaire est a ’origine de la
dysfonction endothéliale, qui se caractérise notamment par une altération de la réactivité
vasculaire ainsi qu’un état pro-inflammatoire et pro-thrombotique de I’endothélium (80, 81).
Ce dysfonctionnement, en partie causé par une diminution de la biodisponibilité du NO, est
aggravé par la présence de facteurs de risque cardiovasculaire (80, 81). La diminution du

NO est a I'origine de nombreux événements pathogéniques au niveau de 1’endothélium
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Figure 14: Dysfonction endothéliale : phénotype pro-athérogene et activation endothéliale

La dysfonction endothéliale est caractérisée principalement par une altération de la réactivité
vasculaire NO-dépendante, associée a un état pro-inflammatoire. Ces dérégulations physiologiques et
métaboliques vasculaires prédisposent la paroi vasculaire a une activation endothéliale définit par une
activation des voies de signalisation de I’adhésion leucocytaires. Modifié d’aprés (395).
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Les facteurs de risque cardiovasculaire sont fortement influencés par le style de vie, par I’intermédiaire

des effets sur d’autres nouveaux facteurs de risque tels que la dysfonction endothéliale, I’'inflammation
et le stress oxydant. D’apres (85).



incluant entre autres, une activation plaguettaire, une activation leucocytaire, une
vasoconstriction et une activation endothéliale (80, 81) (Figure 14). Ainsi, lorsque cette
dysfonction endothéliale existe on observe :

- une vasoconstriction, qui en dehors de la diminution du NO peut aussi en étre due a la
production exagérée de facteurs vasoconstricteurs tels que I'ET-I et I'angiotensine 11 (80);

- une activation endothéliale qui se traduit par la libération de nombreuses cytokines pro-
inflammatoires par 1’endothélium (82), favorisant la rupture de la barriere endothéliale, mais
aussi par I’expression de nombreuses molécules d’adhésion cellulaire telles que VCAM-1 ou
ICAM-1 a la surface de I’endothélium, participant a la réaction inflammatoire en favorisant
I’adhésion puis la pénétration dans 1’espace sous-intimal de cellules inflammatoires comme
les monocytes (83).

- une activation plaquettaire et une coagulation imparfaite favorisant les thromboses (35);
Ainsi, la dysfonction endothéliale est considérée comme 1’étape la plus précoce de
I’athérogenese, participant a I’initiation et au développement de la plaque athéromateuse et

précedant les premiéres manifestations cliniques athérothrombotiques (22, 84).

3.2. Facteurs de risque cardiovasculaire et dysfonction endothéliale

Comme mentionné précédemment, tous les facteurs de risque cardiovasculaire connus ont
été associés a un ou plusieurs parametres de dysfonction endothéliale (80, 81). Si I’age,
I’hypertension artérielle, le diabéte de type 2, les dyslipidémies et le tabagisme ont été
clairement identifiés comme des facteurs de risque cardiovasculaire majeurs, il est maintenant
établi que I’obésité androide, la sédentarité et des déséquilibres alimentaires sont des facteurs
de risque cardiovasculaire prédisposant (85) (Figure 15). D’autres facteurs tels que
I’hyperhomocystéinémie (Figure 16), 1’augmentation des concentrations plasmatiques de
marqueurs pro-inflammatoires (inflammation a bas bruit) et pro-thrombotiques sembleraient
constituer de nouveaux facteurs de risque cardiovasculaire ou critéres associés a une
augmentation de risque cardiovasculaire (86, 87) Les facteurs de risque cardiovasculaire
conduisent a des changements moléculaires et biochimiques dans I'environnement vasculaire,
qui peuvent moduler la bioactivité du NO. Les principaux facteurs de risque cardiovasculaire
sont tous associés a une relaxation endothélium-dépendante altérée (13) et par exemple, des
diminutions de la synthése de NO ont été montrées dans des situations d’hypertension, de
diabete de type 2 et d’hypercholestérolémie (15, 88, 89).

L’inflammation a bas bruit est une réponse inflammatoire graduée, de faible intensité, qui

correspond a une situation intermédiaire entre 1’état basal et une réponse inflammatoire
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L’homocystéine peut induire la génération d’anions superoxydes qui réagissent avec le NO pour
former des peroxynitrites. Les lignes continues et pointillées indiquent I’activation et I’inhibition,
respectivement. L’homocystéine augmente les concentrations d’ADMA qui conduisent a une
diminution de la biodisponibilitt du NO. L’homocystéine augmente également I’adhésion

leucocytaire. EC: endothelial cell, VSMCs: vascular smooth muscle cells,

metalloproteinase, NF-kB : nuclear factor-kB. D’apres (7).
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Ang II:
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transporteur des acides aminés cationiques de type 1, DDAH : diméthyl-aminohydrolase, PIP3K :
phosphatidylinositol kinase 3, THB : tétrahydrobioptérine, Tyr K : tyrosine kinase. D’aprés (396).



classique. Elle peut étre induite par un certain nombre de stimuli métaboliques, comme par
exemple les acides gras libres (90), impliqués dans la physiopathologie du syndrome
métabolique (91). En fonction de la réponse inflammatoire induite, 1’endothélium est capable
d’adapter progressivement une synthése et une sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires
et/ou anti-inflammatoires, de facteurs vasodilatateurs et/ou vasoconstricteurs, de molécules
matricielles, de facteurs pro-coagulants et anti-thrombotiques, et de facteurs de croissance
(92). Cependant lorsque les stimuli inflammatoires ou métaboliques perdurent ou sont
imposés de fagon répétée, comme par exemple lors du développement de 1’obésité ou du
diabete de type 2, on observe une inflammation a bas bruit chronique qui contribue a la
dysfonction endothéliale et a la progression du processus athérosclérotique (93).

Enfin, le stress oxydant joue également un réle dans la dysfonction endothéliale et le
développement des maladies cardiovasculaires (94). En effet les différents facteurs de risque
cardiovasculaire (tabagisme, hypertension artérielle, obésité, excés de cholestérol...)
provoquent la synthése de ROS par les cellules endothéliales, par les monocytes et les
macrophages circulants (95).

3.3. Implication du NO dans la dysfonction endothéliale

De nombreuses études ont suggéré qu’une altération de la biodisponibilité du NO était le
mécanisme principal impliqué dans la dysfonction endothéliale (4, 12, 13, 96, 97). Ainsi, une
importante partie des études des mécanismes de la dysfonction endothéliale s’est attachée a
évaluer les mécanismes a I’origine de la baisse de la biodisponibilit¢ du NO. De fagon
générale, une telle baisse de la biodisponibilité peut résulter d’une diminution de sa synthése

ou d’une augmentation de sa dégradation (en particulier par les ROS) (12) (Figure 17).

3.3.1. Diminution de la synthése du NO

Compte tenu des mécanismes connus conduisant a la synthese de NO, une baisse de la
synthese de ce facteur peut résulter, entre autres :

- d’une déficience en L-arginine, substrat de la eNOS. En effet, Wu et al., ont reporté
une diminution de la synthese de NO chez des rats, mesurée par I’excrétion urinaire de NOs’,
apres une restriction de la prise en L-arginine (12). A titre d’illustration, il a été constaté
qu’une supplémentation en arginine pouvait moduler de nombreuses fonctions associées au
NO (22-24, 98);

- de la présence en concentrations augmentées d’inhibiteurs endogénes de la eNOS

comme I’ADMA. 1l a été observé que I’ADMA inhibait de fagon compétitive la synthese de

29



Hypercholesterolemia
Hypertension
Diabetes
Smoking
NAD(P)H oxidase
Xanthine oxidase
Mitoechondria ?

Reactive oxygen species production

Y ©] N
0 4 4

ADMA § NO*+0,* — ONOO- eNOS “uncoupling” T
ﬂ e Peroxynitrite 0 g
eNOS activity § ~di Nl ot

NO*
production 02"
rodiction

Endothelial NO* availability &

Figure 18 : Facteurs de risque cardiovasculaires, stress oxydant et biodisponibilité en NO

Les facteurs de risque cardiovasculaire augmentent la production de ROS qui peuvent réduire la
biodisponibilité¢ du NO par I’intermédiaire d’au moins 3 voies : I’inactivation directe du NO par les
anions superoxydes (O;) conduisant & une perte de bioactivité du NO; I’activité réduite de la NO
synthase due a une augmentation des concentrations d’ADMA, induite par une inhibition de la
diméthyl-aminohydrolase (DDAH); et le découplage de eNOS due a une augmentation de
I’oxydation du BH,. D aprés (397).



nitrates urinaires (25) et conduisait a une diminution de la vasodilatation NO-dépendante de
I’endothélium chez des individus hypercholestérolémiques (12, 99);

- d’une déficience en cofacteurs de la eNOS, en particulier la BH4. Une étude a montré
que l'inhibition de la synthese de BH,4 dans les artéres coronaires conduisait a une diminution
d’activité du NO, a une augmentation de la production de ROS et a un dysfonctionnement
vasculaire; et Stroes et al., ont observé une amélioration de la fonction endothéliale avec une
infusion de BH, chez des patients hypercholestérolémiques (12, 100);

- d’une diminution de I’expression de la eNOS qui peut étre due a une transcription
réduite du gene ou a une diminution de la demi-vie de I’ARNm;

d’une altération des voies de transduction du signal conduisant a I’activation de eNOS.

3.3.2. Augmentation de la dégradation de NO

Comme vu précédemment, la biodisponibilit¢ du NO résulte d’un équilibre dynamique
entre sa synthese et son inactivation, et I’inactivation du NO implique des processus de liaison
mais surtout de dégradation. La diminution de la biodisponibilité du NO est essentiellement
due a une augmentation du stress oxydant (avec une augmentation de I’activité des radicaux
libres), comme c’est le cas en présence de maladies cardiovasculaires ou de facteurs de risque
cardiovasculaire (101) (Figure 18). Les ROS tels que les superoxydes et le peroxyde
d’hydrogeéne interagissent avec le NO, ce qui non seulement réduit sa demi-vie mais conduit a
la production de peroxynitrites tres réactifs. Toutes ces espéces réactives peuvent modifier de
facon covalente eNOS et diminuer son activité (12). Les sources de ces radicaux libres
incluent la xanthine oxydase, la NADPH oxydase et eNOS elle-méme (sous sa forme
découplée) (12). De nombreuses études ont observé une augmentation de la production de
ROS au niveau des artéres prélevées sur des animaux hypercholestérolémiques ou atteints de
pathologies cardiovasculaires, en comparaison a des animaux sains (102-104). En outre, des
¢tudes d’intervention ont montré que 1’administration de la superoxyde dismutase (SOD) ou
de vitamines antioxydantes, réduisait I’altération de la vasodilatation NO-dépendante
observée chez des animaux atteints de pathologies athérosclérotiques (104). Ainsi, le stress
oxydant est considéré comme le phénomene clé impliqué dans la diminution de la
biodisponibilité du NO.
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B. Importance de la dysfonction endothéliale dans la
physiopathologie du syndrome métabolique

1. Définitions du syndrome métabolique et prévalence

Le syndrome métabolique est un probleme de santé publique majeur, s’accroissant dans le
monde entier. 1l désigne une constellation de facteurs de risque cardiométabolique étroitement
liéss a la progression du diabéte de type 2 et des maladies cardiovasculaires, dont
I’athérosclérose (105).

Le terme de syndrome métabolique n’est devenu largement utilisé que depuis son
introduction en 2001 par le « National Cholesterol Education Program — Adult Treatment
Panel 111 » (NCEP/ATP III) (106). Le concept de syndrome a été évoqué pour la premiere fois
en 1923 par Kylin, qui a démontré I’association de I’hypertension, de I’hyperglycémie et de la
goutte. Les éléments de base du syndrome métabolique ont ensuite été décrits dans les années
1940 par Vague, qui a declaré que 1’obésité viscérale était communément associée aux
anomalies métaboliques trouvées dans les maladies cardiovasculaires et le diabete de type 2.
En 1988, Reaven désigne sous I’appellation du syndrome X, 1’association de 1’intolérance au
glucose, de la résistance a l'insuline/hyperinsulinémie, de lI'obésité centrale, de la dyslipidémie
et de I’hypertension artérielle; et propose que l'insulino-résistance et I'hyperinsulinémie soient
les causes sous-jacentes de ces anomalies. Il suggére que ces anomalies coexistent chez un
individu de fagon non aléatoire et qu’elles sont impliquées dans I’initiation et la progression
des maladies cardiovasculaires et du diabéte de type 2 (107). Depuis, différentes définitions
ont été proposées par différentes organisations. Aprés une démarche initiale de 1’organisation
mondiale de la santé (OMS) en 1999, visant a définir le syndrome meétabolique selon une
approche physiopathologique qui reposait sur 1’évaluation de marqueurs de résistance a
I'insuline, le NCEP/ATP Il en 2001, puis la Fédération International du Diabéte (IDF) en
2005 ont proposé une approche plus clinique ayant pour objectif de fournir des criteres
aisément utilisables en pratique, afin de faciliter le diagnostic du syndrome meétabolique et
donc les patients a risque de développer un diabéte de type 2 et des maladies cardiovasculaires
(Tableau 1). Un consensus a alors été proposé en 2009 par de nombreuses organisations
scientifiques internationales, considérant le syndrome metaboligue comme un probléme
complexe multifactoriel de santé, incluant une insulino-résistance/hyperinsulinémie, des
troubles de tolérance au glucose, de I’hypertension artérielle, une dyslipidémie caractérisée
par une élévation des triglycérides et un taux bas de cholestérol-HDL, et une obésité

abdominale évaluée par le tour de taille. Després a notamment introduit la notion de « tour de
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taille hypertriglycéridémique » afin de dépister I'obésité viscérale associé a une anomalie
importante, 1’élévation de la triglycéridémie (108). La définition de I''DF/AHA/NHLBI
(American Heart Association, National Heart, Lung and Blood Institute) est née de la volonté
de fournir une définition unique utilisable partout dans le monde, ou les seuils utilisés pour le
tour de taille sont spécifiques au pays et a l'origine ethnique. Ainsi la définition « clinique »
du syndrome métabolique chez le sujet sain implique la présence de 3 facteurs de risque
cardiovasculaire sur les 5 suivants : exces de tour de taille, élévation de la triglycéridémie,
faible HDL-cholestérolémie, élévation de la pression artérielle, élévation de la glycémie, ou
présence alternativement de traitement médicamenteux pour réduire ces facteurs de risque
(109, 110).

La prévalence du syndrome métabolique dépend de sa définition, de ’année de 1’étude,
de I’age, du sexe, de I’ethnie de la population, ce qui complique les analyses entre pays et
entre continents (111). Il n’existe donc pas de chiffres mondiaux de prévalence pour le
syndrome meétabolique. Néanmoins, indépendamment des différences de définitions et de
critéres, il est a ce jour clairement établi que la prévalence du syndrome métabolique s’accroit
dans le monde. Cette augmentation constante est étroitement liée a la progression de 1’obésité,
posant ainsi de sérieux problemes de santé publique. La prévalence du syndrome métabolique
(selon les criteres NCEP-ATP 111, 2001) varierait de 8% a 43% chez les hommes et de 7% a
56% chez les femmes partout dans le monde (111). Aux Etats-Unis, le syndrome métabolique
concerne globalement 25 a 30 % de la population adulte (112). En France, quelques données
sont disponibles, notamment au travers de 1’¢tude DESIR, avec une prévalence estimee a 16

% pour les hommes et 11 % pour les femmes (113).

2. La dysfonction endothéliale associée au syndrome métabolique : un
role physiopathologique de premier plan

2.1. Physiopathologie du syndrome métabolique

L'étiologie du syndrome métabolique est complexe et multifactorielle. Bien que la
littérature scientifique sur le sujet soit abondante et croissante, il n’y a actuellement pas
d’arguments décisifs en faveur d’une cause unique responsable de 1’ensemble des anomalies.
La nature exacte des interactions entre les diverses composantes du syndrome métabolique,
ainsi que leur ordre d’importance et d’apparition, demeurent mal compris (114). L'état actuel
des connaissances suggére néanmoins que 1’obésité viscérale abdominale (115), la résistance

a l'insuline (107) et une inflammation chronique a bas bruit sont les principaux processus
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susceptibles d’expliquer le développement des différentes anomalies observées chez les
individus atteints du syndrome métabolique. Cependant, les mécanismes ne sont pas encore
clairement élucidés. Actuellement, de plus en plus d'études suggérent qu'une dysfonction du
tissu adipeux jouerait un réle important dans le développement des diverses composantes du
syndrome métabolique (116, 117). L’hypothése la plus universellement acceptée est le
développement d’une insulino-résistance dans les tissus sensibles tels que le foie et le muscle,
en raison de I’exces d’acides gras libres circulants provoqué par 1’obésité.

Des données indiquent que le syndrome métabolique est précédé par un exces de tissu
adipeux viscéral (115), associé a un état pro-inflammatoire (118) et a des troubles du
métabolisme lipidique. L’altération du métabolisme des acides gras libres constitue un
mécanisme important a 1’origine de I’insulino-résistance qui s’accompagne d’une
hyperinsulinémie compensatrice. Les adipocytes intra-abdominaux hypertrophiés sont
caractérisés par un état hyperlipolytique qui entraine une résistance a I’effet anti-lipolytique
de I’insuline. IIs sont ainsi le siége d’une lipolyse accrue conduisant a une augmentation des
concentrations plasmatiques d'acides gras libres circulants (119, 120). L’¢lévation du flux
d’acides gras libres entraine une diminution du transport du glucose vers les tissus
périphériques comme le muscle et le tissu adipeux, une diminution de son stockage au niveau
hépatique, une altération de la glycogénolyse et de la néoglucogenese hépatique, ce qui
entraine une hyperglycémie (figure 19) (91, 119, 121).

L’¢élévation des acides gras libres conduit & une stabilisation de la production de
I’apolipoprotéine B, la lipoprotéine majeure des lipoprotéines de tres faible densité (VLDL).
Ceci résulte en une augmentation de la production de VLDL, qui sont riches en triglycérides
et donc a une hypertriglycéridémie (figure 19). La dyslipidémie observée lors du syndrome
métabolique se traduit aussi par une diminution de la concentration en HDL-cholestérol et une

augmentation de celle en LDL-cholestérol athérogene (91, 122).

Au-dela de son réle dans le stockage des lipides, le tissu adipeux est un organe endocrine
et paracrine produisant de nombreuses molécules regroupées sous le terme d’adipokines
(figure 20). Ces molécules sont impliquées localement ou de maniére endocrine dans un grand
nombre de processus physiologiques et pathologiques, dont la réponse immune et
inflammatoire, et la régulation de la balance énergétique. Les adipokines ont un réle
d’interface entre 1’obésité et les éveénements moléculaires qui conduisent a la résistance a
I'insuline, I’inflammation, la dyslipidémie, I’hypercoagulabilité et les anomalies endothéliales

associees a I’athérosclérose et au syndrome métabolique (123). Les mécanismes qui
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conduisent a I’activation de 1’inflammation dans le tissu adipeux ne sont que partiellement
compris. L’accumulation d’acides gras libres dans les adipocytes viscéraux pourrait initier le
processus en induisant un état de stress cellulaire. Plusieurs mécanismes semblent impliqués.
Le premier résulte d’un stress du réticulum endoplasmique dans le tissu hépatique, adipeux et
dans les macrophages qui l’infiltrent (124, 125). En réponse a ce stress, les voies de
signalisation de I’inflammation NF-kB et JNK sont activées. Ces voies sont également
activées par un second mécanisme de stress cellulaire qui repose sur la production de radicaux
libres suite a 1’activation de la NADPH oxydase par I’accumulation lipidique (124, 126). Une
action similaire pourrait enfin résulter de I’accumulation intracellulaire de métabolites des
acides gras libres tels que le diacylglycerol (124, 127). L’activation de ces voies accroit la
production par le tissu adipeux d’adipokines pro-inflammatoires (TNFa, IL-6, IL-1B, leptine,
resistine...) (Figure 19) (128), dont certaines comme le TNFa activent a leur tour d’avantage
les voies NF-xB et JNK. Il existe parallelement une augmentation de I’expression de facteurs
de transcription, de récepteurs membranaires, de molécules d’adhésion, de chimiokines
(MCP-1...) et d’autres médiateurs (PAI-1) impliqués dans la physiopathologie du syndrome
métabolique. Sous I’action de MCP-1, de nouveaux monocytes sont recrutés au sein du tissu
adipeux, ou ils sécretent des cytokines et des chimiokines similaires a celles produites par les
adipocytes ainsi que d’autres molécules qui amplifient le développement de 1’inflammation.
La fixation des acides gras libres sur le récepteur TLR4 contribue également a I’activation de
ces voies de I’inflammation (90). Il est important de noter que la résistance a I'insuline peut
également, par elle-méme, promouvoir 1’inflammation (91). L’inflammation apparait donc a

I’interface entre 1’obésité viscérale et le syndrome métabolique.

Enfin, I’élévation de la pression artérielle retrouvée chez les patients atteints de syndrome
métabolique semble étre la résultante de plusieurs phénomeénes. L'obésité serait impliquée
dans ['étiologie de [I'hypertension par des mécanismes affectant la vasoconstriction,

notamment par I’intermédiaire d’une libération accrue d’angiotensinogeénes (129) (Figure 19).

Ainsi la résistance a I'insuline est associée a 1’obésité viscérale abdominale mais le sens
du lien de causalité entre ces deux phénomenes reste debattu. L’essentiel des critéres qui
contribuent a définir le syndrome métabolique peut étre lié a I’insulino-résistance, mais celle-
ci ne rend pas compte de toutes les anomalies observées chez ces patients et d’autres facteurs
semblent étre impliqués. En plus de ces composantes classiques, d’autres désordres
pathologiques non inclus dans les définitions ont été identifiés plus récemment chez les sujets

présentant un syndrome métabolique. Ces anomalies sont étroitement associées a un stress
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Figure 21 : Concentration de nitrites plasmatiques chez les individus sains (controls) ou atteints
de syndrome métabolique

*P<0,05. Modifié d’aprés (14).
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Figure 22 : Synthése de NO chez les patients obéses présentant un syndrome métabolique

Synthése individuelle (points) et moyenne (barre) de NO chez des sujets obéses avec ou sans
syndrome métabolique (MetSyn), comparativement & des sujets sains de poids normal. D’aprés (17).



oxydant accru et a une dysfonction endothéliale (91). Il parait donc important de comprendre

le lien entre ces anomalies et le syndrome métabolique.

2.2. NO et physiopathologie du syndrome métabolique

2.2.1. Implication du NO dans la physiopathologie du syndrome métabolique

Chez les patients atteints de syndrome métabolique, une diminution des concentrations
plasmatiques de nitrites par rapport aux individus sains a été observée, reflétant une altération
de la synthése et/ou biodisponibilité du NO (14) (Figure 21). Ces donneées ont été récemment
confirmées dans une étude ou il a été observé une diminution de la synthese du NO corps
entier, chez des patients atteints de syndrome métabolique. Dans cette méme étude, les
niveaux de synthése du NO chez les patients obéses non atteints de syndrome métabolique
étaient intermédiaires entre les individus sains et ceux atteints de syndrome métabolique (17)
(Figure 22). Cette altération de la synthése du NO semble liée aux différentes composantes du
syndrome métabolique. Elle est retrouvée chez les patients obeses, hypertendus, ou encore
insulino-résistants (130). Notamment, la présence d’insulino-résistance est associée a une
diminution de la synthése de NO et de I’activité de la eNOS (9). Le stress oxydant, qui
accompagne la présence de syndrome métabolique, est aussi considéré comme un des
phénomeénes-clés impliqués dans la diminution de la biodisponibilité du NO. Par ailleurs, la
présence du syndrome métabolique a été associée aux polymorphismes du géne de la eNOS
chez I’homme (131). De fagon intéressante, il a été montré que les souris déficientes pour le
géne de la eNOS, affichaient plusieurs des composantes du syndrome métabolique, y compris
I’hypertension, la dyslipidémie, 1’insulino-résistance et une prise de poids accrue (132)
(Figure 23). D’autre part, plusieurs travaux ont mis en évidence des effets bénéfiques d’une
supplémentation en arginine sur les composantes du syndrome métabolique, qui seraient en
partie attribués a la modulation de la voie de signalisation du NO. Il a ainsi été montré chez
I’homme, qu’une supplémentation orale a long terme en arginine diminuait la masse adipeuse
chez les patients obeses atteints de diabéte de type 2 (133) et qu’elle améliorait la sensibilité a
I’insuline (134).

2.2.2. Dysfonction endothéliale au sein du syndrome métabolique

La dysfonction endothéliale est I'anomalie la plus précoce de l'atteinte vasculaire et
participe activement a I’initiation et a la progression de 1’athérosclérose associée au syndrome

métabolique. Un état de dysfonction endothéliale est diagnostiqué de fagon précoce chez les
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Figure 23 : Effet de I'invalidation du géne de la eNOS chez la souris sur les composantes du
syndrome métabolique

*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001. Modifié d’apres (132).



patients atteints de syndrome métabolique. En effet, la dysfonction endothéliale est bien
décrite chez les sujets atteints d'hypertension artérielle, d’hypertriglycéridémie, avec un faible
taux d’HDL-cholestérol et une intolérance au glucose (105). Le mécanisme exact par lequel le
syndrome métabolique induit la dysfonction endothéliale reste a préciser. Beaucoup des
composantes du syndrome métabolique, telles que I'nyperglycémie, 1’excés d’acides gras
libres et I'insulino-résistance, peuvent entrainer une dysfonction endothéliale par leurs effets
sur la synthése et la dégradation du NO (135), qui se caractérise notamment par une altération
de la vasodilatation endothélium dépendante, une réduction de la compliance artérielle et une
accélération du processus d’athérosclérose (91). Récemment, il a été rapporté que la
combinaison de facteurs de risque du syndrome métabolique était associée a une diminution
de la vasodilatation dépendante du flux sanguin ou FMD (pour Flow mediated-dilation; voir
chapitre E) (136). Les anomalies métaboliques, hormonales et hémostatiques les plus
fréquentes chez les patients atteints du syndrome métabolique, qui peuvent contribuer a la
dysfonction endothéliale, sont : I'hyperinsulinémie, I'nyperglycémie, I'hypertriglycéridémie,
I’hypoHDLémie, des concentrations élevées d'acides gras libres, de LDL-cholestérol,
d'apolipoprotéine B, de facteur de croissance a I’insuline-1, d'angiotensine Il, de PAI-1, de
CRP, ainsi que le stress oxydant (91, 137).

L'accumulation du tissu adipeux viscéral joue un réle délétére sur la fonction endothéliale
(138). De récentes observations ont montré que les cytokines produites par le tissu adipeux,
induisaient une inflammation chronique conduisant a une résistance a l'insuline et a une
dysfonction endotheliale. 1l a également été montré qu’une augmentation des concentrations
de PAI-1 et de la CRP, ainsi qu’une diminution des concentrations plasmatiques
d'adiponectine (139), étaient corrélées a une dysfonction endothéliale (140). En outre, la
dysfonction endothéliale a été décrite chez les enfants atteints d'obésité sévere, suggérant
qu’elle pourrait étre une étape précoce liant 1’obésité et l'athérosclérose (141).
L'hyperinsulinémie et la résistance a I'insuline jouent également un réle important dans la
dysfonction endothéliale. Bien que normalement, l'insuline stimule la synthese de NO et
augmente la vasodilatation induite par le NO, son action est diminuée ou annulée en cas de
résistance a l'insuline, comme c’est le cas dans le syndrome métabolique. Le mécanisme exact
par lequel la résistance a l'insuline induit une dysfonction endothéliale reste a clarifier, mais il
a été suggéré, qu’en plus de la diminution de la synthése de NO et de la réponse au NO, la
résistance a l'insuline est associée a une augmentation de la synthese de I'ET-1 (142), qui peut
provoquer une vasoconstriction et qui joue un réle important dans le développement de

I'nypertension artérielle (137). De plus I’insulino-résistance conduit a 1’expression de
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Figure 24 : Inflammation a bas bruit, dysfonction endothéliale et syndrome métabolique

L’état d’inflammation chronique contribue au syndrome métabolique. Les facteurs inflammatoires
dérivés du tissu adipeux, du foie et des cellules du systeme immunitaire conduisent a une dysfonction
endothéliale, qui contribue au développement des maladies cardiovasculaires. CVDs : cardiovascular
diseases, FFA : free fatty acids, MS : metabolic syndrome. D’apres (399).
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Figure 25 : Implication du stress oxydant dans la physiopathologie du syndrome métabolique

Implications des TBARs (thiobarbituric acide active substances) et du cholestérol (facteur de
correction) plasmatiques chez les individus sains (barre blanche) ou atteints de syndrome métabolique
(barre noire). *P<0,001. D’aprés (147).



molécules d’adhésions vasculaires et a I’activation de la prolifération des cellules musculaires
lisses (91). L’hypercholestérolémie participe aussi a la genese de la dysfonction endothéliale.
Le dépdt de cholestérol dans les couches sous-endothéliales induit un état inflammatoire avec
I’intervention de macrophages, le recrutement de cellules lymphocytaires et 1’oxydation des
LDL. Cet etat inflammatoire conduit a une diminution de la biosynthese et a une inactivation
du NO (143). L’hyperglycémie altére directement la fonction endothéliale, en induisant
I’apoptose des cellules endothéliales, en diminuant leur prolifération, en augmentant leur
perméabilité et en diminuant la biodisponibilité du NO (144). Enfin 1’élévation chronique de
la pression artérielle est souvent associée a une diminution de la vasodilatation endothélium-
dépendante. Chez les sujets hypertendus, la dysfonction endothéliale semble étre
principalement due & une anomalie de la biodisponibilit¢ du NO, mais pourrait aussi étre
secondaire a une libération accrue de facteurs vasoconstricteurs, tels que les radicaux libres
(145). Ainsi, la dysfonction endothéliale agirait comme un précurseur commun reliant
I’inflammation chronique, 'obésité, la résistance a 1’insuline, et le développement de maladies

cardiovasculaires (105) (Figure 24).

2.2.3. Stress oxydant dans le syndrome métabolique

Les marqueurs de risque cardiovasculaire classiques sont associés a une augmentation du
stress oxydant qui se traduit par une bioactivité réduite du NO (105). Ainsi, le stress oxydant
vasculaire constitue un autre mécanisme physiopathologique du syndrome métabolique lié a
la dysfonction endothéliale (105). Le stress oxydant est décrit comme un mécanisme
important dans la physiopathologie de 1’obésité et du syndrome métabolique (126). Une forte
association est retrouvée entre le diagnostic d’un syndrome métabolique et 1’état de stress
oxydant (146). De plus, les marqueurs du stress oxydant sont augmentés chez les patients
présentant un syndrome meétabolique (Figure 25) (147). En effet, les composantes du
syndrome métabolique sont caractérisées par une surproduction de ROS. L’obésité
abdominale, les désordres du métabolisme lipidique, tels que I’accumulation des lipides au
niveau hépatique, ainsi que I’insulino-résistance qui en résulte, mais aussi I’hyperglycémie,
activent la génération de ROS par différentes sources (cytochromes, mitochondries et
peroxysomes). Divers mécanismes sont avancés pour expliquer cette surproduction de ROS,
parmi lesquels I’excés de peroxydation lipidique, 1I’oxydation des LDL et la surexpression de
la NADPH oxydase. En paralléle, les défenses antioxydantes sont significativement abaissees
chez les patients atteints de syndrome métabolique, aggravant ainsi 1’état de stress oxydant

(148). A titre d’exemple, les concentrations plasmatiques des vitamines C et E, qui participent
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Figure 26 : Concentrations plasmatiques de vitamine C et E chez les individus sains ou atteints
de syndrome métabolique.

Concentrations plasmatiques de vitamine C et E (alpha-tocophérol) chez les individus sains (barre
blanche) ou atteints de syndrome métabolique (barre noire). *P<0,001. D’apres (147).
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Figure 27 : Hyperglycémie et dysfonction endothéliale postprandiale

Postulat de I’effet de I’"hyperglycémie représentée ici comme une forte houle déchainant la vague
d’événements postprandiaux indésirables. D’aprés (400).



aux deéfenses antioxydantes non-enzymatiques de 1’organisme, sont abaissées
significativement en présence de syndrome métabolique (Figure 26) (147). Ces données
soutiennent 1’idée d’un role du stress oxydant dans la dysfonction endothéliale associée au
syndrome métabolique. Ce dernier entraine des dommages cellulaires et vasculaires favorisant
I’installation de I’insulino-résistance, de la dysfonction endothéliale et de 1’inflammation
(149). 1l participe de fagon critique au développement et a la progression des maladies
cardiovasculaires et du diabéte de type 2 (150, 151).

En conclusion, la physiopathologie du syndrome métabolique est régie par des
phénoménes complexes interagissant entre eux et dépendant les uns des autres. L’état de
connaissance actuelle ne permet pas encore de les hiérarchiser complétement. Les
dysfonctions telles que le stress oxydant et la dysfonction endothéliale, pouvant contribuer a
différentes échelles aux mécanismes physiopathologiques associés au syndrome métabolique,
représentent de nouveaux mecanismes-cibles pour la compréhension des processus régissant
ce syndrome, et permettent ainsi de développer de nouvelles stratégies pour sa prise en

charge.

3. Role de la dysfonction endothéliale postprandiale dans la
physiopathologie du syndrome métabolique

La phase postprandiale est une phase critique de gestion métabolique de ’afflux de
nutriments. En effet, lors de cette phase, la dynamique métabolique doit permettre de
satisfaire aux principes de 1’homéostasie tout en permettant une utilisation optimale de
I’arrivée des nutriments. De trés nombreuses études ont démontré que de fortes provocations
métaboliques, avec des repas riches en acides gras saturés et en sucres simples, entrainent des
phénoménes déléteres d’inflammation a bas bruit et de stress oxydant qui sont étroitement liés
a une dysfonction endothéliale (152-158).

L’ampleur et la chronologie d’apparition de ces phénoménes sont étroitement liées a
I’excursion lipémique et glycémique postprandiales (157, 159). En effet, I’hyperglycémie
implique des processus metaboliques qui sont responsables d'une augmentation de la
production de radicaux libres et d’un stress oxydant (Figure 27). Ces modifications favorisent
la dysfonction endothéliale qui se traduit notamment par un état pro-thrombotique et pro-
inflammatoire. 1l a été rapporté que chez des sujets atteints de diabéte de type 2, une
hyperglycémie postprandiale était associee a une dysfonction endothéliale (160, 161).

L’équipe de Giugliano a, quant a elle, montré que I’induction d’une trés forte hyperglycémie
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Figure 28 : Altération de la vasodilatation endothelium-dépendante induite par une charge orale
modérée en glucose chez des sujets sains

La vasodilatation endothélium-dépendante de I’artére brachiale et de la microcirculation de I’avant-
bras est réduite 1 h aprés I’ingestion de 75 g de glucose (barre noire) comparativement aux
conditions a jeun (barre grise). *: P < 0.001, 1: P <0.002. D’apres (163).
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Figure 29 : Altération postprandiale de la FMD apres I’ingestion d’un repas hyperlipidique ou
de faibles doses de lipides

Une diminution postprandiale de la réactivité vasculaire chez des sujets sains (n=10) est observee
aprés un repas hyperlipidique (High-fat, 900 kcal contenant 50g de lipides) par rapport a un
repas contenant de faibles doses en lipides (Low-fat, 900 kcal, 13mg cholestérol). D’aprés (156).
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Figure 30 : Dysfonction endothéliale observée pendant la phase postprandiale

Concept de la vague d’événements indésirables caractérisant la dysfonction endothéliale induite
pendant la phase postprandiale. D’apreés (400).



chez des sujets sains, provoquait une diminution des fonctions vasculaires, de facon NO-
dépendante (162). Une autre étude a montré, chez des sujets sains, une altération de la
vasodilatation endothélium-dépendante induite par une charge orale modérée en glucose (163)
(Figure 28). Enfin, il a également été montré que 1’hyperlipidémie induit une altération des
fonctions vasculaires en situation postprandiale (156) (Figure 29). Cette altération se traduit
notamment par une activation endothéliale caractérisée, en partie, par une augmentation de
I’état pro-coagulant.

Il semble que la dysfonction endothéliale observée en situation postprandiale joue un réle
prépondérant dans [D’initiation et le développement de 1’athérosclérose et du syndrome
métabolique (Figure 30). En effet, I’ensemble des phénomenes inflammatoires postprandiaux
est d’autant plus patent que les sujets présentent un syndrome métabolique (164) et de fagcon
plus générale, lorsque les sujets présentent au préalable une moindre capacité de régulation
métabolique, associée a des facteurs de risque de maladies cardiovasculaires et diabétiques.
Ainsi, le paradigme actuel est que la répétition de ces evenements transitoires et silencieux,
lors des phases postprandiales, pourrait étre un mécanisme d’initiation et de progression des

dérégulations métaboliques et des maladies cardiovasculaires et diabétiques (154, 165).

3.1. Inflammation a bas bruit et dysfonction endothéliale postprandiale

L’inflammation postprandiale, décrite au niveau systémique (153, 161) a été rapportée au
niveau des leucocytes circulants (158, 159), du tissu adipeux viscéral (166), et bien sdr au
niveau vasculaire. Elle se traduit par I’augmentation des concentrations circulantes en
molécules d’adhésion endothéliales (ICAM-1 et VCAM-1) (155), ou par D’altération de
fonctions plus larges ou intégratives relevant de la fonction endothéliale et attestant de
I’activation de nature inflammatoire de I’endothélium. De trés nombreuses études ont
démontré que des repas de charge hyperlipidiques et/ou hyperglucidiques induisent une
augmentation postprandiale des concentrations plasmatiques en facteurs pro-thrombotiques
(par ex. PAI-1), en cytokines pro-inflammatoires (par ex. IL-6, IL-8), et en molécules
d’adhésion (par ex. ICAM-1, VCAM-1) chez des sujets sains ou a risque cardiovasculaire
(152, 154). De fagon assez nette, 1’équipe de Van Oostrom a rapporté que des repas de charge
induisaient chez le sujet sain une altération de la fonction endothéliale associée a une
inflammation a bas bruit postprandiale, se traduisant notamment par une augmentation des
neutrophiles (167). Cette hypothése a été renforcée par 1’observation d’une augmentation
postprandiale de I’expression de marqueurs d’activation des leucocytes, impliqués dans

I’adhésion a 1’endothélium, chez des sujets sains apres un repas hyperlipidique (158, 159)
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Figure 31 : Expression de marqueurs pro-inflammatoires au niveau de cellules endothéliales,
cultivées en présence de lipoprotéines riches en triglycérides (TGRL)

L’incubation dans le milieu de culture d’HUVEC, de TGRL prélevés chez des sujets
hypertriglycéridémiques, a jeun (TO) ou 4 h aprés I’ingestion d’un repas hyperlipidique (PP, 82 % de
lipides), induit une augmentation significative de I’expression de marqueurs pro-inflammatoires. Pour
tous ces marqueurs, cette augmentation est beaucoup plus marquée en utilisant des TGRL prélevés en
situation postprandiale. D’aprés (401).



(Figure 31). Dés la phase postprandiale, il y aurait donc une augmentation du nombre de
neutrophiles, et de leur capacité d’adhésion a 1’endothélium, qui caractériserait ainsi 1’état
pro-inflammatoire aigu postprandial (158). Enfin, I’apparition d’un stress oxydant semble étre
un important contributeur a I’inflammation postprandiale (168, 169) et a la dysfonction

endothéliale.

3.2. Stress oxydant et dysfonction endothéliale postprandiale

Un grand nombre d’études rapporte une augmentation du stress oxydant aprés une charge
alimentaire (170, 171), en étroite relation avec 1’apparition des phénomenes inflammatoires
(172). De facon intéressante, deux études ont montré une augmentation de la synthese de ROS
par les leucocytes aprés un repas hyperlipidique (172, 173). Un élément important, en faveur
de I’implication du stress oxydant dans la dysfonction endothéliale postprandiale, est fourni
par les différentes études qui ont montré qu’un prétraitement ou la co-administration de fortes
doses de vitamines et/ou de substances antioxydantes, aprés un repas hyperlipidique ou
hyperglucidique, prévenait I’altération de la FMD et réduisait 1’expression de certains
marqueurs inflammatoires et de molécules d’adhésion dans la phase postprandiale, tels que
I’IL-6, le TNF-0, VCAM-1 et ICAM-1 (174, 175). L’ensemble de ces études suggérent que le
stress oxydant postprandial est un mécanisme explicatif majeur impliqué dans la dysfonction
endothéliale postprandiale (169). De plus, au niveau vasculaire, la production/biodisponibilité
du monoxyde d’azote est bien connue pour étre trés sensible au statut redox (168). Cependant,
au cours de la phase postprandiale, le métabolisme du NO n’a été que trés peu exploré. Enfin,
il est & noter que certaines études n’ont pas rapporté de stress oxydant postprandial, mais cela
pourrait s’expliquer par un choix de marqueurs insuffisamment sensibles, ou par le fait que les
signes du stress oxydant au niveau systémique (c.-a-d. évalué a partir du plasma) sont

intrinsequement faibles.

Bien que les mécanismes n’aient pas encore été totalement élucidés, il est donc
communément admis que I’hyperlipidémie et I’hyperglycémie induisent une dysfonction
endotheéliale par I’intermédiaire de phénomeénes déléteres de stress oxydant et d’inflammation
a bruit. De facon intéressante, des supplémentations en certains acides amines, jouant un role
important dans la synthése du NO ou encore dans I’homéostasie redox, sembleraient moduler
la fonction endothéliale. L’apport protéique pourrait ainsi jouer un réle dans la modulation
nutritionnelle de la fonction endothéliale et ainsi dans la prévention du syndrome métabolique

et des maladies cardiovasculaires de facon plus générale.
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Figure 32 : Effet d'un apport en arginine sur la FMD postprandiale de sujets sains

Cinétique postprandiale de la FMD chez des sujets sains (n=15) aprés I’ingestion d’un repas
hyperlipidique seul (1 g lipides/kg de poids corporel, ligne continue) ou avec de 2,5 g d’arginine (ligne
pointillée). L ajout de 2,5 g d’arginine au repas de charge prévient la diminution postprandiale de la
FMD. *P<0,0125, significativement différent du basal; § P<0,0125, significativement différent
du repas de charge. D’aprés (178).



3. Role d’un apport protéique dans la prévention du syndrome
métabolique.

Peu d’études ont été réalisées sur les effets de modulation de 1’apport alimentaire
protéique sur les fonctions vasculaires, mais il semble intéressant d’analyser avec précision le
potentiel d’un apport protéique a moduler la fonction endothéliale, et d’évoquer les possibles
mécanismes sous-jacents. Récemment, il a été démontré que 1’addition de charges protéiques
a un repas hyperlipidique neutralisait la dysfonction endothéliale induite chez des sujets sains
(176, 177). En effet, Westphal et al., ont montré que I’ajout de protéines a un repas
hyperlipidique permettait de maintenir, inaltérée, la fonction endothéliale tout au long de la
période postprandiale. Ainsi la supplémentation en protéines du repas de charge lipidique a
prévenu 1’apparition de la dysfonction endothéliale postprandiale. Les auteurs ont formulé
différentes hypotheéses pour expliquer ce résultat. Tout d’abord, la supplémentation en
protéines a trés fortement majoré I’excursion insulinique postprandiale. Comme 1’insuline a
un effet direct favorable sur la fonction endothéliale, ils ont supposé que ’effet favorable des
protéines pourrait s’expliquer en grande partie par leur effet insulinotrope. Les auteurs ont
aussi proposé que I’apport d’arginine par les protéines puisse expliquer la préservation de la
fonction endothéliale. Cette hypothése a été étayée par la suite, par cette méme équipe, qui a
montré que 1’ajout de 2,5 g d’arginine au repas hyperlipidique suffisait a prévenir 1’altération
postprandiale de la fonction endothéliale (178) (Figure 32), confirmant un résultat précédent
obtenu avec une dose d’arginine beaucoup plus forte (179). Ainsi, I’ensemble de ces travaux
suggére que la nature de I’apport protéique et sa composition en acides aminés sont
importants pour évaluer 1’effet d’une supplémentation protéique sur la fonction endothéliale

vasculaire.

La littérature sur la modulation de la fonction endothéliale par un apport protéique est
principalement centrée sur 1’effet de supplémentations en acides aminés ayant un impact
potentiel sur les différentes fonctions de 1’endothélium. Une importante littérature s’est

concentrée sur I’impact de 1’arginine, en tant que précurseur du NO.

C. Intérét d’'un apport en arginine dans la modulation
nutritionnelle de la dysfonction endothéliale

La modulation nutritionnelle de la fonction endothéliale, au travers de la modulation de la

synthese de NO, chez I’homme sain, a risque ou malade, a fait I’objet d’un fort intérét depuis
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les années 90 (16, 21). L’arginine, acide aminé présent dans les protéines alimentaires, se
trouve étre le précurseur biochimique du NO. L’arginine a donc été naturellement considéree
depuis longtemps comme un candidat sérieux a cette modulation du signal NO et il a été
constaté que la supplémentation en arginine pouvait moduler, de fait, de nombreuses
fonctions associées au NO (22-25, 98). Chez I’Homme notamment, il a été démontré que des
supplémentations aigués ou chroniques en L-arginine, a fortes doses, avaient un effet
bénéfique sur la fonction endothéliale et I’homéostasie redox de sujets malades ou a risque
cardiovasculaire (24, 180). Il semble donc intéressant de comprendre, a quelles doses, chez
quel type de sujets et par quels mécanismes précis, 1’arginine exerce des effets bénéfiques sur

les fonctions vasculaires.

Afin de comprendre comment un apport alimentaire en arginine est susceptible de
moduler la fonction endothéliale par I’intermédiaire de la synthése en NO, il est nécessaire

d’avoir un bref aper¢u du métabolisme de I’arginine.

1. Métabolisme de I'arginine

L’arginine, acide aminé conditionnellement essentiel chez I'Homme, est l'un des acides
aminés les plus polyvalents, et sert de précurseur pour la synthese des protéines, du NO, de
I'urée, des polyamines, de la proline, du glutamate, de la créatine et de I'agmatine (181). Les
roles physiologiques et les relations entre les voies de synthése et de catabolisme de 1’arginine
sont complexes et difficiles a analyser, en raison de I'expression compartimentée des diverses
enzymes, a la fois au niveau des organes (par ex. le foie, l'intestin gréle et les reins) et au
niveau subcellulaire (cytosolique et mitochondrial), mais également en raison des
changements dans leur expression au cours du développement et en réponse a l'alimentation,
aux hormones et aux cytokines (54). Le métabolisme de Il'arginine est aussi modulé par les
activités de divers transporteurs qui transportent 1’arginine et ses métabolites a travers les
membranes plasmiques et mitochondriales (182). Enfin, le métabolisme de 1’arginine joue un
réle majeur dans la physiologie et la physiopathologie cardiovasculaires, en grande partie par
I'intermédiaire de processus NO-dépendants (24, 25).

1.1. Synthese endogene, absorption et biodisponibilité de I'arginine
1.1.1. Sources d’arginine et synthese endogéne
Les sources d'arginine libre qui entrent dans le plasma (flux d’arginine plasmatique)

sont exogenes (protéines alimentaires) et endogenes (synthese endogene a partir de la
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citrulline et hydrolyse des protéines corporelles) (57, 181) (Figure 33). A la naissance,
I'intestin gréle est le site majeur de synthése de l'arginine, mais devient progressivement le
principal site de synthése de la citrulline (54). Cette transition est compensée par
l'augmentation progressive de la capacité du rein a synthétiser de l'arginine a partir de la
citrulline (54). Ainsi, chez ’Homme adulte, le rein est le principal organe impliqué dans la
synthése endogene d'arginine (54, 183).

Environ 60% de la synthése d'arginine implique une voie inter-organes (également
connue comme l'axe intestinal-rénal), dans laquelle I'intestin gréle libere de la citrulline dans
la circulation sanguine, qui est ensuite extraite principalement par les reins pour étre convertie
en arginine (54, 183) (Figure 34). Cette conversion implique 1’action consécutive de deux
enzymes, l’arginosuccinate synthétase (ASS) et I’arginosuccinate lyase (ASL), qui sont
localisées au sein des tubules contournés proximaux (54). Les concentrations plasmatiques en
citrulline constituent donc le facteur limitant de cette synthése endogéne d’arginine. Une
moindre synthese intestinale de citrulline limite la formation d’arginine dans 1’organisme
(184), et de récents travaux montrent qu’un apport oral en L-citrulline induit rapidement une
augmentation des concentrations plasmatiques en arginine (185).

Comme la synthese de novo d’arginine compte pour seulement 5-15% du flux
d'arginine endogéne chez les hommes adultes, le principal contributeur au flux d'arginine
endogéne est donc la protéolyse (54). Chez le sujet sain, I’homéostasie de I’arginine
dépendrait surtout de I’apport alimentaire et du contrdle du catabolisme de ’arginine, et peu
d’une modulation de la synthése endogéne d’arginine (& partir de la citrulline) dans les reins
(182, 186).

La synthése de novo d'arginine a partir de la citrulline se produit principalement dans
les tubules proximaux du rein (54). Cependant, d’autres tissus contenant la NOS peuvent
également synthétiser de I’arginine a partir de la citrulline, notamment les tissus ou la
synthese de NO est induite (par ex. les macrophages) (54, 187, 188). Dans de tels cas, une
partie de la citrulline produite par la NOS peut étre recyclée a partir de l'arginine, dans une
voie appelée cycle citrulline-NO (54, 187) (Figure 35), pour notamment permettre une forte
synthese de NO. Cette capacité de synthése d’arginine a partir de la citrulline n’est pas
négligeable puisque, chez I’adulte sain, 11 % du flux d’arginine plasmatique dérive de la
citrulline plasmatique (189). Cette capacité de recyclage pour la synthese basale de NO serait
notamment présente au niveau de I’endothélium vasculaire (182). L’arginine ainsi synthétisée
semble étre surtout réutilisée localement. Le foie est également capable de synthétiser des

quantités considérables d’arginine. Cependant, du fait de 1’organisation étroite des enzymes
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de I'uréogenése en métabolome, les intermediaires formés aussi bien que I’arginine sont
strictement utilisés localement et ne sont pas échangés avec les autres tissus, de sorte que le
foie ne contribue que peu ou pas du tout au flux d’arginine plasmatique (190). Le foie ne
capte pas non plus de citrulline et ne se présente que comme un tissu utilisateur d’arginine
(captée ou surtout formée in situ) pour la synthese d’urée (191). La séparation presque
complete entre les pools d’arginine systémique et hépatique est également attribuée en partie
au fait que le systeme actif d'absorption de 1’arginine, le systéme de transport y+ (23, 182), a

une tres faible activité dans les hépatocytes (23).

1.1.2. Absorption et biodisponibilité de I'arginine

L’apport moyen en arginine est donc de l'ordre de 4-5 g/j (192). En raison d'une
activité arginase relativement élevée dans la muqueuse intestinale, 40% de I’arginine
alimentaire est catabolisée par I’intestin au cours de son absorption avant de pouvoir entrer
dans la circulation (23, 192). Seulement moins de 50% de I’arginine alimentaire entre dans la
circulation systémique. En effet, malgré quelques contradictions dans la littérature, plusieurs
travaux ont rapporté que, chez des sujets sains ayant ingéré une dose de 6 g d’arginine libre, la
biodisponibilité¢ de I’arginine dans le plasma variait de 40 a 70 % (193-196). Bien que la
raison de ces différences ne soit pas claire, il est évident qu'une fraction importante de
I’arginine orale est métabolisée au niveau pré-systémique. L’essentiel de I’extraction de
I’arginine, en premier passage, est le fait de I’intestin (54, 196), le foie prélevant relativement
peu d’arginine alimentaire, étant donné la tres faible activité du transporteur y+ dans les
hépatocytes (23). Ainsi, une mauvaise absorption intestinale (197), une fonction altérée des
organes comme une dysfonction intestinale (198) ou une dysfonction rénale (199), la
compétition enzymatique pour le substrat, ou encore une absorption cellulaire altérée peuvent
compromettre la biodisponibilité de l'arginine cellulaire (184). Par exemple, dans des
conditions normales, I’arginine plasmatique a jeun est comprise entre 80 et 100 uM alors que
chez des patients atteints d’un sepsis, 1’arginine plasmatique est diminuée jusqu’a 50 uM
(184, 200). L’axe intestinal-rénal étant altéré lors d’un sepsis (201), cela peut conduire a une
biodisponibilité limitée de la citrulline et donc a une synthese d'arginine limitée (184). Trés
récemment, il a été rapporté, chez des sujets sains, qu’un apport en arginine orale provoquait
une augmentation importante et dose-dépendante des concentrations plasmatiques en arginine
(196). La concentration maximale d’arginine est atteinte entre 1 et 1,5 h aprés I’ingestion, et

la demi-vie de I’arginine est de 1,5-2 h aprés une dose orale de 6 g (193).
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Figure 36 : Interactions entre les différentes voies du métabolisme de I’arginine

L’inhibition de la NOS et de I’arginase par I’ADMA et la NOHA, respectivement, est indiquée par les
lignes pointillées. ADC : arginine décarboxylase, AGAT : arginine:glycine amidinotransferase, ARG :
arginase, ASL: argininosuccinate lyase, ASS: argininosuccinate synthetase, DDAH :
diméthylarginine dimethylaminohydrolase, OAT : ornithine aminotransferase, ODC : ornithine
decarboxylase, OTC : ornithine transcarbamylase, P5C: L-1-pyrroline-5-carboxylate, PRMT :
protein-arginine methyltransferase. D’apreés (58).



1.2. Catabolisme de I'arginine
1.2.1. Des voies multiples de catabolisme

Notre connaissance du catabolisme de 1’arginine in vivo est limitée, en grande partie a
cause de la compartimentation complexe du métabolisme de I'arginine, a la fois au niveau des
organes, mais aussi au niveau subcellulaire. L'arginine peut étre catabolisée par des voies
multiples (Figure 36), dont plusieurs sont co-exprimées dans la méme cellule (54, 57). Ceci
peut entrainer des interactions complexes, par lesquelles le produit d'une enzyme peut inhiber
I'activité d'une autre enzyme, comme par exemple l'inhibition de I'arginase par la NOHA (58)
(Figure 36). L’arginine est utilisée comme substrat par cinq ensembles d'enzymes. Ainsi, en
plus de I’arginyl-ARNt synthétase, quatre familles d’enzymes chez les mammiféres utilisent
I’arginine libre comme substrat : les NOS, les arginases, l'arginine:amidinotransférase glycine
et l'arginine décarboxylase. Certaines enzymes possédent plusieurs isoformes (NOS et
arginases), différents profils d'expression qui sont tissu-spécifiques, différentes localisations
subcellulaires et différents types de régulation. On distingue ainsi cinq voies de catabolisme
de I’arginine (54, 57) (Figure 36):

1- la protéosynthese, qui constitue la voie métabolique principale de 1’arginine;

2- la synthése d’urée et d’ornithine par la voie arginase (54). Cette réaction intervient
dans le cadre du cycle de I’urée, localisée dans le foie, mais il a été montré que cette
réaction avait également lieu de fagon significative dans I’intestin gréle et toutes les
cellules exprimant une activité arginase (202). L’ornithine est le précurseur des
polyamines, de la proline et du glutamate.

3- lasynthese de créatine;

4- la synthese de NO et de citrulline;

5- la synthése d’agmatine et de CO,.

Il est désormais évident que les deux isoformes de 1’arginase chez les mammiféres jouent un
role clé dans la régulation de la plupart des aspects du métabolisme de l'arginine (181). De
plus, le couplage entre les enzymes de synthése et de conversion de larginine ou la
compétition entre les enzymes pour l'arginine en tant que substrat, déterminent son devenir
métabolique, bien que I’organisation étroite des enzymes n’ait pas été identifiée (57). Par
exemple, le couplage entre la synthése de novo d'arginine et la synthése de NO est supporté
par la colocalisation, dans les cellules endothéliales, de eNOS et des ensymes ASS/ASL
(203). D’autre part, les enzymes du catabolisme de 1’arginine sont souvent co-exprimées dans

la plupart des tissus, et les métabolites de chaque voie ont souvent la capacité de contréler
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I’orientation métabolique de I’arginine. Il a en effet été montré que les NOS et les arginases,
enzymes de synthése du NO et de I’urée, étaient co-exprimées au niveau de 1’endothélium
vasculaire, ce qui favorise la compétition entre ces 2 voies d’utilisation de 1’arginine, et
conduit a une régulation de la synthése de NO par les cellules endothéliales (54, 181). En
outre, l'interaction entre les arginases et les NOS n’est pas toujours une simple question de
compeétition pour le substrat. La NOHA, qui rappelons-le est un intermédiaire dans la synthése
du NO, est un inhibiteur puissant des arginases (58), et des concentrations locales de NOHA,
suffisantes pour inhiber l'activité de I'arginase, peuvent s'accumuler sous des conditions de
taux élevés de synthése de NO par iNOS, au moins en culture cellulaire (204). Cependant,
parce que les seules données relatives a l'inhibition de l'arginase par la NOHA ont été
obtenues in vitro dans des conditions non physiologiques, il est important de savoir si cette

inhibition peut se produire également in vivo.

Bien que cela soit essentiel pour une compréhension compléte du métabolisme de
I'arginine, nous savons peu de choses des sources préférentielles (c.-a-d. synthése endogéne,
renouvellement des protéines, ou absorption a partir du fluide extracellulaire) de I'arginine (ou
des autres substrats) utilisées par les diverses enzymes métaboliques de l'arginine au sein des
différents types cellulaires. Des preuves montrent que I’arginine synthétisée dans le cycle de
l'urée n’est pas disponible pour la synthése hépatique de NO (205). Pour compliquer encore
ce schéma, des preuves récentes montrent que plusieurs pools d'arginine intracellulaires

existent dans les cellules endothéliales, mais pas dans d'autres types cellulaires (182).

1.2.2. Lavoie arginase

La plus grande diversité de produits finaux provient du catabolisme de I'arginine par
I'arginase (Figure 36). Comme nous 1’avons vu précédemment, les arginases sont des enzymes
qui catalysent 1’hydrolyse de 1’arginine en ornithine et en urée. Chez les mammiféres, deux
isoformes de I’arginase (arginases I et II) ont été identifiées. Ces deux isoformes sont les
produits de deux genes différents, different par leurs propriétés fonctionnelles, ainsi que par
leur localisation tissulaire, cellulaire et subcellulaire, et par la régulation de leur expression
(181). L’arginase I est une enzyme cytosolique et est retrouvée majoritairement dans le foie
en tant que composant du cycle de I'urée et dans une moindre mesure dans quelques autres
tissus (54, 181). Les niveaux élevés d’arginase I dans le foie, permettent d’assurer de fagon
efficace 1’élimination des déchets azotés de 1’organisme. L’arginase II, exprimée de fagon

constitutive, est une enzyme mitochondriale ubiquitaire et est exprimée, a des niveaux plus
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faibles, dans les reins, le cerveau, l'intestin gréle, les glandes mammaires, les macrophages, et
peu ou pas dans le foie (54, 181). Le devenir métabolique de I’ornithine est lié a la
localisation intracellulaire des arginases. L’arginase I, colocalisée avec 1’ornithine
décarboxylase dans le cytosol, assure la synthése des polyamines alors que 1’arginase II,
colocalisée avec I’ornithine aminotransférase dans la mitochondrie, assure la synthése de la
proline et du glutamate (181).

Les deux isoformes sont actives sous forme d’homotrimeéres. Leur activité dépend de
la présence de deux atomes de manganése (Mn) au site catalytique de I’enzyme. Ces atomes
de manganése vont permettre la fixation du substrat (1’arginine) puis son hydrolyse (54). En
termes de cinétique enzymatique, les arginases ont une constante de dissociation (Kp) environ
100 fois plus grande pour leur substrat, 1’arginine, que les NOS. Elles ont cependant une
activité (Vmax) également 1000 fois plus importante (54). On peut considérer que les
arginases et les NOS ont environ la méme vitesse de réaction avec 1’arginine (54). De plus, le
fait que la NOHA soit également un inhibiteur compétitif des arginases souligne les liens
physiologiques qui existent entre arginases et NOS (58). Ainsi, les deux isoformes de
I’arginase jouent un réle clé dans la régulation de la plupart des aspects du métabolisme de

I'arginine au niveau physiologique et physiopathologique.

Enfin, nous nous concentrerons ici sur I'expression des arginases dans les cellules
endothéliales et les cellules musculaires lisses vasculaires. La plupart des arginases dans les
vaisseaux sanguins sont présentes au niveau l'endothélium. Cependant, les cellules
musculaires lisses vasculaires expriment un faible niveau d'arginase et l'expression de
l'arginase dans ces cellules peut étre induite par I’'IL-4, I'IL-13, le TGF-B, la
lysophosphatidylcholine et une contrainte mécanique (181). Dans les cellules musculaires
lisses, I'arginase ne semble pas moduler la synthése de NO mais semble plutdt impliquée dans
la synthése de polyamines et de proline pour la prolifération cellulaire et la synthése du
collagéne, respectivement (181). Ainsi, I'expression élevée de I’arginase dans les cellules
musculaires lisses est un facteur important dans le développement de I'hyperplasie intimale et
de la rigidité vasculaire en réponse a une blessure ou au cours du vieillissement (181, 206).

Dans les cellules endothéliales, I’arginase est constitutivement exprimée, mais
I'expression des isoformes varie selon les especes de mammiféres. Bien que certaines
arginases | aient été detectées dans les cellules endothéliales humaines, l'isoforme
prédominante est I’arginase Il. 1l existe des preuves solides que les niveaux constitutifs de
I'activité arginase dans les cellules endothéliales limitent la synthese de NO et ainsi la
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Figure 37 : Compartimentation du métabolisme de I'arginine au niveau corps entier

ARG : arginine, CIT : citrulline, GLN : glutamine, GLU : glutamate, ORN : ornithine, OTC : ornithine
transcarbamylase. D’aprés (184).
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fonction vasodilatatrice NO-dépendante (181, 207, 208). Une large gamme d'agents est
capable d'induire I'expression de l'arginase de cellules endothéliales en culture, tels que le
lipopolysaccharide (LPS), le TNF-a, la thrombine, un taux élevé de glucose, les LDL oxydés
et I’H,O, (181). Enfin, les conditions dans lesquelles on retrouve une expression arginase
endothéliale élevée in vivo comprennent I'hypertension (209), I’ischémie/reperfusion (210),

I'nyperplasie intimale (211) et le vieillissement (207).

1.3. Compartimentation du métabolisme de I'arginine

Le métabolisme de 1’arginine est hautement compartimenté en raison de I'expression dans
différents organes, des enzymes impliquées dans le métabolisme de 1’arginine (Figure 37). Le
foie est le seul organe faisant office d’exception, puisqu’il contient le cycle complet de I'urée
(Figure 38) (182).

L'injection, en intraveineuse, d’arginine N conduit & une moindre synthése de >NO;
urinaires comparativement a l'administration en intra-gastrique, ce qui indique une importante
compartimentation du métabolisme de l'arginine au niveau du corps entier (212). Par exemple,
il existe une tres faible captation d'arginine circulante par le foie (189), traduisant une
séparation stricte des pools d'arginine hépatique et plasmatique. L’extraction splanchnique
d’arginine en premier passage contribue a 16 % de la synthese totale de NO (189). La
synthése de NO est quantitativement faible par rapport au flux d’arginine total. Elle
correspondrait a environ 1 % du flux plasmatique d’arginine en condition normale chez
I’homme (189, 196, 213). Certaines données suggérent que la participation relative du pool
plasmatique a la synthése de NO, a partir de l'arginine alimentaire totale, est assez faible,
autour de 2,1-2,8% (88, 196) Il semblerait donc que le pool d'arginine plasmatique contribue
peu & la synthese de NO. Cependant, le paradoxe de 1’arginine, évoqué auparavant, met en
avant que I’administration d’arginine orale, qui se traduit par une augmentation significative
de l’arginine plasmatique, augmente la synthése de NO. Ainsi, ’augmentation de 1’arginine
plasmatique serait plutdt un marqueur d’exposition plutot que le « mécanisme » a 1’origine de
I’augmentation de la synthése de NO. Dans ce sens, 1I’é¢tude de Mariotti et al. met en évidence
que l'arginine alimentaire est utilisée pour la synthése de NO dans des pools qui sont
cinétiquement séparés du pool plasmatique (196). Ceci renforce 1’existence d’un degré élevé
de l'utilisation compartimentée de I'arginine pour la synthése de NO au niveau systémique
(196). Dans la cellule endothéliale, eNOS est principalement localisée au niveau de I'appareil
de Golgi périnucléaire et dans des micro-domaines de la membrane plasmique, incluant les

cavéoles et les rafts lipidiques (182). eNOS a également été rapportée dans d'autres
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Figure 39 : Effets cliniques dose-dépendants de I'arginine chez I'Homme
D’aprés (222).



compartiments, tels que les mitochondries, le noyau et le cytosquelette (182). L’ importance de
la localisation de eNOS sur sa fonction et la libération de NO cellulaire a d'abord été
démontré par des mutations qui empéchent a la fois la myristoylation et la palmitoylation,
conduisant a une enzyme qui présente une capacité considérablement réduite a générer du NO
dans des cellules intactes (182, 214). De plus, I'activité relative de eNOS varie en fonction de
sa localisation intracellulaire, avec une activité plus élevée observée pour les eNOS localisées
a la membrane plasmique, et une tres faible activité dans le cytosol, le noyau et les
mitochondries (182, 215). En plus de la localisation cellulaire et subcellulaire connue de
I'arginine au sein de compartiments physiques spécifiques, une preuve a récemment montré
qu’il existait au moins 2 pools subcellulaires cinétiquement distincts d'arginine pour les NOS
des macrophages et des cellules endothéliales (182, 216). L’un de ces deux pools peut étre
épuisé par échange avec la lysine extracellulaire. Ce phénomeéne semble étre spécifique du
type cellulaire (216). Cependant les mécanismes qui maintiennent ces pools d’arginine et
restreignent différentiellement la biodisponibilité en arginine pour les NOS et les autres
enzymes du métabolisme de 1’arginine ne sont pas connus. Il reste donc important de mieux
comprendre l'importance fonctionnelle de la compartimentation du métabolisme de I'arginine,

surtout au niveau de la régulation in vivo.
2. Roles physiologiques de I'arginine

L’arginine, impliquée dans différentes voies métaboliques, exerce de nombreux roles
physiologiques, qui peuvent étre dépendants ou indépendants du NO (Figure 39) (23, 217).

De nombreux effets de I’arginine sont ceux du NO lui-méme : inhibition de la
prolifération et de la migration des cellules musculaires lisses, vasodilatation et inhibition de
I’adhésion des monocytes et des plaquettes. L'effet anti-agrégant plaquettaire de 1’arginine
semble étre d a la production accrue de GMPc plaquettaire et I'inhibition de la formation de
thromboxane B, (218). Cependant, 1’arginine a un effet direct inhibiteur sur 1’adhésion des
leucocytes dans la matrice sous-endothéliale (23). De plus, elle stimule la fibrinogénolyse et
la génération de plasmine (23, 219).

Son caractere basique peut influencer la dépolarisation membranaire des cellules
endotheliales et induire ainsi une vasodilatation indépendante de I'endothélium ou encore
réguler le pH intracellulaire. L’arginine posséde des propriétés anti-oxydantes en piégeant
I’anion superoxyde : elle limite ainsi la peroxydation lipidique (23). Elle serait également
impliquée dans les variations de la viscosité du sang (220). L’arginine est aussi un précurseur

des polyamines (putrescine, spermine, spermidine) qui sont importantes pour la prolifération
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Tableau 2 : Effets NO-dépendants et indépendants de I'arginine

Actions vasculaires NO-dépendantes

Actions vasculaires NO-indépendantes

1 relaxation des CML

1 prolifération des CE et angiogenéese
| libération endothéline-1

| adhésion leucocytaire

| agrégation plaquettaire

| production superoxydes

| expression molécules d’adhésion

| expression facteurs chimiotactiques des
monocytes

| prolifération des CML

| apoptose des CE

1 hyperpolarisation des CE

1 pH intracellulaire et extracellulaire

1 libération insuline, GH, glucagon, prolactine
1 synthése urée, créatine, proline et polyamines

1 génération plasmine et fibrinogénolyse

| adhésion leucocytaire a la matrice non
endothéliale

| viscosité du sang

| activité de I’enzyme de conversion de
I’angiotensine

| libération O, et péroxydation lipidique

| formation thromboxane B,, fibrine et fibrine
plaquettaire

CE : cellules endothéliales, CML, cellules musculaires lisses, GH : hormone de croissance (growth

hormone). Modifié d’apreés (23).

% OF NOREPINEPRINE
PRECONTRACTION
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n—, Arg

20

Plague (% of Total Surface Area) s
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Figure 40: Effets d'une supplémentation en arginine sur la fonction endothéliale et la taille des
lésions vasculaires chez des lapins hypercholestérolémiques

A: L’altération de la vasodilatation endothélium-dépendante mesurée sur des segments d’aortes
thoraciques de lapins hypercholestérolémiques (Chol) est significativement réduite lorsque que le
régime hypercholestérolémiant est supplémenté en arginine (Arg, 2,25% dans I’eau de boisson

pendant 10 semaines).

B : La taille des Iésions vasculaires mesurée par planimétrie aprés un marquage au « red-oil O » est
significativement réduite chez les lapins hypercholestérolémiques ayant recu une supplémentation en

arginine. D’apres (226).



et la différenciation cellulaires, de la proline nécessaire a la synthése de collagene pour la
cicatrisation, de la créatine qui joue un réle dans le métabolisme énergétique dans les muscles
et les neurones (54, 184) et enfin de I’agmatine qui est a la fois un intermédiaire dans la
synthese des polyamines et une molécule neuromodulatrice (217). L’agmatine est aussi
impliquée dans les phénomeénes d’apoptose et de nécrose et peut eégalement stimuler la
libération d’insuline et de catécholamines (221). L’arginine intervient au niveau du cycle de
I’urée pour la détoxification de I’ammoniac, en agissant comme activateur d’une enzyme clé
du cycle, la N-acétylglutamate synthase (213). L’arginine exerce aussi un effet sécrétagogue
vis-a-vis de I’hormone de croissance, de la prolactine, des catécholamines, du glucagon et de
Iinsuline (23, 217, 222). Les effets de ces hormones peuvent contribuer aux effets de
I’arginine sur la fonction cardiovasculaire (223), I’insuline et le glucagon étant chacun des
vasodilatateurs. Cependant, la sécrétion d’insuline liée a I’arginine ne peut pas étre totalement
dissociée de I’action du NO. En effet, I’effet de I’arginine sur la sécrétion d’insuline est
partiellement dépendant du NO (224). A I’inverse, c’est un inhibiteur de I’enzyme de

conversion de I’angiotensine 11, accentuant I’effet hypotenseur induit par le NO (Tableau 2).

3. Apport en arginine et modulation de la dysfonction endothéliale

Les facteurs de risque des maladies cardiovasculaires (y compris I'hypercholestérolémie,
le tabagisme, I'nypertension, le diabéte, 1’obésité, la résistance a l'insuline et I'dge) peuvent
faciliter le développement de I'athérosclérose, en partie en inhibant la synthése endothéliale de
NO. Ces observations suggérent que des interventions visant a augmenter la synthese de NO
pourraient avoir une valeur thérapeutique dans le traitement et la prévention des maladies
cardiovasculaires. Etant donné que 1’arginine est le précurseur du NO, certains chercheurs ont
émis 1'hypothése qu’une supplémentation en L-arginine pourrait avoir un réle thérapeutique.

Plusieurs études chez I’homme et I’animal ont montré que des perfusions d’arginine en
intraveineuse induisaient des améliorations des fonctions vasculaires (225), mais nous nous
contenterons de commenter ici les études ayant utilisé des doses orales en L-arginine.
L’équipe de Cooke a été la premiére a démontrer que, sur un modéle animal d’athérosclérose,
des lapins hypercholestérolémiques, une supplémentation en L-arginine, pendant 10 semaines,
induisait une amélioration de la fonction endothéliale mesuree ex-vivo, et une réduction de la
taille des lésions vasculaires (226) (Figure 40). De nombreuses autres études, sur le méme
modele animal, ont confirmé et précisé cet effet bénéfique de 1’arginine (227, 228). Ainsi, une

réduction de la production de ROS et de I’activation endothéliale, de la vasodilatation NO-
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dépendante, ainsi qu’une augmentation du ratio arginine/ADMA, considéré comme un
marqueur de la biodisponibilité de 1’arginine pour la synthése du NO, ont été observées apres
des supplémentations orales en arginine chez 1’animal (24, 213). Ces résultats ont largement
encouragé les études d’intervention chez I’homme.

De nombreux essais de supplémentation, le plus souvent randomisés et en double-aveugle,
chez des sujets sains, a risque cardiovasculaire (hypercholestérolémie, tabagisme,
hypertension, diabéte, obésité, résistance a l'insuline, et vieillissement) ou chez des patients
présentant diverses maladies cardiovasculaires (maladies coronariennes, maladies artérielles
périphériques, 1ésion d’ischémie/reperfusion, insuffisance cardiaque et dysfonction érectile)
(23-25, 229), ont été publiées. Certains de ces troubles (hypercholestérolémie, tabagisme,
maladies artérielles périphériques et coronariennes) manifestent une dysfonction endothéliale,
qui répond clairement a 1'administration d’arginine, alors que dans d'autres troubles (comme
I'hypertension ou le diabéte), le bénéfice de 1’arginine est moins clair. Les doses d’arginine
utilisées sont tres importantes, le plus souvent trés au-dela de ce qu’il est possible d’atteindre
par I’alimentation. Un aspect particulier dans ces études de supplémentation est que les faibles
doses d’arginine orale ont été récemment adoptées. Chez le sujet sain ou a risque, les données
pour juger de I’intérét de I’arginine a doses nutritionnelles sont moins nombreuses et restent

assez contradictoires.

3.1. Supplémentation orale en arginine chez le sujet a risque

Hypercholestérolémie

Il'y a une remarquable uniformité dans la littérature en ce qui concerne I'effet bénéfique
de I’arginine chez les hypercholestérolémiques, bien que certaines études n’aient pas observé
de réponse a I’arginine (167). Les études montrent le plus souvent un effet bénéfique de la L-
arginine dans I’amélioration de la relaxation endothélium-dépendante chez les patients
hypercholestérolémiques (230, 231). Clarkson et al. ont montré que 21 g/j d’arginine orale,
pendant 4 semaines, doublaient les concentrations plasmatiques d’arginine et amélioraient
significativement la FMD sans affecter les concentrations en lipides (232). Une
supplémentation nutritionnelle d’une semaine sous forme de barres enrichies en arginine (6,6
g au total par jour) a également montré une amélioration de la FMD chez les sujets
hypercholestérolémiques (231). Chez ces individus, la supplémentation orale en arginine
réduit 1’adhésion leucocytaire et normalise 1’agrégation plaquettaire (233-235). Fait
intéressant, la normalisation de I’agrégation plaquettaire persiste 2 semaines apres l'arrét de

I’arginine (234). Plus récemment, il a été observé que l'adhésion des monocytes et des
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lymphocytes T était atténuée par I’arginine (233). Chez le sujet hypercholestérolémique, une
supplémentation en arginine a dose élevée (12 ¢/j) entraine aussi des améliorations
hémodynamiques au repos et en situation de stress, et réduit I’homocystéinémie (98) (Tableau
3).

Diabete

Peu d’études de supplémentation orale ont été réalisées chez des sujets diabétiques. Une
étude a montré que I’arginine orale (9 g/j pendant 1 mois) augmentait le flux sanguin dans
I’avant-bras et améliorait mais ne normalisait pas totalement la sensibilité hépatique et
périphérique a I’insuline chez les patients atteints de diabéte de type 2 (236). Une autre étude
a mis en évidence que 1’administration d’arginine orale, en association avec un régime
hypocalorique et de 1’exercice physique, améliore la fonction endothéliale, le stress oxydant,
ainsi que le métabolisme du glucose et la sensibilité a 1’insuline chez des patients obéses
diabétiques de type 2 (Tableau 3).

Hypertension

La capacit¢ de l’arginine a restaurer la dysfonction endothéliale dans ce cadre est
controversée. La majorité des études avec I’arginine chez les patients hypertendus a révélé
une absence d'effet de 1’arginine sur la fonction endothéliale (par ex. (24, 25)). L’arginine
orale (6 g/j) diminue la pression artérielle chez les personnes nouvellement diagnostiquées
hypertendues au cours de la semaine de traitement (237), améliore la FMD de patients atteints
d'hypertension essentielle lors d’une prise unique (238) et stimule la biosynthése de NO, qui
conduit a une diminution du stress oxydant chez des sujets atteints d’hypertension 1égeére
(239). La synthése diminuée de NO dans certains types d'hypertension peut étre causée par la
réduction de l'expression de eNOS (240). Cela peut expliquer pourquoi la biodisponibilité
accrue de substrat n'a aucun effet bénéfique dans le cadre de I’hypertension (Tableau 4).

Obésité/Résistance a insuline

Une étude a montré que I’arginine orale améliore la fonction endothéliale et le
métabolisme du glucose, ainsi que la sensibilité a I’insuline et la sécrétion d’insuline chez des
sujets obéses avec un syndrome métabolique et une tolérance au glucose altérée (241)
(Tableau 4).

Tabagisme

Chez des sujets sains, I’arginine orale a court terme prévient I’effet du tabagisme sur
I’adhésion leucocytaire (242), augmente la FMD et abroge ’augmentation de la rigidité
artérielle induite par le tabagisme (243, 244) (Tableau 4).

Age avancé
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L’arginine orale améliore la fonction endothéliale chez des sujets sains ages,
probablement par I’intermédiaire de la normalisation du ratio arginine/ADMA (29, 245)
(Tableau 4).

3.2. Supplémentation orale en arginine chez le sujet malade

En améliorant la synthése de NO, en restaurant la vasodilatation et en inhibant la
progression de l'athérosclérose, 1’arginine constitue un bénéfice pour les patients souffrant de
maladies cardiovasculaires. Ces maladies comprennent les maladies artérielles coronaires et
périphériques, les Iésions dues a 1’ischémie/reperfusion et l'insuffisance cardiaque, qui sont
toutes associées a une synthese de NO altérée et a une dysfonction endothéliale (230). Par sa
capacite a restaurer la fonction endothéliale vasodilatatrice, 1’arginine peut augmenter le flux
sanguin. Le résultat est une amélioration du flux coronarien chez les patients avec une
maladie de I’artére coronaire, une amélioration des symptdmes de claudication chez ceux avec
une maladie artérielle périphériques, et une amélioration du statut fonctionnel chez ceux avec
une insuffisance cardiaque.

Maladies artérielles coronaires

Il a été montré que 1’administration d’arginine orale améliore la fonction endothéliale, la
fonction cardiovasculaire et la qualité de vie, augmente la capacité d'exercice et réduit
I'ischémie myocardique chez des patients atteints de coronaropathie (133, 246-249). En outre,
I’arginine orale (21 g/j pendant 3 jours) améliore la FMD et inhibe I'adhésion leucocytaire
chez des hommes jeunes avec une maladie coronarienne (250). De facon frappante, 6 mois de
supplémentation orale en arginine (9 g/j) diminuent les concentrations plasmatiques d'ET-1 de
30%, augmente la réponse du flux sanguin coronaire a l'acétylcholine de 150%, et améliore la
FMD chez les patients avec une maladie coronarienne non obstructive (251).

En revanche, plusieurs études cliniques ont échoué a montrer des effets bénéfiques de
I’arginine sur la fonction vasculaire (252, 253). Une supplémentation orale en arginine (15
g/j) améliore la réponse vasodilatatrice de l'avant-bras a l'acétylcholine chez les patients
souffrant d'angine stable mais n’a pas d’effet sur le stress oxydant et la capacité d’exercice
(253). Dans une étude incluant 30 patients atteints de coronaropathie stable, Blum et al. n’ont
pas constaté d’amélioration significative de la vasodilatation endothélium-dépendante, du flux
sanguin, ou des taux sériques de marqueurs inflammatoires avec 1’arginine orale (9 g¢/j
pendant 1 mois). Les sujets de I'étude avaient un traitement cardiovasculaire complet, avec
des statines et des inhibiteurs de I'enzyme de conversion de ’angiotensine, qui tous deux sont

connus pour améliorer la fonction endothéliale. En outre, les bétabloquants et I'aspirine
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comme antioxydants étaient utilisés. Cela peut avoir entrainé un biais de confusion avec les
effets possibles de 1’arginine (Tableau 5).
Maladies artérielles périphérigues

La consommation quotidienne orale de barres enrichies en arginine (6,6 g/j) pendant 2
semaines augmente la distance totale de marche et sans douleur de 23 et 66%, respectivement,
ainsi que la qualité de vie des patients avec une maladie artérielle périphérique (254).
L’arginine orale améliore aussi la fonction endothéliale chez les patients atteints de maladie
artérielle périphérique occlusive et d’hyperhomocystéinémie (255) et augmente les
concentrations en NO et le statut oxydant, suggérant un effet antioxydant indirect chez des
sujets avec une maladie artérielle périphérique et un diabete de type 2 (239).

En revanche une étude a montré que chez des patients avec une maladie artérielle
périphérique, I’arginine orale a long terme (3 g/j pendant 6 mois) ne semble pas avoir d’effet
sur la synthese de NO ou améliorer la réactivité vasculaire (256) (Tableau 6).

Insuffisance cardiaque

Il y a des preuves croissantes indiquant que l'administration orale d’arginine améliore la
réponse du flux sanguin a I'acétylcholine, diminue la résistance vasculaire systémique et la
pression artérielle moyenne, et augmente le volume d'éjection ventriculaire et le debit
cardiague (230). Par exemple, 6 semaines d’arginine orale (5,6-12,6 g/j) diminue les
concentrations plasmatiques d'ET-1, augmente le flux sanguin en réponse a I’exercice, et
améliore la compliance artérielle et le statut fonctionnel global (257). De méme, 4 semaines
d’arginine orale (8 g/j) améliorent la vasodilatation endothélium-dépendante chez les patients
souffrant d'insuffisance cardiaque, et cet effet bénéfique s’additionne a celui de l'exercice
(258). Enfin la supplémentation orale en arginine améliore I'némodynamique rénale chez les
insuffisants cardiaques (259) et améliore la capacité d’exercice chez des patients atteints
d'insuffisance cardiaque stable (260).

En revanche, en présence d’une insuffisance cardiaque chronique, Chin-Dusting et al.

n’ont pas obtenu de résultat avec 20 g/j d’arginine pendant 28 jours (261) (Tableau 6).

3.3. Supplémentation orale en arginine chez le sujet sain

Chez des sujets sains, Adams et al. ont montré un effet positif de 1’arginine sur
I'agrégation plaquettaire et la FMD (26). Cependant, chez la femme post-ménopausée, une
supplémentation de 9 g/j d’arginine ne semble pas augmenter la synthese de NO et ne
s’accompagne d’aucune amélioration de la fonction endothéliale ou de 1’expression des

adhésines (27). Signalons que, chez I’homme sain, deux études avaient déja rapporté
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I’absence d’effet d’une supplémentation a forte dose (20-21 g/j) sur la fonction vasculaire
endothélium-dépendante (26, 262). En revanche, chez le sujet sain, une supplémentation en
arginine par voie diététique (+ 6 g) ou par complément (+ 10 g) réduit la pression artérielle
(28). En outre, chez le sujet sain, la supplémentation en arginine orale réduit la dysfonction
endotheéliale induite par un repas riche en lipides (178, 179, 263). Une étude suggere une
augmentation immédiate, mais non significative, de la synthése de NO et de I’activation du
signal GMPc chez le sujet sain aprés ingestion de 6 g d’arginine, et sans effet sur les
parametres hémodynamiques (193). Chez le volontaire sain, un supplément de 3 g d’arginine
a un mélange équilibré d’acides aminés n’affecte pas la fonction endothéliale, mais tend
paradoxalement a réduire de facon transitoire la réactivit¢ des muscles lisses de 1’artére
brachiale dans la période postprandiale (264). Au final, les bénéfices d’un apport
supplémentaire en arginine chez le sujet sain, quant a la synthése de NO et ses répercussions

fonctionnelles, restent difficiles a évaluer (Tableau 7).

La synthése de ces résultats est limitée par 1’hétérogénéité importante des contextes
cliniques et des criteres de jugement de ces études, la faiblesse des effectifs (10 a 60 sujets), la
diversité des doses administrées (2 a 4 fois la consommation usuelle) et de la durée de
supplémentation (dose unique a 6 mois). Certaines grandes tendances semblent néanmoins
pouvoir étre dégagées. On constate ainsi :

- une amélioration de la vasodilatation endothélium-dépendante mesurée au niveau
périphérique. En revanche, aucun effet n’est observé sur la vasodilatation
endothélium-indépendante;

- une amélioration de la tolérance a 1’exercice physique, en particulier chez les sujets
présentant une angine de poitrine;

- une diminution de I’adhésion leucocytaire et plaquettaire a 1I’endothélium;

- et enfin, quoique de maniéere hétérogéne, une amélioration des valeurs de pression

artérielle.

3.4. L’arginine orale : un bénéfice mais pour quel type de population ?

Contrairement a 1’animal, les bénéfices de I’arginine chez I"’Homme ont été plus discutés
(23, 24, 180, 265). En effet, de trés nombreuses études chez des sujets atteints de maladies
athérothrombotiques ou a risque cardiovasculaire, ont rapporté une amélioration de la
vasodilatation-dépendante de 1’endothélium apres une supplémentation en L-arginine, pendant

des périodes variant de 3 jours a 1 mois (23, 25, 229, 232). Des effets bénéfiques ont été
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observés aussi bien a de fortes doses en arginine (9-24 g/j) que pour de plus faibles doses (3-8
g/]) (23-25, 229). Comme chez I’animal, d’autres études ont rapporté un effet bénéfique de
I’arginine sur les autres paramétres de la dysfonction endothéliale, tels que sur I’expression de
molécules d’adhésion (ICAM-1), le GMPc plaquettaire ou le rapport arginine/ADMA (23-25,
229). Cependant, plusieurs études n’ont observé aucun effet bénéfique de 1’arginine sur la
fonction endothéliale (24, 25, 265). L’une des premicres explications est venue du fait que
plusieurs de ces études négatives ont été réalisées chez des sujets sains (27, 262, 264). Tres
récemment, une méta-analyse a démontré que des supplémentations en arginine, quelle que
soit la dose, amélioraient la FMD a jeun lorsque celle-ci était faible, c.-a-d. lorsque la fonction
endothéliale est altérée (30). C’est ainsi qu’il a été supposé que des supplémentations en
arginine seraient plus utiles, et donc plus efficaces, chez des sujets manifestant déja une
dysfonction endothéliale. Malgré la plausibilité de cette hypothése, une tres grande réserve
concernant la supplémentation en arginine est venue d’une étude montrant une absence d’effet
de I’arginine a fortes doses (20 g/j pendant 6 mois), observée chez des sujets atteints de
maladies coronariennes dont la vasodilatation endothéliale était altérée (261). De plus, des
données plus récentes suggerent qu'une supplémentation chronique a long terme offre peu
d'avantages et pourrait étre nocive (256). Les raisons de ceci ne sont pas bien comprises et
sont susceptibles d'étre nombreuses. L'exposition chronique a des niveaux élevés de NO
pourrait désensibiliser la voie de signalisation du NO, nuire au transport de ’arginine et
augmenter les lésions vasculaires et la mortalité (266, 267). Une supplémentation chronique
en arginine peut également influencer d'autres voies, incluant une plus grande activation de
iINOS (268) qui, contrairement a eNOS, est principalement limitée par la biodisponibilité en
substrat, et une augmentation de I'expression et de I'activité catalytique des arginases en raison
de leur Km plus élevé. Une conséquence de l'activité accrue de l'arginase est, la synthése
d'ornithine et I'élévation attenante de la synthése de proline et de polyamines qui peuvent
favoriser la prolifération cellulaire et le remodelage vasculaire (269). En outre, récemment,
une ¢tude d’intervention a grande échelle, chez 153 sujets ayant développé un infarctus du
myocarde, a montré qu’un taux de mortalité plus important était observé chez des patients
ayant recu une supplémentation en arginine (9 g/j), en méme temps que leur traitements post-
infarctus, par rapport a des sujets ayant recu le traitement plus un placebo (270). Cette étude
suggere ainsi que, dans certaines situations, 1’arginine pourrait au contraire avoir un effet
délétére drastique sur la fonction vasculaire. Il a été suggeré que, dans certaines situations
extrémement déléteres, tels 1’infarctus du myocarde, ou les concentrations en BH4 et en

arginine seraient tres limitantes, la supplémentation en arginine aurait plutét tendance a
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Figure 41 : L’ingestion de 159 d’arginine atténue la dysfonction endothéliale postprandiale
induite par un repas hyperlipidique

L’altération de la FMD observée chez des sujets sains, 2 h aprés I’ingestion d’un repas hyperlipidique
(barres grises, 900 kcal, 50 g de lipides) par rapport a la FMD mesurée a jeun (barres noires), est
significativement réduite lorsque que le repas hyperlipidique est supplémenté par une dose de 15 g
d’arginine. D’apreés (179).



amplifier encore davantage le découplage de eNOS et le stress nitrosant (270, 271). Cette
hypothése reste a confirmer par d’autres études ciblant plus spécifiquement la voie de
synthese du NO lors de supplémentation en L-arginine, a différents stades de 1’athérosclérose.

Prises ensemble, ces études cliniques suggérent gu'il peut y avoir des sous-groupes de
sujets dont la fonction vasculaire est améliorée par une supplémentation en arginine, mais
qu’il y a d'autres sujets ou sous-groupes de sujets qui ne profiteraient pas d’une telle
intervention nutritionnelle. Récemment, il est devenu clair que les niveaux endogénes
d’ADMA peuvent déterminer la réponse d'un sujet a une supplémentation en arginine. En
effet, I’arginine semble n’exercer aucun effet chez les sujets ayant des niveaux faibles
d'’ADMA, alors que chez les sujets ayant des niveaux élevés d'ADMA, 1’arginine normalise le
ratio arginine/ADMA ainsi que la fonction endothéliale (245). De plus, de nombreuses études
de supplémentation en arginine orale ont montré une fonction endothéliale améliorée chez des
sujets atteints d'hypercholestérolémie, qui est connue pour augmenter I'ADMA (233). Ainsi,
des marqueurs de diagnostic sont nécessaires pour permettre I'identification prospective de
sujets qui ont une forte probabilité de répondre favorablement a une supplémentation en
arginine. En plus de la dose d’arginine (des doses quotidiennes inférieures a 2-3 g/j semblent
étre sans effet bénéfique), la sélection des sujets semble étre un facteur majeur affectant le
résultat de I'étude. Enfin, de fagon trés intéressante, certaines études ont mis en évidence les
effets bénéfiques de I’arginine a court/moyen terme, a dose nutritionnelle, dans un contexte de
stress nutritionnel. 1l a été montré que la supplémentation en L-arginine a dose nutritionnelle
(6 g/j pendant 10 jours) améliorait 1’altération postprandiale de la FMD induite par un repas
hyperlipidique (263). Ce résultat a été confirmé derniérement en aigu, ou I’ingestion d’une
dose unique de 15 g en arginine (Figure 41), réduisait 1’altération postprandiale de la fonction
endothéliale et aussi le stress oxydant postprandial (179). L’essentiel du corpus scientifique a
été obtenu en situation de risque ou de maladie, et a des niveaux d’apport en arginine
supérieur aux doses nutritionnelles. Au final, comme la situation postprandiale crée
temporairement une situation mimant celle de sujets a risque ou malade, impliquant du stress
oxydant, on peut faire I’hypotheése que I’apport en arginine pendant le repas pourrait avoir des
répercussions sur 1’ampleur des phénoménes délétéres postprandiaux, et notamment les
phénomeénes inflammatoires, systémiques et vasculaires. La situation postprandiale
constituerait ainsi, probablement, une situation métabolique au cours de laquelle I’arginine
pourrait avoir un effet bénefique sur la fonction endothéliale vasculaire. Il reste toutefois

indispensable d’évaluer I’efficacité de la supplémentation en L-arginine et de préciser le
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contexte clinique des patients a traiter dans le cadre d’essais thérapeutiques portant sur de

larges échantillons de sujets rigoureusement caractérises.

4. Mécanismes d’action des effets bénéfiques de I’arginine exogéne sur
les fonctions associées au NO : paradoxe de I'arginine

La capacité effective d’un apport exogéne en arginine a moduler la production du NO a
¢été I’objet d’une polémique (272). En effet, les concentrations intracellulaires en arginine sont
de I’ordre de 0,5-3 mM dans des cellules endothéliales fraichement isolées et des biochimistes
ont tres tdt montré que le Km de la eNOS purifiée était de 2,9 uM (23, 54), ce qui suggérait
qu’un apport exogene en arginine serait a priori inefficace, puisqu’a des niveaux normaux de
concentrations intracellulaires, 1’enzyme fonctionnerait déja a une vitesse maximale.
Cependant, l'augmentation des concentrations extracellulaires en arginine de 0,1 a 10 mM,
augmente de maniere dose-dépendante la synthése de NO par les cellules endothéliales
cultivées (23). De plus, force a été de constater que 1’administration d’arginine, chez des
sujets a risque ou malades, améliorait les fonctions associées au NO. Ce paradoxe a été
baptis¢ « paradoxe de I’arginine ». Un certain nombre de théories ont été proposees pour
expliquer ce paradoxe de I’arginine, y compris la colocalisation du transporteur de 1’arginine
CAT-1 et de eNOS dans les cavéoles associées a la membrane, la compartimentation
intracellulaire de 1’arginine, I'inhibition compétitive de eNOS par des inhibiteurs endogénes
(par ex. ’ADMA), I’équilibre entre activité de ’arginase et celle de la eNOS ou encore des
altérations dans la dimérisation de eNOS (23, 182, 222).

4.1. Colocalisation de CAT-1 et eNOS et compartimentation intracellulaire

Un certain nombre de transporteurs transmembranaires existent au niveau de la
membrane plasmique des cellules endothéliales et interviennent notamment dans le systeme
de transport y+ de I’arginine. Les principaux transporteurs sont CAT-1 et CAT-2B (182).
McDonald et ses collegues (273) ont démontré que CAT-1, responsable de 60 a 70 % du
passage de I’arginine dans la cellule endothéliale, est colocalisé avec eNOS associée a la
membrane au sein des cavéoles. La présence de CAT-1 et de eNOS dans les cavéoles et la
capacité de 1’arginine extracellulaire a stimuler la libération de NO dans les cellules ayant des
concentrations intracellulaires abondantes en arginine ont conduit a I'hypothése selon laquelle
I’arginine existerait dans des compartiments subcellulaires peu interchangeables. En effet, une
fois transportée dans la cellule endothéliale, I'arginine pourrait ne plus accéder aux eNOS

associées a la membrane (274). La concentration en arginine dans un tel micro-environnement
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Figure 42 : Colocalisation de eNOS et CAT-1 au sein des cavéoles
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Figure 43 : Utilisation préférentielle de I'arginine extracellulaire pour la synthese de NO

Effets d’un apport en arginine (ARG) et en arginine ethyl ester (qui peut augmenter I’arginine
intracellulaire par I’intermédiaire d’une diffusion passive plutét qu’un transport actif par CAT-1,
ARG-EE) sur les concentrations d’arginine intracellulaire (barres noires) et de nitrites (barres
blanches) aprés I’incubation de cellules endothéliales avec différentes concentrations d’ARG et
d’ARG-EE pendant 2 h. L’arginine extracellulaire, par I’intermédiaire de son transport actif, est
préférentiellement utilisée pour la synthese de NO par les cellules endothéliales humaines. D’apres
(274).



protége pourrait étre différente de celle de la cellule entiere (273) et il est difficile de savoir
comment une supplémentation en arginine pourrait spécifiquement affecter les concentrations
caveolaires. Cependant, l'association étroite de eNOS et de CAT-1 avec la membrane
cellulaire suggeére un mécanisme pour la délivrance directe de I’arginine extracellulaire a
eNOS, sans la mélanger avec le pool intracellulaire total, niant Il'importance des
concentrations d’arginine intracellulaires (Figure 42). Ainsi, I’arginine extracellulaire pourrait
étre préférentiellement utilisée par eNOS dans ce microenvironnement. Ceci est confirmé
avec des observations in vitro qui montrent que ’arginine extracellulaire, plutét que l'arginine
intracellulaire, est le principal facteur déterminant pour la synthése de NO dans les cellules
endothéliales (274) (Figure 43). Dans ce paradigme, les concentrations d’arginine
extracellulaires détermineraient le taux de transport et la biodisponibilité de I’arginine pour
eNOS. Par conséquent, des concentrations plasmatiques d’arginine en baisse ainsi qu'une
activité de CAT-1 en baisse deviennent des mécanismes potentiels limitant davantage les taux
de synthése de NO dans des états pathologiques. Bien qu'il existe des données suggérant
I'existence de ces pools (182, 216), une preuve directe de leur existence, ainsi qu’un

mécanisme de séquestration de 1’arginine sont encore mangquants.

4.2. Inhibition compétitive par des inhibiteurs endogénes

Une autre explication pour le paradoxe de I’arginine peut étre la présence d'analogues
endogénes de I’arginine, ’ADMA et la N®-monomethyl-L-arginine (L-NMMA), qui exercent
une activité biologique par inhibition compétitive de la NOS (225, 275, 276). La L-NMMA
provoque une dysfonction endothéliale dans les modéles animaux et humains (78). Les
concentrations plasmatiques d'’ADMA sont 10 fois supérieures a celles du L-NMMA chez
I’Homme (276), et sont élevées chez les patients atteints de maladies cardiovasculaires (277),
entrainant une altération de la synthese de NO dans certaines conditions physiopathologiques
(59). Aujourd'hui, nous savons qu’une élévation de I’ADMA plasmatique, ainsi qu'une
diminution du ratio arginine/ADMA, a lieu en cas dhypercholestérolémie et que cette
élévation de 'ADMA est corrélée avec une dysfonction endothéliale (277). Des élévations de
I'ADMA plasmatiques peuvent aussi jouer un rdle dans [I'hyperhomocystéinémie,
I'nypertension, le diabéte, la résistance a I’insuline, I'insuffisance cardiaque chronique et dans
les maladies artérielles périphériques occlusives (225, 277), resultant en une activité diminuée
de la NOS. Ceci est cohérent avec les données de plusieurs études expérimentales qui
suggérent que des concentrations élevees d'ADMA (3-15 pM) inhibent, de maniére
significative, la synthese vasculaire de NO (213, 278). Les mécanismes susceptibles de
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Figure 44 : Paradoxe de I'arginine et ADMA

A : En présence de faibles concentrations en ADMA, les concentrations physiologiques de I’arginine
permettent une activité maximale de eNOS et la syntheése de NO.

B : Cependant, en présence de concentrations élevées d’ADMA, un inhibiteur endogéne de la NO
synthase, la conversion de I’arginine en NO est altérée, résultant en une diminution des actions
biologiques du NO.

C : Dans de telles circonstances, méme un Iéger changement des concentrations en arginine suite a une
supplémentation en arginine peut restaurer la synthese de NO a un niveau normal. D’aprés (222).



justifier les effets bénéfiques de I’arginine observés, notamment dans le cadre de
I’hypercholestérolémie, suggerent que la supplémentation pourrait compenser 1’augmentation
des concentrations d’ADMA, trés fréquemment observée chez le patient présentant une
dysfonction endothéliale ou des facteurs de risque cardiovasculaire (272, 279). En entrant en
compétition avec la L-arginine au niveau du site catalytique de eNOS, 1’accumulation
d’ADMA limite la synthése de NO. Ainsi, l'inhibition de l'activité de la NOS peut étre
surmontée par un exces de substrat et pourrait expliquer pourquoi I’arginine améliore la
fonction endothéliale chez les patients atteints de maladies cardiovasculaires (213, 272).
L’arginine serait donc bénéfique chez les patients avec des niveaux élevés d’ADMA mais
n’aurait aucun effet sur les mécanismes NO-dépendants chez les sujets ayant des niveaux
faibles ou normaux d'ADMA (279) (Figure 44). Cependant, ce mécanisme n’expliquerait pas
la vasodilatation L-arginine-induite chez les Hommes sains chez lesquels les niveaux
d’ADMA sont faibles. Notons que, comme les concentrations plasmatiques en ADMA sont
tres faibles (le rapport arginine/ADMA est de 1’ordre de 200), I'importance réelle du
phénoméne d’inhibition compétitive souligne que le ratio doit étre beaucoup plus faible au
voisinage de eNOS, ce qui confirme a nouveau I’importante compartimentation métabolique
(192).

4.3. Compétition des voies arginase et NO synthase

Etant donné que les arginases utilisent le méme substrat qu’eNOS, elles ont été
proposées comme des enzymes compétitives de eNOS. Au premier regard, il pourrait sembler
que I’arginase ne puisse pas bien rivaliser avec la synthése de NO pour l'arginine. Le Km pour
I'arginine est compris autour de 2-20 mM pour les arginases des mammiferes (54, 182), ce qui
est bien plus élevé que celui pour eNOS. Cependant, bien que l'affinité de eNOS pour
I'arginine soit environ 1000 fois supérieure a celle de I’arginase, la Vmax de ’arginase est
environ 1000 fois supérieure a celle de eNOS (54), ce qui indique des taux similaires
d'utilisation du substrat pour la synthese de NO, a de faibles concentrations d'arginine. De ce
fait, méme si les concentrations plasmatiques en arginine ont été rapportées comme
inchangées dans les maladies cardiovasculaires dans plusieurs études, il est possible que la
biodisponibilité locale de I’arginine en tant que substrat pour la NOS puisse étre toutefois
réduite par l'activité arginase (205). Ainsi, I’arginase peut étre un facteur limitant de la
synthése de NO. L’arginase est exprimée de fagon constitutive dans les cellules endothéliales.
Bien que certaines arginase | aient eté détectées dans les cellules endothéliales humaines,

I'isoforme prédominante est I’arginase II. Il existe des preuves solides que les niveaux
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Figure 45 : Compétition des voies arginase et NO synthase pour la synthése de NO

La synthése de NO (indiquée par la production de nitrites + nitrates) est plus faible dans les cellules
endothéliales transfectées avec I’arginase | (AI-EC) et I’arginase 1l (All-EC), comparativement aux
cellules endothéliales témoins transfectées avec LacZ (LacZ-EC). La synthese nette de citrulline est
aussi réduite dans les cellules endothéliales transfectées avec I’arginase | et Il, comparativement aux
cellules témoins. D’apres (281).



constitutifs de l'activité arginase dans les cellules endothéliales, limitent la synthese de NO et
la fonction vasodilatatrice NO-dépendante (par ex. (181, 207, 208)). Cela a été confirmé
expérimentalement dans un certain nombre d'études dans lesquelles I’inhibition de l'activité
ou de I’expression de I'arginase a entrainé une augmentation de la synthése de NO (209, 280).
De plus, d’apres les travaux de Li et al. (281), I’augmentation de 1’expression des arginases
provoque la diminution de la synthése basale de NO, par une déplétion du stock d’arginine,
d’ou une diminution de la disponibilité pour la eNOS (Figure 45). Une large gamme d'agents
peuvent induire I'expression de larginase lorsqu'ils sont administrés a des cellules
endothéliales en culture, y compris des taux de glucose élevés (282), des LDL oxydés (283) et
de I’H20; (284). Une augmentation de l'expression et de l'activité de ’arginase I a été
impliquée dans de nombreuses maladies cardiovasculaires (182, 209, 282, 285). Parmi les
conditions qui entrainent une expression endothéliale élevée de 1’arginase in vivo, on trouve
I'nypertension (209). Ainsi la dysfonction vasculaire due a une diminution de 1’arginine
induite par l'arginase peut étre inversée avec une supplémentation en arginine (280), mais cela

induit aussi une augmentation de l'activité arginase.

4.4. Découplage de la NO synthase

Des effets antioxydants ont été signalés pour la L-arginine, qui peuvent contribuer a
accroitre la biodisponibilité du NO. En effet, I’activité catalytique de la NOS peut étre
découplée sous certaines conditions physiopathologiques, résultant en un basculement de
l'activité catalytique de la synthése de NO vers la synthése de superoxyde. Dans ce cas,
I’arginine exogéne permettrait de réduire la production d’anions superoxydes en augmentant
la biodisponibilité de 1’arginine pour eNOS (229, 286). Un scénario similaire se produit au
cours de la période de reperfusion aprés une ischémie. La eNOS activée peut rapidement
épuiser les stocks locaux d’arginine. Dans cet environnement appauvri en substrat, la eNOS
peut subir un changement conformationnel, de fagcon a générer préférentiellement I'anion
superoxyde (65, 229). Dans ce cadre, il est possible que I'augmentation des concentrations
locales en arginine puisse favoriser la conformation dimérique de la NOS. Cependant, on
ignore si la supplémentation en arginine est capable de surmonter une altération de la eNOS
au point de restaurer l'activité du NO (229). De plus, simplement en agissant comme un
antioxydant, I’arginine peut éliminer les anions superoxydes ou restaurer le cofacteur crucial
BH, et ainsi éviter la synthese de superoxyde par eNOS lorsqu’elle est dans un état
"découplé” (182). Chez des patients atteints de maladie artérielle périphérique occlusive et
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d’hyperhomocystéinémie, ’arginine améliore considérablement la FMD et réduit le stress
oxydant (255).

4.5. Autres hypotheses

La glutamine ne modifie pas l'activité de eNOS, mais inhibe la synthése de NO par les
cellules endothéliales, et cette inhibition peut étre antagonisée par l'arginine (287, 288). Cette
propriété régulatrice de la glutamine peut contribuer au « paradoxe de 1’arginine» dans les
cellules endothéliales, et est susceptible d'étre d'une importance physiologique. Cependant, le
mécanisme responsable de I'inhibition de la synthese endothéliale de NO par la glutamine et
son antagonisme par 1’arginine ne sont pas connus.

Giugliano et al. ont démontré que des perfusions en intraveineuses de L-arginine stimulent
la libération d'insuline (223). lls ont démontré en outre que cette augmentation de l'insuline
plasmatique induit une vasodilatation périphérique, diminue l'agrégation plaquettaire, et
diminue la viscosité du sang, que d’autres ont attribué a une meilleure synthese de NO (223).
La vasodilatation produite par la L-arginine est abolie par I'octréotide, qui inhibe la libération
d'insuline. Cet effet de I'octréotide est inversé par I'addition d'insuline durant la perfusion
d’arginine (pour mimer l'effet de stimulation de la libération d'insuline par la L-arginine).
Certains des effets vasoactifs de I'insuline sont inhibés avec un antagoniste de la NOS (289) et
seraient ainsi dépendants de la libération endogene de NO. Enfin, les données de Giugliano et
al. (223) sont susceptibles de ne pas étre applicables a des études dans lesquelles de I’arginine
orale a été utilisee. Avec des doses orales d’arginine, les concentrations d’arginine
plasmatiques sont approximativement doublées, tandis que dans les études de Giugliano et al.
(223), les concentrations sont augmentées de facon spectaculaire. Ainsi, les effets de
I’arginine orale sont peu susceptibles d’étre provoqués par des changements au niveau de

I'insuline plasmatique.

4.6. Conclusion

Ce paradoxe a été énoncé trés tot mais il se résout si on considére, comme on 1’a vu
plus haut, que eNOS se trouve en réalit¢ au sein d’une organisation complexe et
compartimentée. L’existence des cavéoles, ’activité de CAT-1, le rble des cofacteurs,
I’existence d’inhibiteurs et la présence d’arginase sont autant d’é¢léments pour expliquer ce
paradoxe. Au final, le Km apparent de la synthése de NO a partir d’arginine extracellulaire est
de 73-150 uM, c’est a dire dans la gamme des Km des systémes de transports de 1’arginine

(100-150 puM) et des concentrations plasmatiques (50-150 uM a jeun, 100-250 puM en
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postprandial) (54). Dans ces conditions, 1’accessibilit¢é du substrat au niveau intime de

I’enzyme est susceptible de moduler la synthese de NO

En conclusion et d’une fagon générale, I’effet et ’intérét d’une augmentation de 1’apport
en arginine a doses nutritionnelles (~3-8 g/j) sur la synthese de NO et la modulation de
fonctions régulées par le NO restent a démontrer chez ’'Homme sain. A I’inverse, une
supplémentation d’arginine a doses supra-nutritionnelles (~9-24 g/j) a des effets bénéfiques
avéres dans certaines situations pathologiques cardiovasculaires. Parmi les nombreux effets
bénéfiques de I’arginine, la plupart sont dépendants du NO, qui est un acteur central de
I’homéostasie de 1’endothélium vasculaire, jouant un r0le crucial dans la fonction
endothéliale, et le dysfonctionnement de la voie de signalisation dans laquelle il est impliqué
conduit a une dysfonction endothéliale qui joue un réle clé dans le développement de

I’athérosclérose et du syndrome métabolique.
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D. CONCLUSION ET JUSTIFICATION DES TRAVAUX EXPERIMENTAUX

1. Conclusion

Comme nous I’avons décrit dans la troisiéme partie de I’introduction bibliographique, peu
d’études de supplémentation chez le sujet sain, a de faibles doses d’arginine (3 a 8 g/j), ont été
réalisées. La littérature rapporte en majorité des données sur I’effet bénéfique de fortes doses
d’arginine (le plus souvent entre 9 et 24 g/j) chez le sujet a risque ou malade. Comme rapporté
par la méta-analyse de Bai et al., I’effet de 1’arginine ne s’exercerait que lorsque la fonction
endothéliale est altérée (30). Dans ce cas, 1’effet sur la fonction endothéliale semble pouvoir
s’exercer dés les faibles doses d’arginine (30, 243, 245, 247), qui peuvent étre atteintes par
I'alimentation, ce qui suggere que l'apport nutritionnel quotidien peut influer sur la santé
vasculaire. Des études contrdlées, de supplémentation a faibles doses d’arginine, sont ainsi
nécessaires, car il y a de plus en plus de preuves que la teneur en arginine des protéines
alimentaires peut expliquer leurs effets bénéfiques sur la fonction endothéliale (176, 178).
Cependant, dans le cas des protéines alimentaires, I'arginine est lentement mise a disposition,
ce qui peut affecter son orientation métabolique et ainsi son utilisation pour la synthése de
NO.

L hypothése principale expliquant un effet favorable de la supplémentation en arginine,
comme nous ’avons évoqué dans I’introduction bibliographique, correspond a la capacité de
I’arginine administrée a étre convertie en NO pour renforcer la fonction endothéliale,
autrement dit a un « effet substrat ». Cependant, comme la demi-vie du NO est
exceptionnellement courte, cet effet est attendu comme labile (193). Aussi, un effet de la
supplémentation n’est attendu que dans la mesure ou, et au moment ou, la supplémentation
augmente effectivement la biodisponibilité de I’arginine. A 1’inverse, si on considére donc
qu’un effet de la supplémentation en arginine n’est susceptible de s’exercer que si et quand
I’arginine est fournie a 1’organisme — pratiquement quand ’argininémie est significativement
augmentée — les effets de faibles doses, a 1’échelle alimentaire (c.-a-d. quelques grammes),
pourraient ne s’exercer que de fagon transitoire, pendant la phase d’absorption et de mise a
disposition de I’arginine. Un effet durable requerrait donc plutdt des doses trés importantes
(de I’ordre de 12 g/j), capables d’entrainer une élévation de la mise a disposition d’arginine
sur la journée, comme en témoigne 1’élévation a jeun de 1’argininémie (par exemple, (98)).
Une autre possibilité serait que I’arginine soit absorbée et mise a disposition de fagon lente,

comme c’est le cas de I’ensemble des acides aminés ingérés sous forme de protéines dans des
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repas en situation alimentaire usuelle (290, 291), ou comme ce peut étre le cas avec des
formulations galéniques a libération prolongee (LP), pour une supplémentation en arginine
seule (185). Signalons alors que la libération lente d’arginine par une forme LP apparait (ou
est susceptible de) mimer la libération « nutritionnelle » de I’arginine apportée par les
protéines alimentaires. Néanmoins, la mise a disposition et la pharmacocinétique de 1’arginine
administrée par voie orale reste mal décrite. Les estimations d’extraction de premier passage
de l’arginine varient entre 30 % et plus de 60 % (195, 196, 212, 292). Cependant, la
biodisponibilit¢é de 1’arginine est globalement ¢élevée, comme en témoigne 1’élévation
importante, dose-dépendante, de I’argininémie aprés ingestion (185, 264). Quand 1’arginine
est administrée sous forme libre, les temps de pics de concentration sont précoces (Tmax
d’environ 1 h), ’arginine disparaissant ensuite assez rapidement (185, 193, 194, 264). En
outre, la mise a disposition rapide d’arginine est susceptible de favoriser son extraction de
premier passage. De facon générale, il est connu que [’utilisation des acides aminés vers les
voies cataboliques est d’autant plus importante que 1’absorption est massive et brutale (291,
293); il pourrait s’agir 1a d’un mécanisme général de régulation homéostatique permettant de
prévenir une trop forte augmentation des concentrations systémiques en acides aminés.

Enfin, on sait également peu de chose sur I’utilisation pour la synthese de NO de
I’arginine mise a disposition oralement. Différentes observations et théories ont été proposées
pour comprendre comment ’organisme utilise 1’arginine circulante (1, 16, 294-296). Le
métabolisme de I’arginine apparait notamment tres compartimenté (54, 297, 298) et la voie
d’utilisation de la synthése systémique de NO pourrait également étre en compétition avec la
voie de I’hydrolyse par I’arginase (181, 208), ou encore sujette a I’action d’un inhibiteur
compétitif de la synthése, ’ADMA (222). Chez I’homme sain, sans facteurs de risque,
I’utilisation de I’arginine orale pour la synthese de NO parait tres modeste, avec une trés
faible contribution du compartiment circulant d’arginine a la synthése de NO (196, 264). La
synthese de NO a partir de I’arginine ingeérée reste néanmoins dépendante de la dose
administrée, confirmant le principe que ’arginine est bien un donneur de NO (196, 222, 264).
En revanche, en situation de dysfonction endothéliale associée a des facteurs de risque
cardiovasculaire, quand la synthése totale de NO est amoindrie, on s’attend a ce que la
contribution de 1’arginine alimentaire ou circulante soit plus importante. Ceci est prédit par un
certain nombre de théories meétaboliques et biochimiques (207, 222) et surtout par le fait,
détaillé plus haut, que I’administration d’arginine améliore la fonction endothéliale quand

celle-ci est altérée (30). Enfin, une cinétique lente pourrait avoir un impact sur son utilisation
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métabolique. En effet, une cinétique lente pourrait limiter lI'activation de la voie d'élimination

métabolique et favoriser I'utilisation de 1’arginine orale dans d'autres voies (185, 290, 291).

Nous avons vu en deuxiéme partie de 1’introduction bibliographique, que chez des sujets
sains, I’ingestion d’un repas riche en acides gras saturés et/ou en saccharose induisait un
ensemble d’événements délétéres et transitoires, tels qu’une diminution de la réactivité
vasculaire associée a une augmentation de la production d’espéces réactives de 1’oxygene et
une élévation des marqueurs pro-inflammatoires, indiquant 1’apparition d’une dysfonction
endothéliale au cours de la phase postprandiale (154, 165, 169, 299). Comme les trois quarts
de notre journée se déroulent en phase postprandiale, il a été suggéré que le risque nutritionnel
cardiovasculaire se constituait progressivement par la répétition de ces évenements
postprandiaux indésirables (299). Ainsi, I’examen de la dysfonction endothéliale dans cette
fenétre d’étude postprandiale est tout a fait pertinent en ce qu’il permet d’analyser 1’étape
primordiale de la physiopathologie des désordres cardiovasculaires a son niveau d’apparition
le plus précoce. Le fait que la supplémentation en arginine soit efficace lorsque la fonction
endothéliale est altérée, suggére qu'elle pourrait également étre efficace dans des conditions
aigués, impliquant une altération transitoire de la fonction endothéliale, par exemple pendant
la période postprandiale, qui fait intervenir les mémes mécanismes, a savoir une altération de
la synthese de NO (300-302). De plus, la dysfonction endothéliale postprandiale observée
chez les sujets sains, est encore plus marquée chez les sujets présentant des facteurs de risque
cardiometabolique (155, 156, 160, 161, 175). Cependant, peu d'études ont évalué les effets
d’une supplémentation en arginine, au cours de la période postprandiale (179), notamment
avec de faibles doses d’arginine (178, 263) et aucune n'a été menée chez des sujets présentant
des facteurs de risque cardiométabolique.

Les relations entre les concentrations plasmatiques d'arginine, la synthése de NO, et les
maladies cardiovasculaires sont complexes. Une biodisponibilité réduite en arginine peut étre
due soit a un transport diminué¢ de 1’arginine ou a une augmentation des voies cataboliques,
conduisant a une déplétion en arginine, et a des niveaux concomitants et élevés en ses
produits du métabolisme, incluant I’ornithine et la citrulline. En effet, plusieurs études ont
suggéré qu'une déficience relative en arginine est présente chez les sujets atteints
d'hypertension ou d'insuffisance cardiaque en raison d’un transport de 1’arginine altéré (56,
303-305). Par conséquent, les concentrations « fonctionnelles » en arginine pourraient étre
reflétées par I’argininémie basale mais aussi par I'état d'équilibre systémique entre la

biodisponibilité en arginine et le niveau d’utilisation de ’arginine par ’arginase et la NO
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synthase (303). Dans plusieurs états pathologiques, les niveaux d’arginase sont augmentés et
ont été proposés comme facteur limitant pour la synthése de NO. Cette limitation de la
synthése de NO est le résultat d’une compétition indirecte avec la NO synthase. L’arginase
conduit a la formation d'ornithine et par la suite de citrulline, qui a son tour, peut étre
reconvertie en arginine (58). Par conséquent, il a été supposé que les concentrations
« fonctionnelles » en arginine pouvaient étre affectées par différents processus qui pourraient
réduire la biodisponibilité en arginine pour la NO synthase. Un concept de «ratio de la
biodisponibilité global en arginine" (“global arginine bioavailability ratio, GABR), qui
correspond au ratio arginine/[ornithine+citrulline], a alors été proposé pour tenir compte des
niveaux de substrat (arginine) et de ses principaux produits du métabolisme (ornithine et
citrulline) in vivo (306). Le GABR fournirait, ainsi, un autre indice sur la capacité a
synthétiser du NO, en plus de I’argininémie basale. En effet, un GABR diminué est associe,
de facon significative, a la fois au développement de coronaropathies obstructives et a un
risque accru, sur le long terme, de la survenue d’événements cardiovasculaires indésirables
majeurs (306). Ainsi, une dérégulation du métabolisme de l'arginine peut étre identifiée a
I’aide du GABR, ou d’autres ratios tels que les ratios arginine/ADMA ou arginine/ornithine.
Plusieurs études ont mis en évidence une association entre une altération systémique de la
biodisponibilité en arginine et les maladies cardiovasculaires (285, 303, 307-309). De ce fait,
les concentrations basales en arginine pourraient donc refléter la configuration métabolique
sous-jacente du métabolisme de 1’arginine (c-a-d. I'équilibre entre la synthése de novo,
l'apport alimentaire et la dégradation de 1’arginine) et ainsi la capacité de mobilisation de
I'arginine pour soutenir la synthése de NO dans une situation dynamique ou celle-ci est

compromise.

2. Hypotheses et objectifs des études

Ainsi a I’issu de cette revue des connaissances, il apparait que 1’arginine, a des doses
relativement faibles, sous une forme lentement mise a disposition, pourrait améliorer la
fonction endothéliale de sujets sains se trouvant physiopathologiquement dans une situation
de syndrome métabolique, ou une diminution de la synthése de NO est observée (14-17, 310,
311). Le mécanisme sous-jacent serait 1’utilisation de cette arginine pour la synthése de NO
(22, 54, 181, 208, 294-298, 312). Cependant, aucune donnée directe, in vivo, n’est disponible
chez I'Homme, pour soutenir I'nypothese que l'arginine orale/alimentaire, dans un contexte
nutritionnel, est utilisée différemment pour la synthése de NO, chez des sujets présentant des

facteurs de risque cardiométabolique. Enfin, le mécanisme a 1’origine des effets bénéfiques de
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la supplémentation en arginine sur la dysfonction endothéliale, pourrait étre particulierement
apparent lors d'une diminution transitoire de la synthése de NO, comme lors de la période
postprandiale. Ces bénéfices de la supplémentation en arginine pourraient également varier en
fonction du statut basal d’argininémie, qui pourrait rendre compte de la biodisponibilité en
arginine pour la synthese de NO. L’objectif de ce travail de thése a donc été de tester ces
hypothéses par des études chez I’Homme, de supplémentations nutritionnelles en arginine,
c’est-a-dire a faible dose et sous une forme a libération prolongée (LP). Plus précisément,

nous avons formé les deux hypothéses suivantes :

Hypothése n°l: I’arginine-LP est davantage utilisée pour la synthése de NO que
I’arginine a libération immédiate (LI), et davantage chez les sujets sains présentant des

facteurs de risque cardiométabolique.

Hypothése n°2 : la supplémentation en arginine a libération prolongée améliore la
fonction endothéliale a jeun et en postprandial chez les sujets sains présentant des facteurs de
risque cardiométabolique. Cet effet pourrait varier en fonction du statut basal d’argininémie

de ces sujets.
Nous avons ainsi réalisé deux études, qui avaient les objectifs suivants :

Etude n°1: & I’aide d’arginine alimentaire marquée (arginine °N), notre premigére
étude visait a étudier la biodisponibilité et l'utilisation de 1’arginine alimentaire pour la
synthése de NO, en fonction de sa cinétique de libération (c.-a-d. selon qu’elle était
consommeée sous une forme a libération immédiate (LI), ou sous une forme LP mimant la
mise a disposition naturelle de I’arginine alimentaire), et de tester I'hypothése que cette
utilisation pour la synthese de NO serait plus élevée chez des sujets avec des facteurs de
risque cardiométabolique, chez qui la synthese de NO est amoindrie (dans notre cas, des
sujets avec un «tour de taille hypertriglycéridémique » (109, 110, 113, 116, 313, 314)),

comparativement a des sujets témoins en bonne santé.

Etude n°2: notre deuxiéme étude visait a tester ’effet d’une supplémentation avec de
faibles doses d’arginine-LP, sur la fonction endothéliale postprandiale, chez des sujets sains
présentant des facteurs de risque cardiométabolique (des sujets avec un tour de taille
hypertriglycéridémique toujours), mais egalement de tester si cet effet pouvait différer entre
les sujets selon leur argininémie basale, qui agirait comme un prédicteur de la fonction

endothéliale postprandiale aprés la supplémentation en arginine.
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E. METHODES D’EVALUATION DE LA SYNTHESE /BIODISPONIBILITE
DU NO ET DE LA FONCTION ENDOTHELIALE CHEZ L’HOMME

1. Evaluation de la syntheése/biodisponibilité du NO

Chez I’Homme, de nombreuses méthodes, directes et indirectes, plus ou moins sensibles
et spécifiques, ont été développées afin d’évaluer certains des métabolites du NO et ainsi la

synthese et/ou la biodisponibilité du NO (Figure 46) (315).

1.1. Indicateurs de la capacité de synthése du NO

La demi-vie du NO dans le sang est trés bréve (<1s) en raison de sa rapide oxydation par
I’oxyhémoglobine en nitrates et nitrites (regroupés sous le terme de NOX), de sa liaison a
différentes structures cellulaires ou de son piégeage, et rend sa quantification directe souvent

difficile voire impossible.

Ainsi, in vivo, la synthése de NO est souvent évaluée en dosant la concentration
plasmatique de ses métabolites (NOx) (316, 317). Les NOx peuvent étre mesurés par un
dosage spectrophotométrique dans le plasma ou au sein des cellules (par ex. les neutrophiles)
ou encore dans la salive (16). L’analyse des NOx est relativement facile, mais peut étre
biaisée par l'apport de nitrates alimentaires, la clairance rénale ou la synthése bactérienne
intestinale (16). En 2001, I’étude de Lauer et al., confirmée ensuite par de nombreuses études,
a démontré que seuls les NO, plasmatiques reflétaient véritablement des variations de la
production du NO (318). En effet, alors que les NO;™ retrouvés dans le plasma proviennent
essentiellement du NO, les NO3 plasmatiques sont modulés par de nombreuses sources
d’apport en nitrates, indépendantes de la synthése de NO, au premier rang desquelles
I’alimentation. En outre, de récentes €tudes ont démontré, chez des sujets sains, qu’une
contrainte de cisaillement entrainait une augmentation en NO,™ plasmatiques (et non en NO3),
qui était extrémement bien corrélée avec I’augmentation du flux sanguin (319). Les NOy
plasmatiques sont donc considérés comme un marqueur de la synthese mais aussi de la
biodisponibilité du NO (320). Une attention toute particuliére a été donnee a la précision et a
la reproductibilité des méthodes de dosage des NO,™ plasmatiques, en utilisant des techniques
telles que la GC-MS, la chimioluminescence ou 1’analyse par injection en flux continu (321,
322).

Une meéthode plus directe pour mesurer la synthese de NO est de mesurer la conversion
d’arginine marquée a ’aide d’un isotope stable de 1’azote (par ex. L-[*°*N-?H,] or L-[**N,]-
guanidino-arginine), administrée par voie intraveineuse ou orale, en ses métabolites (*>NOXx
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Figure 47 : Voie de synthése et de dégradation du NO

L’arginine, substrat de la synthése de NO, est principalement issu de la protéolyse. Une fraction de
I’arginine est synthétisée de fagcon endogene a partir du cycle de I'urée et de la conversion de la
citrulline. Apres une conversion en nitrites/nitrates au niveau systémique, le NO produit, peut
étre expiré ou excrété sous forme de nitrates urinaires. D’aprés (324).
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Figure 48 : Deux types de guanylate cyclase au niveau des cellules musculaires lisses

Au niveau des cellules musculaires lisses, le GMPc est synthétisé a partir du GTP par I’activation de
deux guanylates cyclase, la guanylate cyclase soluble (s-GC) et la guanylate cyclase membranaire (p-
GC). Alors que la s-GC, cystosolique, est activée par le NO et le monoxyde de carbone, la p-GC est
activée par des peptides natriurétiques (ANP : atrial natriuretic peptide, BNP : Brain natriuretic
peptide, CNP : C-Type natriuretic peptide). D’apres (328).



ou [*°*N]-citrulline) (189, 323, 324). En effet, comme la synthése du NO ne correspond qu’a
environ 0,26-1% du flux plasmatique d’arginine chez I’Homme sain, marquer la L-arginine au
niveau de ’azote de son groupement guanidium, spécifiquement utilisé par la NOS, permet de
discriminer la voie de synthese du NO (Figure 47). Ainsi, aprés 1’administration
orale/intraveineuse d’une dose de [°NJ-arginine, les enrichissements isotopiques des
différents métabolites du NO, au niveau plasmatique ou urinaire, peuvent étre mesurés de
facon tres précise par chromatographie liquide ou gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (16, 72, 264, 300). La mesure de ’enrichissement isotopique en [*°N]-citrulline (L-
[ureido-">N-?H,] or L-[ureido-"*N]-citrulline) ou en **NO," plasmatiques, ou encore en > NO3’
urinaires, permet une évaluation de la synthése corps entier du NO a partir de 1’arginine tracée
(317, 324). 1l est a noter que la mesure de la synthése de NO par la technique des traceurs peut
ne pas tenir compte d’une éventuelle compartimentation du métabolisme du NO (inter-

organes et intracellulaire) et ainsi sous-estimer la synthése de NO (324).

Actuellement, le développement de technique de piégeage du NO par des complexes
ferriques, formant alors des adduits paramagnétiques stables du NO, qui pourront ensuite étre
mesurés par résonnance paramagnétique électronique, représente une voie prometteuse
d’évaluation de la synthése du NO (325).

1.2. Indicateurs de la biodisponibilité du NO

La sensibilité de la technique de chimioluminescence permet actuellement de doser les
RSNO dans le plasma (326). Une étude récente a montré qu’une diminution des RSNO
plasmatiques était observée chez des sujets a risque cardiovasculaire et était associée a une
diminution de la vasodilatation hyperémique, suggérant ainsi que les RSNO pouvaient

représenter un marqueur de la biodisponibilité du NO (327).

Une autre possibilité d’évaluer indirectement la biodisponibilit¢ du NO est la mesure des
concentrations plasmatiques de GMPc. En effet, le principal effecteur intracellulaire du NO
étant la guanylate cyclase soluble, qui répond par la production de GMPc en grande quantité,
le GMPc plasmatique peut étre considéré comme un marqueur de la biodisponibilité du NO
(328). Cependant, deux types de guanylates cyclases ont été identifiés au niveau des cellules
musculaires lisses, la guanylate cyclase soluble, NO dépendante et la guanylate cyclase
membranaire, non stimulée par le NO mais par des peptides natriurétiques (Figure 48). Il a été
montré que la production de GMPc était principalement stimulée par le NO et le peptide

natriurétique atrial (ANP) (328, 329). Ainsi, les variations de GMPc au niveau plasmatique
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Tableau 8 : Facteurs circulants utilisés comme marqueurs de la fonction endothéliale

Vasodilatateurs

Vasoconstricteurs

Marqueurs de
I'inflammation

Marqueurs de
I'hémostase

Autres

Nitrates et nitrites (métabolites du NO), 6-kéto-PGF 1o (métabolite de la prostacycline)
Endothéline-1, angiotensine Il, thromboxane A,, radicaux libres de I'oxygeéne,
prostaglandine H,

Proteine C-réactive, molécules d'adhésion cellulaire (sélectine P et E, ICAM-1, VCAM-
1), MCP-1, interleukines (IL-6, IL-8), TNFa

Activateur tissulaire du plasminogene (tPA), inhibiteur de I'activateur du plasminogéne
(PAI-1), facteur Von Willebrand (VWF), thrombomoduline

Dérivés asymétriques de la L-arginine (ADMA), microparticules apoptiques, facteurs de
croissance (VEGF)

D’aprés (403).



peuvent étre utilisees comme marqueur de la bioactivité du NO en vérifiant que les

concentrations en ANP plasmatiques restent inchangées (330).

Au regard de la complexité des voies de régulation du NO mais aussi des techniques de
dosage des dérivés du NO, il apparait que ce n’est que par la combinaison de plusieurs
marqueurs de synthése et de biodisponibilit¢ du NO, qu’une évaluation pertinente des

variations de synthese et de biodisponibilité du NO est possible.

2. Méthodes d’exploration de la fonction/dysfonction endothéliale chez
I’'Homme : généralités
Actuellement, I'exploration clinique de la fonction endothéliale est réalisée au moyen de
méthodes fonctionnelles, qui étudient de facon directe I'endothélium d'un segment vasculaire
donné, et de méthodes biochimiques, qui évaluent I'endothélium vasculaire au moyen
d'indicateurs circulants (pro-inflammatoires, pro-thrombotiques et vasoconstricteurs),
témoignant de son activité ou de son intégrité de fagon plus globale. Nous focaliserons notre

expos¢ sur les méthodes d’évaluation les plus largement utilisées en exploration clinique.

2.1. Méthodes d’exploration indirectes : analyse des marqueurs biologiques

Les méthodes biologiques d’évaluation de la fonction endothéliale ne sont pas spécifiques
mais présentent I'avantage de leur simplicité sur le plan clinique puisqu'il s'agit généralement
de dosages de facteurs circulants d'origine endothéliale, réalisés a partir de prélevements
sanguins ou urinaires par des méthodes immunologiques courantes. L’utilisation de
marqueurs de synthése et de biodisponibilité du NO ne rend compte que de facon parcellaire
de la dysfonction endothéliale. Plusieurs autres marqueurs associés a la réponse inflammatoire
ou thrombotique ainsi que des vasoconstricteurs sont utilisés comme des indicateurs de
dysfonction endothéliale (Tableau 8). En effet, des concentrations plus élevées en un grand
nombre de marqueurs circulants tels que des molécules d’adhésions (ICAM-1, VCAM-1,
sélectine-E et P) et des médiateurs pro-inflammatoires et pro-thrombotiques (interleukine(IL)-
6, PAI-1, IL-1pB, IL-8, tumor necrosis factor (TNF)-a, facteur de von willebrand) ont éte
observées chez des sujets atteints de maladies athérothrombotiques et chez des sujets a risque

cardiovasculaire, par rapport a des sujets sains (92).

2.1.1. Marqueurs solubles d'activation endothéliale et d'inflammation

Ces molécules sont exprimées a la surface des cellules endothéliales et témoignent de

I'activation endothéliale en participant aux processus de recrutement, d'adhésion et de
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Figure 49 : Impact de la CRP sur I’activation endothéliale

Différentes études ont démontré qu’une augmentation des concentrations plasmatiques en CRP
induisait une altération de la synthése du NO et activait les voies de signalisation de I’angiogenese,
I’adhésion et la migration leucocytaires, la prolifération cellulaire et I’apoptose. D’apres (83).



migration des leucocytes. Des taux circulants éleveés, corrélés a une diminution de la réactivité
endothéliale, ont été rapportés dans I'athérosclérose. De plus, ces taux sont associés a la
présence de facteurs de risque cardiovasculaire tels que I’intolérance au glucose,
I’hypertension artérielle et I’hypercholestérolémie, et sont prédictifs de la survenue
d'évenements cardiovasculaires chez I'nomme sain (331, 332). Lors de [I’activation
endothéliale, les cellules endothéliales, les leucocytes et les monocytes recrutés libérent du
TNFa, de I'IL-6 et d’autres cytokines entrainant le recrutement de cellules circulantes
supplémentaires (332). La protéine C-réactive (CRP) libérée par le foie, en réponse a 1’IL-6,
favorise la synthése endothéliale des molécules d'adhésion et le recrutement des monocytes a
la surface de I'endothélium. De plus, cette protéine de phase aigué semble participer a la
dysfonction endothéliale, en modulant également par exemple la sécrétion et la synthése
endothéliale d’ET-1 ainsi que d’eNOS (Figure 49). De nombreuses études prospectives ont
démontré que les concentrations plasmatiques en CRP constituaient un facteur prédictif de la
survenue de pathologies cardiovasculaires (83, 333, 334). De plus, la fonction endothéliale est
inversement corrélée a la CRP présente dans le sérum (335). Cependant, son taux peut étre
influencé par de multiples phénomeénes inflammatoires extravasculaires qui rendent son

interprétation parfois difficile au niveau individuel.

2.1.2. Marqueurs solubles de 'némostase

tPA et PAI-1 sont libérés par les cellules endothéliales et régulent I'activité fibrinolytique.
Des taux élevés de ces protéines sont observés dans I'athérosclérose. De plus, des études
prospectives ont montré l'intérét prédictif des taux de tPA dans la survenue des accidents
cardiovasculaires chez le sujet sain et chez le coronarien (332, 336).

2.1.3. Vasoconstricteurs

Le NO et ’ET-1 régulent réciproquement leur synthese, ainsi une diminution de la
biodisponibilité en NO peut conduire & une augmentation de la synthese d’ET-1, induisant
ainsi une vasoconstriction et la libération de cytokines pro-inflammatoires (332, 337).
Notamment, des taux circulants élevés d’ET-1 ont été observés parallélement & une
diminution de la réactivité endothéliale coronaire (337). De plus I’expression d’ET-1 est

corrélée a I’évolution des plaques d’athérosclérose dans les artéres humaines (338).
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Figure 50 : Réle du NO dans la FMD

Le flux de I’artére radiale (mL/min) et le diamétre de I’artére radiale (mm) sont mesurés en basal et au
cours de I’hyperémie réactive, avant et aprés I’injection de N®-monomethyl-L-arginine (L-NMMA).
En conditions basales, I’hyperhémie induit une augmentation du flux, suivi d’une augmentation du
diametre de I’artére radiale (FMD). Le L-NMMA diminue le flux sanguin a I’état basal sans affecter le
diameétre de I’artére radiale et la réponse a I’hyperhémie. Cependant, le L-NMMA réduit la durée de la
réponse hyperémique et conduit a une vasoconstriction. ** P<0,01 par rapport au basal; t
P<0,05 et T P<0,01 par rapport a la valeur contrdle. D aprés (345).



2.1.4. Autres marqueurs

L’ADMA, en tant qu’inhibiteur endogéne compétitif d’eNOS, pourrait étre considéré
comme un marqueur indirect de 1’altération de la synthése du NO. De nombreuses études ont
montré qu’'une augmentation de I’ADMA plasmatique était observée non seulement chez des
sujets atteints de maladies cardiovasculaires mais aussi chez des sujets a risque
(hyperhomocystéinémie), par comparaison aux concentrations des sujets sains (59, 277, 312,
339). Enfin, recemment il a été montré que les microparticules, vésicules libérées lors de
I'activation cellulaire et de I'apoptose, pouvaient étre considérées comme des marqueurs de la
fonction endothéliale. En effet, des taux élevés de microparticules induisent une dysfonction
endothéliale en diminuant la synthése/biodisponibilitt du NO et en promouvant

I'inflammation vasculaire qui favorisent I'état prothrombotique dans I'athérosclérose (340).

Cependant, bien que liés étroitement a la dysfonction endothéliale, la plupart de ces
marqueurs ne sont pas spécifiquement synthétisés par I’endothélium. La CRP est synthétisé¢e
par le foie, et un certain nombre de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-13, MCP-1) et
facteurs pro-thrombotiques (PAI-1) sont synthétisés et sécrétés non seulement par les
leucocytes mais aussi par le tissu adipeux. Il est important de souligner que ces marqueurs
circulants ne sont pas strictement des marqueurs de la dysfonction endothéliale mais reflétent

plutdt des variations de 1’état inflammatoire associé a la dysfonction endothéliale.

2.2. Méthodes d’exploration directes

2.2.1. Mesure de la vasodilatation dépendante du flux sanguin par la technique
d’écho-doppler

La vasodilatation se divise en deux composantes distinctes que sont la vasodilatation

indépendante et dépendante de I'endothélium. La premiére référe a la capacité maximale de

l'artere a se dilater en réponse a I'administration d'un donneur de NO, un puissant

vasodilatateur, tel que la nitroglycérine. En contrepartie, la vasodilatation dépendante de

I'endothélium réfeére a la capacité des vaisseaux a se dilater suite a la synthése endogene de

NO par les cellules endothéliales.

Non invasive, la technique de mesure de la vasodilatation dépendante du flux ou FMD
(pour flow-mediated dilation) repose sur la capacité des cellules endothéliales vasculaires a
produire et relacher du NO en réponse a une augmentation de la contrainte de cisaillement
exercée sur les parois artérielles suite a une augmentation du flux sanguin (50) (Figure 50).

Ainsi, I’évaluation de la FMD consiste en la mesure de variations du diamétre de 1’artére
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Figure 51 : Technique de mesure de la FMD

Sonde utilisée pour la mesure de la FMD (A) et signal de FMD obtenu avec un logiciel de détection
des bords (B). Le ballonnet d’occlusion d’un sphygmomanomeétre placé au niveau distale de I’artere
brachiale est rapidement gonflé a 200mmHg puis progressivement dégonflé. La mesure en continue du
diametre de I’artére brachiale est réalisée a I’aide d’une sonde ultrason, avant, pendant et aprés le
gonflement et le dégonflement du ballonnet d’occlusion. La FMD ou vasodilatation dépendante
du flux sanguin est souvent exprimée en % de variation maximale du diamétre de [’artére
brachiale. Modifié d’aprés (345).
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Figure 52 : Principe de la mesure du RHI par la technique EndoPAT
D’apres (343).



brachiale ou radiale suite a une hyperémie (341). L’hyperémic réactive est une phase de
vasodilatation qui apparait aprés une occlusion (ischémie), généralement de 5 minutes de
I’artére brachiale par un brassard gonflé & une pression supra-systolique. La variation post-
ischémique du diameétre artériel est mesurée a 1’aide d’un appareil d’échographie-doppler a
haute résolution et d’un logiciel de détection des bordures permettant de mesurer le diametre
des vaisseaux étudiés (Figure 51). Ainsi, La FMD est exprimée en pourcentage de
changement maximal du diamétre de ’artére par rapport a son niveau de base. Il a été
démontré que la FMD était majoritairement NO-dépendante (332, 342). Bien que le principe
de cette technique semble simple, son application est techniquement difficile et nécessite une
formation approfondie et une standardisation. En effet, I’un des problémes majeurs de la FMD
est qu’il existe de nombreuses techniques de réalisation (343). Le positionnement des
brassards peut changer (avant-bras, poignet), la durée d’ischémie est variable, allant de 3 4 5
minutes jusqu’a 15 minutes (343). De plus, la position de la sonde échographique lors de la
réalisation de I’examen, et la mesure du diameétre des vaisseaux, en font une méthode longue a
réaliser et tres opérateur-dépendante (343-346). Cependant, parce qu’elle est non-invasive et
qu’elle est la plus validée, cette méthode d’exploration de la fonction endothéliale est la plus

largement utilisée et elle s’est imposée comme la référence en la matiére.

2.2.2. Mesure de I'amplitude du volume digitale par pléthysmographie

Plus récemment, une technique de mesure de I’amplitude de 1’onde de pouls au niveau
digital a vu le jour. S’appuyant sur les principes de la FMD, la pléthysmographie digitale
quantifie la réponse périphérique vasculaire a une hyperémie, par I’intermédiaire d’un
appareil appelé EndoPAT, mesurant I’onde de pouls et la variation de volume digital. Non-
invasif, ’appareil de mesure est composé de deux sondes digitales possédant un systeme de
gonflage. Une sonde est placée sur I’index d’une main (bras étudié) et ’autre sert de contrdle
sur la main controlatérale (bras de contréle). Une pression de 70 mmHg est appliquée par la
sonde sur chaque doigt, empéchant la distension veineuse distale et ainsi, inhibant
I’accumulation veineuse et les réponses réflexes veino-artériolaires (345). Du coté du doigt
testé, apreés mesure du flux basal, un brassard positionné au niveau du bras est gonflé au-
dessus de la pression systolique durant 5 minutes, puis relaché, créant une vasodilatation
réflexe, suite a I’hyperémie, mesurée par ’EndoPAT. L’amplitude de 1’onde de pouls est
enregistrée dans les deux doigts et un algorithme calcule automatiquement le ratio entre la
moyenne d’amplitude sur une période de 1 minute, commencant 1,5 minutes aprés

I’occlusion, et la moyenne au niveau basal (Figure 52). Cette valeur est I’indice d’hyperémie
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réactive (RHI ou reactive hyperemia index), qui est modulé en partie par le NO (347); et plus
cette valeur est élevée, plus elle indique une bonne fonction endothéliale, tandis qu’une valeur
faible de RHI suggére une dysfonction endothéliale. L’EndoPAT, en analysant la géométrie
de I’onde de pouls, permet également d’évaluer un paramétre de la rigidité artérielle, I’indince
d’augmentation de la pression artérielle ou Al (augmentation index) (348). L’avantage majeur
de la tonométrie artérielle périphérique (PAT) digitale réside dans sa reproductibilité et la

facilité de la mesure automatisée (349).

2.2.3. Analyse de la géométrie de I'onde de pouls

L’onde de pouls est I’onde de déformation de la paroi artérielle suite a 1’ébranlement
sanguin dans 1’aorte ascendante lors du choc d’éjection ventriculaire cardiaque. L'onde de
pouls se propage sur la surface du sang le long des artéres et provoque une déformation
mesurable de la paroi artérielle. L’onde de pouls a deux composantes : une onde incidente et
une onde réfléchie qui dépend du niveau des résistances périphériques, de la distance par
rapport au site de réflexion et de la compliance artérielle. La morphologie de 1’onde de pouls
et sa propagation peuvent étre recueillies par des méthodes non invasives.

Ainsi, un peu en marge des précédentes techniques, toujours dans 1’optique d’évaluer le
tonus vasculaire au niveau périphérique, des démarches plus indirectes et plus mécaniques,
ont été associées a une exploration non-invasive de la fonction endothéliale. Ainsi, des
variations de la rigidité artérielle, contrlées en partie par 1’endothélium (350), peuvent étre
évaluées par la mesure de vitesse de propagation de 1’onde de pouls (351), au niveau des
artéres périphériques, a ’aide d’un tonométre appliqué au niveau des artéres radiales ou
carotides. L’évaluation du volume du pouls digital par photopléthysmographie est une
méthode alternative de mesure de la rigidité artérielle (352). L’évaluation des ondes directes
et réfléchies au niveau digital, aprés ajustement sur la taille de 1’individu, permet le
calcul de deux indices : I’indice de rigidité artérielle (stiffness index, SI) qui est fortement
corrélé a la vitesse de propagation de I’onde de pouls, et I’indice de réflexion (reflection
index, RI1) qui rend compte du tonus vasculaire (353).

Cependant, des corrélations entre ces méthodes d’évaluation de la rigidité artérielle et la
méthode de référence d’exploration de la fonction endothéliale n’ont pas encore été
démontrées et les mécanismes impliqués dans la régulation de la rigidité artérielle par
I’endothélium restent largement méconnus. Il est important de souligner que ’EDHF semble

étre la voie de signalisation prépondérante impliquée dans la régulation du tonus vasculaire au
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niveau de la microcirculation, contrairement aux vaisseaux de conductance ou le NO est le

vasodilatateur principal (350).

2.3.  Evaluation de la dysfonction endothéliale en termes de risque
cardiovasculaire

De nombreuses études cliniques ont été réalisées dans le but de savoir si ces méthodes
d’exploration in vivo de la fonction endothéliale étaient capables de détecter une probable
dysfonction endothéliale chez des sujets ayant des manifestations cliniques des pathologies
cardiovasculaires (81). Par ailleurs, on a remarqué que ces méthodes d’exploration
fonctionnelle de I’endothélium détectaient des altérations de la fonction endothéliale chez des
sujets asymptomatiques a risque cardiovasculaire (7, 84). Ainsi, tous les principaux facteurs
de risque cardiovasculaire tels que 1’hypertension artérielle, le diabéte, 1’hyperlipidémie, le
tabagisme, 1’hyperhomocystéinémie sont associés a une diminution de la FMD (84). La
fonction endothéliale évaluée par la FMD constitue un marqueur de santé vasculaire qui
permet de caractériser I’initiation et la progression du processus athérogene. L’étude de
Framingham a trouvé une association négative et significative entre les scores de I’lEndoPAT
et de multiples facteurs de risque des maladies cardiovasculaires (354). Par ailleurs, Kuvin et
al. (355) ont étudié la relation entre le RHI et la présence ou I’absence de facteurs de risque
cardiovasculaire, et ont déterminé qu’une valeur élevée du RHI était associée a un profil de
risque cardiovasculaire plus favorable. Il a été également montré qu’une augmentation de 1’ Al
était observée chez des sujets a risque cardiovasculaire (356). En revanche, il existe une faible
corrélation entre la vitesse de propagation de I’onde de pouls et les facteurs de risque
cardiovasculaire établis, en dehors de 1’age et de I’hypertension artérielle (357).

Ces mesures de la fonction endothéliale permettent non seulement de détecter et de
discriminer des situations pré-pathologiques mais aussi d’apprécier I’effet de thérapeutiques
sur la fonction endothéliale. Cependant, avant toute utilisation diagnostique, des améliorations
concernant la standardisation et la reproductibilité des méthodes d’exploration, in vivo, de la

fonction endothéliale restent a réaliser (346).
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CHAPITRE 2: TRAVAUX PERSONNELS

A. Choix de la population et du type de supplémentation utilisés
pour la réalisation des travaux de these

1. Criteres de sélection de la population étudiée

Comme nous I’avons vu au cours de I’introduction bibliographique, les supplémentations
en arginine semblent étre plutdt bénéfiques chez des sujets a risque ou malades, et ne
semblent pas avoir d’effet sur les fonctions NO-dépendantes chez les sujets sains. Cependant
peu d’études de supplémentation ont été réalisées chez des sujets sains. Nous avons donc
choisi, au vu des données rapportées par la littérature, de tester 1’effet d’une supplémentation
nutritionnelle en arginine chez des sujets sains, mais présentant des facteurs de risque
cardiométabolique. Dans la pratique, nous avons choisi d’étudier des sujets en surpoids non
obéses (indice de masse corporelle compris entre 25 et 30 kg/m?) et présentant de facon
conjointe, un exces de masse adipeuse abdominale (c.-a-d. avec un tour de taille supérieur a
94 cm pour les hommes et 88cm pour les femmes) et une triglycéridémie a jeun supérieure a
1,5 g/L. Ces critéres n’ont pas été choisis au hasard. Nous avons vu que la définition «
clinique » du syndrome métabolique chez le sujet sain implique la présence de 3 facteurs de
risque sur les 5 considérés (exces de tour de taille, élévation de la triglycéridéemie, faible
HDL-cholestérolémie, élévation de la pression artérielle, élévation de la glycémie, ou
présence alternativement de traitement médicamenteux pour réduire ces facteurs de risque
(109, 110)). Parmi ces différents facteurs, I’excés d’adiposité viscérale, est réputé comme
particulierement contributif au syndrome métabolique (109). En outre, I’excés d’adiposité
viscérale peut étre facilement caractérisé par la mesure du tour de taille et sa stabilité dans le
temps lui confére une bonne robustesse (113). L’élévation de la triglycéridémie vient bien
compléter le critére d’adiposité viscérale, en permettant d’exclure les sujets en surpoids qui
présenteraient un phénotype métabolique normal, et en identifiant a I’inverse, une composante
importante explicative du regroupement de facteurs de risque cliniques du syndrome
métabolique. De plus 1’élévation de la triglycéridémie contribue de fagon plus importante, et
de maniere plus homogéne, aux processus physiopathologiques sous-tendus comme la
diminution de la sensibilité a 1’insuline et 1’altération de la fonction endothéliale (116, 358,
359). La présentation conjointe d’un tour de taille important et d’une triglycéridémie
augmentée est appelée le « tour de taille hypertriglyceridémique » (« hypertriglyceridemic

waist »). L’utilisation de ce critere combiné montre une bonne concordance avec I’utilisation
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des criteres classiques du syndrome métabolique et nous a permis de sélectionner des sujets
présentant des profils métaboliques assez similaires (108, 313, 314, 360, 361).

Concernant le choix du groupe témoin pour notre premiére étude clinique, nous aurions pu
choisir une population présentant le méme IMC que notre population cible, afin d'étudier les
difféerences qui sont spécifiqguement attribuables aux facteurs de risque cardiométabolique,
indépendamment de la relation avec I'IMC. Bien que ce soit une question intéressante, elle
apparait comme trop spécifique voire artificielle, dans la mesure ou les facteurs de risque
cardiometabolique vont de pair avec I'augmentation de la masse grasse. Au niveau pratique,
les sujets avec un tour de taille élevé présentent le plus souvent un surpoids. En outre, avec un
groupe témoin de méme IMC, mais sans tour de taille et sans triglycérides éleves, certains
sujets auraient probablement affiché d’autres facteurs de risque cardiométabolique. Nous
avons finalement choisi de rester simples et de représenter une situation réaliste, en

choisissant des sujets témoins sans surpoids et sans tour de taille hypertriglycéridémique.

2. Choix du type de supplémentation

Au vu des informations apportées plus haut, notre choix s’est porté sur une
supplémentation en arginine a faible dose, et donc sous une forme a libération prolongée, afin
d’augmenter significativement 1’argininémie sur le long terme pour un effet durable. La
supplémentation a été réalisée avec une dose de 1,5 g de L-arginine (sous forme de la base
libre), consommeée trois fois par jour, soit au total une dose de 4,5 g/j de L-arginine. La forme
a libération prolongée a été préalablement congue dans I’objectif de mimer une mise a
disposition qui permette une exposition a 1’arginine couvant approximativement 8 h, c.-a-d.
avec un retour a la concentration basale environ 8 h aprés I’ingestion. Lors de la premiere
étude, afin d’évaluer si la différence de mise a disposition jouait un role sur 1’orientation
métabolique de I’arginine, notamment sur son orientation vers la synthése de NO, nous avons
utilisé de I’arginine sous une forme a libération immédiate (sous forme de la base libre)

comme comparateur.
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B. Etude 1: L’arginine orale, particuliecrement sous une forme a
libération prolongée, est utilisée plus efficacement pour la
synthese de monoxyde d’azote quand les sujets sains présentent
des facteurs de risque cardiométabolique

Contexte et Objectif: La dysfonction endothéliale vasculaire, processus majeur initiant

I’athérosclérose, est étroitement liée a I’altération de la synthése et/ou biodisponibilité du
monoxyde d’azote (NO), dont I’arginine est le précurseur. Chez des sujets présentant des
facteurs de risque cardiométabolique, une supplémentation orale en arginine, a fortes doses
(9-24 g/j), a un effet bénéfique sur des fonctions associées au NO. Cet effet semble dépendre
de la dose et de I’augmentation de I’arginine plasmatique qui en résulte, mais aussi de la
situation physiopathologique. Chez les sujets a risque, ce bénéfice pourrait étre tangible dés
de faibles doses (3-8 g/j), atteignables par I'alimentation, mais I'arginine alimentaire est mise a
disposition lentement, tandis que les études évaluent des effets de supplémentation avec de
I’arginine libre, mise a disposition trés rapidement et de facon beaucoup plus breve.
Cependant, aucune donnée ne permet de lier la mise a disposition de I’arginine et la synthése
de NO, en situation normale ou de risque cardiométabolique. L’objectif de cette étude était de
comparer la biodisponibilité de 1’arginine ingérée et son utilisation pour la synthése de NO (1)
selon qu’elle est consommeée sous une forme a libération immédiate (L1) ou sous une forme a
libération prolongée (LP), mimant la mise a disposition naturellement lente de 1’arginine
alimentaire, et (2) selon la présence ou non de facteurs de risque cardiométabolique chez les

sujets sains étudiés.

Méthodes : Dans une étude selon un protocole croisé, avec répartition au hasard, nous avons
comparé la biodisponibilité et 1’utilisation pour la synthése de NO d’arginine LP et LI (1,5 g,
3 fois par jour), consommée pendant une semaine, chez 15 sujets sains témoins et 12 sujets
sains présentant un « tour de taille hypertriglycéridéemique » (TTH). Nous avons pour cela
utilis¢ de Darginine marquée ([*°N,-(guanido)]-arginine) et des dosages isotopiques
plasmatiques et urinaires pour suivre 1’apparition de I’arginine ingérée dans la circulation
systémique, déterminer 1’apparition plasmatique (citrulline et urée) et I’excrétion urinaire
(urée et nitrates) des produits de son métabolisme dans les voies NO synthase et arginase et

ainsi déterminer sa conversion spécifique en NO.

Résultats et Discussion : Au niveau cinétique, comme attendu, les augmentations des

concentrations plasmatiques en arginine ingérée, en arginine totale et en ornithine totale
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étaient moins brutales et plus étalées apres arginine-LP que LI. Au bilan, concernant les aires
sous courbe (AUC) plasmatiques sur 24 h, ' AUC de ’arginine ingérée était moins importante
apres la supplémentation en arginine-LP que LI, tandis que les AUC de l'arginine et ornithine
totales étaient peu variables selon la forme (LP ou L1I) et la durée (premier ou dernier jour) de
la supplémentation. Par ailleurs, ’utilisation de 1’arginine ingérée pour la synthése de NO
était plus élevée chez les sujets TTH que chez les témoins, et elle était plus élevée avec la
forme LP qu’avec la forme LI, en particulier chez les sujets TTH (Ps<0,05). Chez les sujets
TTH recevant la forme LP, I'utilisation pour la synthése de NO était 32% plus élevée qu’avec
la forme LI et 87% plus élevée que chez les sujets témoins recevant la méme forme. Le fait
que les concentrations de 1’arginine ingérée soient moins importantes avec la forme LP que la
forme LI indique que la conversion plus élevée de NO avec la forme LP ne peut pas étre
attribuée a une différence au niveau des concentrations circulantes en arginine, mais plutét a
un effet spécifique du profil cinétique de mise a disposition de I’arginine avec la forme LP,
qui pourrait étre plus efficace pour atteindre les compartiments éloignés ou la NO synthase
opere. De plus, I’arginine était moins dirigée (environ 10%) vers la voie d’hydrolyse de l'urée
avec la forme lente (Annexe 1). Ainsi, une moindre compeétition de la voie NO synthase avec
la voie arginase pourrait expliquer, en partie, l'utilisation plus élevée de la forme lente par
rapport a la forme libre d’arginine pour la synthése de NO. Enfin, la meilleure utilisation de
I’arginine pour la synthése de NO en présence de facteurs de risque cardiométabolique laisse
supposer que dans un contexte de risque cardiométabolique, la synthése de NO est plus faible
- sirement en raison d’un mécanisme d’inhibition compétitive - mais aussi plus sensible a un

apport exogene d'arginine.

Conclusion : L’utilisation de I’arginine ingérée pour la synthése de NO est plus forte quand
les sujets présentent des facteurs de risque cardiométabolique. Dans leur ensemble, nos
résultats eétayent fortement 1’idée que la diminution de la synthése de NO lors de I’initiation
du syndrome métabolique résulte d’une inhibition compétitive, ce qui la rend plus sensible a
un apport exogéne d’arginine. Dans ce contexte, une mise a disposition lente, de type

nutritionnel, favorise nettement 1’utilisation de 1’arginine pour la synthése de NO.
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1. Eléments de choix méthodologique : méthode de suivi du
devenir métabolique de I'arginine ingérée utilisée

Comme nous I’avons vu, le devenir de I’arginine ingérée peut-étre étudié de fagon
specifique et précise grace a des techniques de marquages intrinseques par des isotopes
stables, qui font office de traceurs métaboliques. L’isotope lourd de I’azote (15N) est
classiquement utilisé en nutrition pour 1’exploration du métabolisme de différents groupement
azotés d’acides aminés (189). Les isotopes stables sont sans danger et peuvent étre utilisés en
¢tude clinique car ils ne se désintégrent pas et n’émettent donc pas de radiations (362). Les
traceurs doivent posseder plusieurs propriétés afin de remplir correctement leur fonction
(363) :

- Le métabolisme du traceur doit refléter le métabolisme du tracé.

- Le traceur ne doit pas entrainer de perturbations métaboliques.

L’orientation métabolique du traceur peut ainsi étre suivie par mesure de son enrichissement

dans différents pools de 1’organisme par spectrométrie de masse.

Ainsi, lors de notre 1% étude clinique, nous avons utilisé la méthode des traceurs
isotopiques, afin de suivre le devenir métabolique de I’arginine ingérée par les sujets au sein
de différents pools azotés de I’organisme (acides aminés plasmatiques, nitrates urinaires, urée
plasmatique et urée urinaire). La méthode requiert 1’utilisation d’un marqueur de 1’arginine
ingérée : I’arginine marquée a 1’azote 15 ([*°N,-(guanido)]-arginine), qui est ajoutée en faibles
quantités a la dose d’arginine ingérée, pour ’enrichir faiblement en azote 15. L’azote 15 est
un isotope stable de I’azote, c.-a-d. qu’il n’engendre aucune émission radioactive, et ne
modifie nullement les propriétés chimiques et biologiques du composé qui le contient.
L’arginine marquée a I’azote 15 est donc absolument sans danger pour la santé.
L’enrichissement en >N dans le guanidium de I'arginine ingérée lors de notre étude était de
8,5939 AT% (atome pourcent). Ainsi, une quantité connue du traceur (**N contenu dans
I’arginine) a ét¢ administrée aux volontaires. Les enrichissements isotopiques faibles en *°N
de I’arginine et de la citrulline plasmatiques ont ensuite été¢ déterminés par spectrométrie de
masse couplée a la chromatographie en phase gazeuse, et ceux des nitrates urinaires, de 1’urée
plasmatique et de 1’urée urinaire, ont été déterminés grace a un analyseur élémentaire couplé a
un spectrometre de masse a ratio isotopique (EA-IRMS). Pour cela des prélévements de sang
et d’urine ont été effectués a intervalles réguliers sur 24 h. La mesure de I’enrichissement en
>N de I’arginine et de la citrulline plasmatiques, ainsi que de 1’urée plasmatique et urinaire

sur 24 h; couplée a la mesure des concentrations en arginine et en citrulline plasmatiques, et

81



L-Arginine orale
marquée au 5N

Arg. : arginine corporelle

Arg, : arginine plasmatique
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Plasma
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Figure 53 : Schéma de I'étude du devenir de I'arginine ingérée par la technique des traceurs



des concentrations plasmatique et urinaire en urée; nous ont permis, par le principe de dilution
isotopique, de déterminer I’apparition plasmatique de I’arginine ingérée et l’apparition
plasmatique et I’excrétion urinaire des produits de son métabolisme dans les voies NO
synthase et arginase. De méme, la mesure de I’enrichissement en **N des nitrates urinaires
sur 24 h, nous a permis d’établir, par le principe de dilution isotopique, les quantités totales de
nitrate provenant spécifiquement de 1’arginine ingérée. La somme de 1’excrétion des nitrates
rapportée a la dose d’arginine ingérée nous a alors permis de déterminer la conversion relative

de I’arginine ingérée en NO (Figure 53).
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Oral arginine, particularly when made available slowly, is used more
efficiently for nitric oxide synthesis in subjects with cardiometabolic risk
factors: a randomized controlled study.

Ambre Deveaux, Héléne Fouillet, Klaus J Petzke, Dominique Hermier, Etienne André, Pierre Bunouf,
Frédérique Lantoine-Adam, Robert Benamouzig, Véronique Mathé, Jean-Francois Huneau, and
Francois Mariotti.

J Nutr. 2016 Jun 8. pii: jn231910. [Epub ahead of print].
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A Slow- Compared with a Fast-Release Form of
Oral Arginine Increases Its Utilization for NO
Synthesis in Overweight Adults with
Cardiometabolic Risk Factors in a Randomized
Controlled Study’3

Ambre Deveaux,® Héléne Fouillet,* Klaus J Petzke,® Dominique Hermier,* Etienne André® Pierre Bunouf,®
Frédérique Lantoine-Adam,® Robert Benamouzig,* Véronique Mathé,* Jean-Francois Huneau,*
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>German Institute of Human Nutrition Potsdam-Rehbriicke, Nuthetal, Germany; and °Institut de Recherche Pierre Fabre,
Boulogne-Billancourt, France

Abstract

Background: Oral L-arginine supplements can have a beneficial effect on nitric oxide (NO)-related functions when
subjects have cardiovascular disease risk factors.

Objective: The study was designed to determine the utilization for NO synthesis of oral L-arginine as a function of the
cardiometabolic risk and the speed of absorption by comparing immediate-release arginine (IR-Arg), as in supplements,
and sustained-release arginine (SR-Arg), which mimics the slow release of dietary arginine.

Methods: In a randomized, single-blind, 2-period crossover, controlled trial (1 wk of treatment, >2 wk of washout), using ["®N-"°N-
(guanidino)l-arginine for the first morning dose, we compared the bioavailability (secondary outcome) and utilization for NO
synthesis (primary outcome) of 1.5 g IR-and SR-Arg 3 times/d in 12 healthy overweight [body mass index (BMI; in kg/m?): 25—
30] adults with the hypertriglyceridemic waist phenotype [HTW; plasma triglycerides (TGs): >150 mg/dL; waist circumference:
>94 cm (men) or >80 cm (women)] and 15 healthy control adults (CON; BMI: 18.5-25; no elevated TGs and waist circumference).
Results: Plasma oral arginine areas under the curve were lower after supplementation with SR-Arg than with IR-Arg
(112 = 52.3and 142 + 50.8 wmol - h/L; P < 0.01). The utilization of oral arginine for NO synthesis was 58% higher in HTW
subjects than in CON subjects and higher with SR-Arg than with IR-Arg (P < 0.05 both), particularly in HTW subjects
(group-by-treatment interaction, P < 0.05). In HTW subjects administered the SR form, utilization for NO synthesis was
32% higher than with the IR form and 87% higher than in CON subjects who were administered the SR form.
Conclusion: In overweight adults with the HTW phenotype, a slow- compared with a fast-release form of oral arginine
markedly favors the utilization of arginine for NO synthesis. The utilization of low-dose, slow-release arginine for NO
synthesis is higher in overweight adults with the HTW phenotype than in healthy controls, suggesting that the sensitivity
of NO synthesis to the dietary arginine supply increases with cardiometabolic risk. The trial was registered at clinicaltrials.
gov as NCT02352740. J Nutrdoi: 10.3945/jn.116.231910.

Keywords: nitric oxide, arginine metabolism, dietary arginine, isotopic methods, metabolic syndrome

Introduction

NO is an important mediator that plays a key role in vascular
homeostasis (1, 2). Endothelial dysfunction that results from
impaired NO synthesis and/or bioavailability is considered to be

" Supported by a grant from Pierre Fabre Research Institute. AD received PhD
fellowship funding through this grant.

2 Author disclosures: A Deveaux, H Fouillet, KJ Petzke, D Hermier, R Benamouzig,
V Mathé, J-F Huneau, and F Mariotti, no conflicts of interest. E André, P Bunouf,
and F Lantoine-Adam are employees of Pierre Fabre Research Institute.

© 2016 American Society for Nutrition.

a central feature in the initiation of metabolic syndrome and
atherosclerosis (1-5). Oral L-arginine, taken as an oral dietary
supplement, is used for NO synthesis, and such supplementation
can modulate NO-related physiologic functions (6-11).

3 Supplemental Figures 1-9, Supplemental Methods 1-3, and Supplemental
Tables 1 and 2 are available from the "Online Supporting Material’ link in the
online posting of the article and from the same link in the online table of contents
at http://jn.nutrition.org.
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The literature offers a large amount of data on the beneficial
effects of high doses of arginine (usually between 9 and 21 g/d) in
patients presenting with cardiovascular disease or subjects with
risk factors for cardiovascular disease (11-14). In particular,
arginine supplementation was shown to improve endothelial
function if this is impaired at baseline (12). Because oral arginine
is largely available to the general circulation, its supplementation
results in a marked elevation of plasma arginine, even at a low
dose (i.e., a few grams). In subjects with cardiovascular disease
risk factors, the benefits of arginine supplementation may be tangible
at a low amount of supplementation (12-15), which can be achieved
through its intake through the diet, suggesting that the daily
nutritional intake may affect vascular health.

Because dietary arginine is ingested in the form of protein, it
is absorbed and made available slowly, as is the case for any
amino acid ingested as protein through regular meals (16, 17).
This slow “nutritional” release of arginine can be mimicked by
pharmaceutical sustained-release (SR)” formulations of arginine
supplements (17, 18). Such a slow absorption rate, compared
with that of arginine as found in an immediate-release (IR) form,
should favor a sustained elevation of plasma arginine and may
also affect its metabolic utilization. Indeed, a slow absorption
rate may limit the activation of metabolic disposal and may
favor utilization in other pathways (16, 17, 19).

In contrast to the large body of positive results in subjects
with cardiovascular disease risk factors, only a few studies were
conducted in healthy subjects without cardiovascular disease
risk factors and who were administered low doses of arginine,
and these studies were negative for significant changes to
NO-related functions (6, 12, 20). From this literature as a
whole, it was hypothesized that a decrease in basal total NO
synthesis in subjects at risk of cardiovascular diseases such as
individuals with cardiometabolic risk (5, 21-25) could be
overcome by arginine supplementation, there being different
possible underlying mechanisms (8, 13, 26-33). However, no
direct, in vivo data are available in humans to support the
hypothesis that oral/dietary arginine is used differently for NO
synthesis in subjects with cardiovascular disease risk factors.

With the use of ['*N,-(guanidino)]-labeled dietary arginine,
the present study was designed to investigate the bioavailability
and utilization of dietary L-arginine for NO synthesis as a
function of the kinetics of release and to test the hypothesis that
this utilization would be higher in adults with metabolic risk
factors [in this case, healthy overweight adults with the hyper-
triglyceridemic waist (HTW) phenotype (34-39)] than in healthy
control (CON) adults.

Methods

Study population

Sixteen healthy CON subjects and 16 healthy overweight subjects with
the HTW phenotype were recruited for this study. The inclusion criteria
for the CON subjects were age between 18 and 60 y, BMI (in kg/m?) of
18.5-25, waist circumference <94 cm for men or <80 cm for women, and
fasting TG concentrations <150 mg/dL. For the HTW subjects, the
inclusion criteria were age between 18 and 60 y, BMI of 25-30, waist
circumference >94 ¢cm for men or >80 cm for women, and fasting TG
concentrations >150 mg/dL. The main noninclusion criteria in both
groups were obesity (BMI >30), systolic blood pressure >150 mm Hg or
diastolic blood pressure >90 mm Hg, and any disease. The full list of
noninclusion criteria can be found in Supplemental Methods 1.

7 Abbreviations used: ADMA, asymmetric dimethyl-arginine; CON, control;
HTW, hypertriglyceridemic waist; IR, immediate release; SR, sustained release.
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Recruitment and ethical aspect

The subjects were recruited between October 2012 and February 2013
by the Human Research Center at Avicenne Hospital (CRNH Ile-de-
France Human Research Center), and the intervention was conducted
from March 2013 to May 2013. The study was approved by the Ile-de-
France XI Institutional Review Board and was authorized by the
French agency (French National Agency for Medicines and Health
Products Safety) under the administrative supervision of the French
Ministry for Health. The trial was registered at clinicaltrials.gov as
NCT02352740. The recruitment is detailed in Supplemental Methods
1 and Figure 1.

Design and interventions

This was a randomized, single-blind, 2-period crossover, controlled
study with 1-wk treatment periods and a washout period of =2 wk.
The sample size was based on a power calculation, with the conversion
of oral arginine into NO as the primary outcome. A total of 26 subjects
was estimated to provide 80% power to detect a 20% effect of the
treatment with a = 0.05, based on variability data from a previous
crossover study in healthy volunteers with no risk factors (40). From the
expected dropout rate, the number of subjects to be randomly assigned
was set at 32. The randomization scheme is detailed in Supplemental
Methods 1.

The study treatments were supplied by Pierre Fabre Médicament as 3
sets of 3 identical capsules (i.e., 9 capsules/d) to be taken each day during
all the study periods. After an overnight fast, the subjects were studied
for 24 h on 4 occasions as follows: on the first and the last days of both
treatment periods. During these periods, they were administered, in a
randomized order, 1.5 g IR-Arg or SR-Arg base, as capsules, 3 times/d
(i.e., 4.5 g/d), this being a dose similar to the mean spontaneous dietary
intake (~5-6 g/d) (41). Note that the use of arginine base and not
arginine hydrogen chloride is unlikely to have any impact on the pH
of the intestinal milieu at such a low dose and when the administration
of arginine occurs 10 min only before ingestion of a meal. During the
session on the last day of supplementation, the first daily intake of
arginine was labeled with L-['>N-"*N- (guanidino)]-arginine hydrogen
chloride (Ajinomoto). The 2 treatments (i.e., SR-Arg and IR-Arg)
contained the same amount of L-arginine, but the nature of the gelatin
envelope of the capsule in the SR formulation results in a slow release of
arginine, as shown by the in vitro dissolution test (Supplemental Figure
1). The treatments were matched to a coded numerical identifier so that
both research staff and participants were blinded to the treatments
assigned; this information was only accessible to the principal investi-
gator and the research director. The subjects were instructed to adhere to
their usual diet and to maintain their usual levels of activity during the
course of the study. To assess their compliance, the subjects were asked to
return any unused capsules at each visit.

Meal protocol

The subjects were given breakfast 10 min after the first dose of arginine
(set at time zero) in the form of a low-protein food (low-protein wafers)
and a sweet drink (orange juice). For the rest of the day-long session,
the subjects were administered calibrated meals with a fixed and
nutritionally balanced composition, at fixed times (4.5 h and 11 h after
time zero). These meals were made with foods obtained from food
stores. The subjects were asked to eat all the food supplied at each meal
during the sessions, which they did. The meal compositions, arginine
contents, and total energy intake during the day are detailed in
Supplemental Table 1.

Blood and urine sample collection and assays

Blood was drawn through a catheter inserted into a superficial arm vein,
and samples were collected before the first arginine intake (fasting) and
then 0.5,1,2,4,6, 8,12, 16, and 24 h thereafter. During each last day of
supplementation, urine samples were also collected at 0, 2, 4, 8, 12, and
24 h after the first arginine intake. All samples were portioned and stored
at —20°C and —80°C for later analysis.

Plasma markers of endothelial function. Fasting plasma concentra-
tions of vascular cell adhesion molecule-1, intercellular adhesion molecule-1,
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d for eligibility (n=80)
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Allocation

Allocated to intervention (n=16)
+ Received allocated intervention (n=16)
+ Did not receive allccated intervention (n=0)
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Allocated to intervention (n=16)
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+ Did not receive allocated intervention (n=0)

J, Follow-Up l

Lost to follow-up (drop-out for personal reason) (n=1)
Discontinued intervention (n=0)

CROSSOVER

Allocated to intervention (n=16) Allocated to intervention (n=15)
+ Received allocated intervention (n=16) + Received allocated intervention (n=15)
+ Did not receive allocated intervention (n=0) + Did not receive allocated intervention (n=0)

| oo |

Lost to follow-up (n=0) ‘

Lost to follow-up (n=0)
Discontinued intervention (n=0)

Lost to follow-up (n=0)

Discontinued intervention (n=0) Discontinued intervention (n=0)

l ) l

Analyzed (n=12)
+ Excluded from analysis (n=3)
Took an additional dose of arginine (n=1)
Did not urinate at 24 hours (n=2)

Analyzed (n=15)
+ Excluded from analysis (n=1)
Did not take the first ("°N) arginine dose
during the second session (n=1)

FIGURE 1 Diagram of subject flow and reasons for exclusions.
CON, control; HTW, hypertriglyceridemic waist.

E-selectin, and P-selectin were determined with a custom-made mixed
assay kit with antibody-coated beads (Human Luminex screening
Assay; intercellular adhesion molecule-1, vascular cell adhesion
molecule-1, E-selectin, P-selectin, R&D Systems) with the use of the
Luminex xMAP technology platform for the multiplexing of immu-
nochemical bioassays (BioPlex 200 with high-throughput fluidics
system; Bio-Rad).

Lipids, insulin, glucose, and ADMA. The fasting lipid profile (TGs,
total cholesterol, HDL cholesterol, LDL cholesterol) and insulin and
glucose were assayed with standard clinical biochemical analyzers. We
also assayed TGs at 4, 6, 8, and 12 h with the use of the Triglyceride
GPO-PAP Kit (RANDOX). The HOMA-IR was calculated as [insulin
(pmol/L)/6.945] X glucose (mmol/L)/22.5. The number of risk factors
associated with metabolic syndrome was calculated according to the
consensus criteria for clinical diagnosis (34). Fasting asymmetric dimethyl-
arginine (ADMA) concentrations were measured with an ELISA assay
(DLD Diagnostika GmbH).

Kinetic profiles of plasma amino acid concentrations and ratios
over 24 h

Plasma amino acid concentrations were assayed by ultra-performance
liquid chromatography with UV and mass detection, as previously de-
scribed (42). Arginine bioavailability was further estimated by calculating
the global arginine bioavailability ratio [defined as the ratio of arginine to
(ornithine+citrulline)] and the ratios of arginine to ornithine and arginine
to ADMA (43, 44).

Nitric oxide synthesis and plasma arginine originating from oral
arginine

Plasma "°N arginine and urinary ">NO5 enrichments. >N arginine
enrichment was analyzed with a specific gas chromatography—combustion
isotope ratio mass spectrometry method that we recently described in full
elsewhere (11). Nitrate was extracted from urine samples by adapting
previously described methods (40).

Urinary nitrate and creatinine concentrations over 24 h. Urinary
nitrate concentrations were determined by chemiluminescence (45),
according to the manufacturer’s instructions (NOAi280; Sievers) with
analysis of the signal by a computerized integrator (Origin 7.0; Microcal
Software, Inc.). Urinary creatinine was determined with a commercial kit
with the alkaline picrate method (Créatinine Cinétique kit; Biomérieux).

Calculations. All AUCs were calculated with the trapezoidal rule. The
specific fraction of plasma arginine that originated from oral arginine
(hereinafter referred to as “plasma oral arginine”) and urinary nitrate that
specifically originated from oral arginine (which is used to calculate the
utilization of oral arginine for NO synthesis) were calculated with standard
isotopic dilution equations, which are detailed in Supplemental Method 2.

Analysis set and outcomes

The data analysis was conducted on the per protocol sample and as a

secondary and confirmatory analysis on the intention-to-treat sample.
The utilization of oral arginine for NO synthesis was the primary

outcome, and the bioavailability and the other analyses were secondary

outcomes.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed with SAS (version 9.3; SAS Institute).
Data are reported as means = SEMs. Significance was set at P < 0.05.
Differences in baseline characteristics, between the CON group and the
HTW group, were analyzed with Student’s ¢ test, except for the sex
variable, which was based on x> test. Data were analyzed with mixed
models (PROC MIXED) for repeated measurements with covariance
structure modeling. For kinetic data collected during each of the 4
sessions (i.e., plasma amino acids), 2 separate analyses were performed,
one for sessions before supplementation and the other for sessions
after supplementation. Treatment and time were considered as repeated
factors on the subject for covariance structure modeling. The subject
was fitted as a random effect, and the group (CON or HTW subjects),
the period (first or second), and group-by-treatment, group-by-time,
treatment-by-time, treatment-by-period (to test for the possible existence
of a carryover), and group-by-treatment-by-time interactions were also
introduced into the model. Similar mixed models, excluding time-related
factors, were used to analyze the summarized data independent of time (e.g.,
AUC data). In a further analysis for potential confounding with a difference
in sex in the CON and HTW groups, we introduced a sex cofactor in the
mixed model to explain the conversion of arginine into NO. The Hochberg-
Bonferroni method was used to correct for multiplicity in the comparisons
between treatments at each time point. Finally, the comparison between
IR-Arg and SR-Arg after supplementation in the HTW subjects was tested
according to a preplanned contrast in this mixed model.

In addition to the analysis of the main outcome (i.e., the utilization of
oral arginine for NO synthesis), we also analyzed the partly imbalanced
data from 31 subjects, without and with imputation for 2 subjects, under
an intention-to-treat approach. This approach is detailed in Supplemen-
tal Method 3.

Results

Of the 32 subjects who were randomly assigned to treatment, 31
completed the study (Figure 1). Four subjects presented major
deviations from the protocol. Accordingly, we analyzed the data
from 27 subjects: 15 CON (6 men and 9 women) and 12 HTW (7
men and 5 women), whose characteristics are shown in Table 1.
The principal results obtained with the intention-to-treat approach
were similar and confirmed the main approach (Supplemental
Method 3). Compliance was excellent (>96 % for all subjects during
all periods) as determined by the return of capsules. Until the end of
the follow-up period, no adverse effects were reported.

Oral arginine availability and plasma arginine
Kinetics of oral arginine in plasma. The amount of intact oral
arginine found in plasma (i.e., plasma arginine originating directly

Oral arginine for NO synthesis 3 of 8
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TABLE 1 Baseline characteristics at the first session of CON subjects and subjects with the HTW

phenotype’
CON (n = 15) HTW (n=12) P?
Men, % 40 58 <0.05
Age, y 332 + 124 (21.0-54.0) 415 =+ 8.82 (30.0-58.0) NS
Weight, kg 63.4 + 10.5 (49.0-80.0) 80.7 + 10.9 (66.0-100) <0.001
Height, m 1.71 = 0.0849 (1.57-1.86) 1.73 %= 0.105 (1.55-1.87) NS
Waist, cm 80.1 = 8.72 (69.0-98.0) 99.5 =+ 5.07 (93.0-107) <0.0001
BMI, kg/m? 21.7 *+ 2.07 (18.4-25.2) 26.9 + 2.33 (23.2-30.2) <0.0001
SBP, mm Hg 118 = 11.4 (100-142) 126 = 10.0 (109-140) NS
DBP, mm Hg 69 = 8.7 (58-92) 76 = 8.6 (65-97) <0.05
Plasma lipids
TGs, mmol/L 0.68 + 0.31(0.31-1.6) 1.4 + 0.56 (0.55-2.3) <0.001
Postmeal TG AUCs, umol - h/L 10 = 4.7 (4.6-23) 21 +10(8.3-39) <0.01
TC, g/L 1.8 +0.38 (1.2-2.4) 2.2 + 055 (1.0-3.4) <0.05
LDL cholesteral, g/L 1.1 + 0.27 (0.60-1.5) 1.4 + 0.47 (0.54-2.6) NS
HDL cholesterol, g/L 05+ 02(0.3-09) 0.4 = 0.1(0.2-06) <0.05
Glucose metabolism
Plasma glucose, mmol/L 47 + 051 (3.8-5.6) 50 = 056 (4.4-6.7) NS
Plasma insulin, pmol/mL 61.8 + 61.3(20.9-254) 84.3 = 32.0 (39.8-149) NS
HOMA-IR 20 +23(061-93) 28 +12(1.3-54) NS
Plasma markers of endothelial function, ng/mL
ICAM-1 142 =+ 65.3 (65.0-301) 140 + 75.4 (48.3-324) NS
VCAM-1 744 + 295 (448-1700) 566 + 151 (333-854) NS
E-selectin 346 + 21.8(9.47-89.9) 4.4 + 122 (22.8-60.3) NS
P-selectin 60.3 + 14.5(33.3-82.7) 65.2 + 2.94 (49.1-78.8) NS
Arginine metabolism
Plasma arginine, umol/L 88.8 = 8.25 (47.7-148) 86.4 = 5.60 (60.3-127) NS
Plasma citrulline, umol/L 28.3 = 1.64 (17.5-41.8) 30.2 = 2.99 (18.9-55.5) NS
Plasma ornithine, pumol/L 40.9 + 2.09 (28.8-55.7) 450 * 3.97 (18.6-71.7) NS
Plasma ADMA, umol/L 0.34 = 0.12 (0.15-0.57) 0.41 = 0.16 (0.21-0.72) NS
Arginine/ADMA 279 + 29.6 (153-480) 235 + 24.0 (116-401) NS
Arginine/ornithine 2.2 =017 (1.1-3.5) 2.1 = 031(1.3-5.2) NS
GABR 1.3 + 0.083 (0.68-1.8) 1.2 = 0.14 (0.711-2.6) NS
Risk factors associated with MS,% n 0.60 = 0.74 (0-2.0) 2.2 = 1.1(1.0-4.0) <0.001

" Values are means * SDs; ranges in parentheses. NS, P = 0.05. ADMA, asymmetric dimethyl-arginine; CON, control; DBP, diastolic blood
pressure; GABR, global arginine bioavailability ratio (defined as ratio of arginine to ornithine+citrulline); HTW, hypertriglyceridemic waist;
ICAM-1, intercellular adhesion molecule-1; MS, metabolic syndrome; SBP, systolic blood pressure; TC, total cholesterol; VCAM-1, vascular

cell adhesion molecule-1.

2 Based on a Student's t test between the CON and HTW subjects, except for men (%) when it was based on a x? test.

8 Calculated according to the criteria for clinical diagnosis, and their categorical cutoffs were the following: elevated waist circumference
(>94 cm for men or >80 cm for women), elevated TGs (=150 mg/dL), reduced HDL cholesterol (<40 mg/dL for men and < 50 mg/dL for

women), elevated SBP (=130 mm Hg), and elevated fasting glucose (=100 mg/dL).

from the oral arginine supplement, having kept its original
guanidino moiety) as a function of time is presented in Figure 2. As
expected from construction of the formulation, plasma oral arginine
concentrations increased less but over a longer period after
consumption of the SR form than after the IR form (treatment-by-
time interaction, P < 0.0001). SR-Arg appeared later in the plasma
than IR-Arg and remained there for ~8 h. Oral arginine reached the
highest concentrations 1 h after ingestion of the IR form and 4 h
after ingestion of the SR form.

Overall, oral arginine concentrations in plasma were lower
with the SR form than with the IR form (treatment effect, P <
0.0001) with 24-h AUCs of 112 = 52.3 and 142 *+ 50.8 mmol - h/L
after SR-Arg and IR-Arg, respectively (P < 0.01).

Kinetics of plasma total arginine concentration over 24 h.
As expected, plasma total arginine concentrations (Figure 3) was
steadier after consumption of the SR form than after the IR form
(treatment-by-time interaction, P < 0.0001). After the intake of
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IR-Arg, the dynamics of change were more pronounced, with
3 peaks corresponding to the 3 oral arginine intakes (i.e., the
capsules and arginine from the protein in the meals consumed
10 min later). The general shapes of the curves and AUCs were quite
similar when comparing the first and last days of supplementation.
The overall effect of supplementation (i.e., the difference between the
first and last days of supplementation, regardless of group and
treatment) was to elevate fasting (0 h) plasma concentrations
(from 90.8 * 3.49 to 107 = 4.05 pmol/L; supplementation effect,
P < 0.01) but not to increase the AUCs.

The contribution of oral arginine supplements to changes in
plasma total arginine over 24 h, calculated as the ratio of 3 times
the AUC of oral arginine to the incremental 24-h AUC of total
arginine, was estimated to be 41% = 3% overall.

Fasting values and kinetics of arginine-related amino acid
concentrations over 24 h. Data about other amino acids
linked to arginine metabolism (citrulline, ornithine, glutamate,
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FIGURE 2 Kinetics of plasma arginine that originated from oral arginine,
labeled with ["®N,-(guanidino)l-arginine and ingested in the morning, and
AUC values in the CON subjects (n = 15; A) and the subjects with the
HTW phenotype (n = 12; B) who were administered IR-arginine and SR-
arginine treatments, each for 1 wk. The 3 series of 2 vertical lines indicate
successive arginine intakes and the start of the 3 meals, 10 min later. Only
the first dose of arginine ingested in the morning was labeled as indicated
by the arrow. Data are means = SEMs. Significance (mixed model
for repeated measures): group-by-time interaction, P < 0.05; group-by-
treatment-by-time interaction, P < 0.001; time, treatment, and treatment-
by-time interaction, P < 0.0001; treatment effect on AUCs, P < 0.01.
** ***Differences between IR-arginine and SR-arginine (ad hoc con-
trasts with Hochberg-Bonferroni correction and a preplanned contrast
for the comparison of IR- and SR-arginine after supplementation in
subjects with the HTW phenotype under the mixed model): **P < 0.01,
*¥**¥P < 0.001. CON, control; HTW, hypertriglyceridemic waist; IR,
immediate-release form; SR, sustained-release form.

glutamine, and proline) and ratios related to arginine bioavail-
ability (e.g., global arginine bioavailability ratio) are shown in
Supplemental Table 2 and Supplemental Figures 2-8. Similar to
what occurred with plasma arginine, plasma ornithine concen-
trations (Supplemental Figure 3) increased less but over a longer
period after consumption of the SR form than after the IR form
(treatment-by-time interaction, P < 0.0001).

Utilization of oral arginine for NO synthesis
The utilization of oral arginine for NO synthesis was higher with
SR-Arg than with IR-Arg (treatment effect, P < 0.05), was higher

in the HTW subjects than in the CON subjects (group effect,
P <0.05), and also had a strong group-by-treatment interaction
(P < 0.05) (Figure 4). Thus, in the HTW subjects, but not in the
CON subjects, the utilization of oral arginine for NO synthesis
was greater with SR-Arg than with IR-Arg (P < 0.01). In the
HTW subjects, the comparative increase in this utilization
between IR-Arg and SR-Arg was 32% = 14%. Conversion of
the SR form was 87% higher in the HTW subjects than that in
the CON subjects.

In the HTW subjects, the cumulated excretion of nitrate
specifically originating from oral arginine (Supplemental Figure
9) showed that the total difference in the NO conversion of oral
arginine from the IR and SR forms was explained by late
differences in the urinary excretion profile (after 8 h). The
slopes were significantly different (treatment-by-time interac-
tion, P < 0.0001). The cumulative excretion of creatinine did
not differ as a function of treatments and groups (data not
shown).

Discussion

The main finding of this study is that the utilization of oral
arginine for NO synthesis is higher in adults with the HTW
phenotype than in the CON adults, and this effect is more
marked when oral arginine is absorbed and made available
slowly.

Oral arginine contribution to plasma total arginine con-
centrations. The pharmacokinetic data collected during this
study showed that arginine intake, in the form of meal arginine
and oral arginine supplements, largely affects plasma arginine
concentrations in the fasting state and over 24 h of intake.
We showed that an arginine supplementation, consisting in
an approximate doubling of the usual mean arginine intake in
adults, resulted in an important increase in plasma total arginine
concentrations in the fasting state. Over 24 h, plasma arginine
exhibited marked changes after the intake of meal protein and
arginine supplements, and supplementation contributed largely
to these changes. Our data characterized the dynamics of plasma
arginine changes over 24 h as a function of the release form of
arginine under a controlled dietary intake.

IR-Arg or SR-Arg and plasma arginine kinetics. The kinetics
of oral arginine in plasma, as traced with °N labeling, differed
markedly between the IR and SR forms; as expected, the SR form
appeared much later in the plasma, which is consistent with a
release mimicking that of arginine contained in dietary proteins
(17). The kinetic profiles of plasma total arginine were also
markedly different after SR than after IR. However, we also found
that the plasma total arginine AUCs over 24 h were globally
similar regardless of the form used, whereas the amount of oral
arginine found in the plasma (as estimated from the AUCs) was
lower after SR than after IR. Such differences in plasma arginine
concentrations after supplementation may have resulted from
differences in the rates of plasma arginine appearance and/or
disposal. In addition to oral arginine in its intact form (as traced
here), there are other contributors to plasma arginine during
the postprandial period, including arginine that originated from
dietary proteins, arginine synthesized from other dietary amino
acids, endogenously synthesized arginine, and, finally, recycled
oral arginine (i.e., oral arginine that has lost its original guanidino
group). This may have contributed to smoothing the kinetics of
plasma arginine over 24 h.
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FIGURE 3 Kinetics of plasma total arginine over 24 h and AUC
values in the CON subjects (n = 15; A and B) and the subjects with
the HTW phenotype (n = 12; C and D), on the first day of supplemen-
tation (A and C) and the last day of a 7-d supplementation period (B and
D), who were administered IR-arginine and SR-arginine treatments
each for 1 wk. The 3 series of 2 vertical lines indicate the 3 arginine
intakes and the start of the 3 meals, 10 min later. Data are means *
SEMs. Significance (mixed model for repeated measures) on the first
day of supplementation: time and treatment-by-time interaction, P <
0.0001; after 1 wk of supplementation: treatment, P < 0.05; group-by-
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Higher utilization of oral arginine for NO synthesis in HTW
subjects. Although arginine concentrations should not be rate
limiting from the K, of NO synthases for arginine, both arginine
depletion and oral arginine supplementation were shown to
modulate NO-related physiologic functions (6-10, 46, 47). This
phenomenon is referred to as the “arginine paradox.” In subjects
with cardiometabolic risk factors, the basal total synthesis of
NO was reported to be reduced (1, 3-5), and in the present study
we indeed showed a higher utilization of oral arginine for NO
synthesis in adults with the HTW phenotype. We conclude that
in the context of cardiometabolic risk, total NO synthesis is
lower but more sensitive to an exogenous arginine supply. This
would explain why positive results about the benefits of arginine
supplementation have mostly been reported in patients who
have a disease or are at risk and are presumably affected by a
reduction in basal total NO synthesis. This upregulation of
exogenous arginine utilization lends credence to the idea that the
decrease in total NO synthesis in a context of cardiovascular
disease risk results from activation of a competitive pathway
or competitive-like inhibition, which could be overcome by
increasing the arginine supply. By contrast, in fully healthy
subjects, total NO synthesis would result from fine-tuning and
be little sensitive to variations in the standard dietary arginine
intake with which it is naturally confronted (11, 40). We could
not ascribe the difference in arginine utilization in our study to a
difference in baseline plasma arginine or markers of baseline
arginine metabolism, which did not differ between groups, as
was reported in other conditions (48).

Numerous mechanisms for a competitive-like inhibition of total
NO synthesis are proposed, including changes to the compart-
mentation of arginine metabolism, competition with arginase
activity, or an increase in direct competitive inhibitors of NO
synthase such as ADMA (27-33, 49). During this study, ADMA
was probably not involved because plasma ADMA concentrations
did not differ between the HTW and CON subjects. However,
because the intracellular compartmentation of ADMA and arginine
is highly complex, a role for ADMA in the competitive inhibition of
basal total NO synthesis in the HTW subjects cannot be completely
disregarded. From the data available to us, it was impossible to
determine the mechanism involved.

Higher utilization of the SR form for NO synthesis. Because
the SR form induced a lower plasma oral arginine AUC, the
higher conversion of NO with the SR form could not be ascribed
to a difference in the overall concentration of circulating arginine,
but rather to a specific effect of the kinetic profile with SR. Because
the higher utilization of SR-Arg for NO synthesis was significant
in the HTW (but not in the CON) subjects, the specific kinetic
profile of the SR form (with arginine slowly made available)
would have been particularly efficient in overcoming compet-
itive inhibition of the NO synthase pathway. There may
be different explanations for this specific effect of “slow”

treatment-by-time interaction, P < 0.001; time and treatment-by-time
interaction, P < 0.0001. Treatment-by-group and treatment-by-period
interactions on AUCs, P < 0.05. Supplementation effect on fasting
values, P < 0.05. ** ***Differences between IR-arginine and SR-
arginine (ad hoc contrasts with Hochberg-Bonferroni correction and a
preplanned contrast for the comparison between IR- and SR-arginine
after supplementation in the subjects with the HTW phenotype under
the mixed model): **P < 0.01, ***P < 0.001. CON, control; HTW,
hypertriglyceridemic waist; IR, immediate-release form; SR, sustained-
release form.
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FIGURE 4 Amounts of NO synthetized from oral arginine, calcu-
lated as the amount of urinary nitrate excreted in the urine over 24 h
and originated from oral IR-arginine or SR-arginine, labeled with
["®N,-(guanidino)]-arginine, after 1 wk of supplementation in the CON
subjects (n = 156) and the subjects with the HTW phenotype (n = 12)
who were administered |IR-arginine and SR-arginine treatments each
for 1 wk. Data are means = SEMs. **Differences between IR-arginine
and SR-arginine (ad hoc contrasts with Hochberg-Bonferroni correc-
tion and a preplanned contrast for the comparison between IR-
and SR-arginine after supplementation in subjects with the
HTW phenotype under the mixed model): **P < 0.01. CON, control;
HTW, hypertriglyceridemic waist; IR, immediate-release form; SR,
sustained-release form.

arginine. One hypothesis, which would fit with the well-known
tight and complex compartmentation of arginine metabolism
(11), is that slow arginine may be more efficient in reaching the
distant compartments where NO synthase operates. Such a
hypothesis is also supported by our finding of a delayed
difference in the excretion of labeled nitrate with SR compared
with IR. A slow absorption rate may also limit activation of
the metabolic disposal of arginine, thereby favoring its utili-
zation in other pathways, including that of NO synthesis
(6-11).

Study limitations and strengths. This study has certain lim-
itations and strengths. The sample size (7 = 31) remained
limited, but the crossover design gave adequate power to
the study. Furthermore, one strength of this study is that it
applied a state-of-the-art approach to trace the bioavailability
and utilization of oral arginine with the use of robust non—steady
state equations, during a controlled interventional study that
included 24-h study sessions in humans. Note that there was a
slightly higher percentage of men among the HTW subjects
(58% compared with 40% in the CON group) which may be
viewed as a limitation. However, this difference could not
explain the higher conversion of oral arginine into NO in the
HTW group. In the literature, evidence suggests that NO
synthesis is indeed lower in healthy men than in healthy women
(50). We also found no effect of sex when tested by addition in
the statistical models.

Conclusions. We have shown that the utilization of oral
arginine for NO synthesis is higher in otherwise healthy adults
with cardiometabolic risk factors. This would explain why
positive results about the physiologic benefits of arginine sup-
plementation have mostly been evidenced in subjects with car-
diovascular disease risk factors. Our results also support the

notion that the reduction in basal total NO synthesis in subjects
with metabolic syndrome results from competitive-like inhibi-
tion, that is, a condition in which a higher supply of substrate
could fuel the metabolic pathway. Finally, we have shown that
the kinetics of arginine are a determining factor in its utilization
for NO synthesis in adults with cardiometabolic risk factors,
with a higher utilization rate when arginine is absorbed slowly,
which is what happens naturally with dietary arginine.
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ONLINE SUPPORTING MATERIAL
Supplemental Figure 1

Dissolution curves of the IR and SR-arginine supplements
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SUPPLEMENTAL FIGURE 1. Dissolution curves of the immediate-release
and sustained-release arginine forms. Dissolution tests of two arginine forms
were performed at 37 °C, in a stirred solution, at pH 1.5 for 1 h with sampling
every 15 min for the IR form, and in a stirred solution with a gradual increase in
pH (0-1 h: pH 1.5; 1-4 h: pH 4.5; 4-8 h: pH 7.2) for 8 hours, with sampling every
hour for the SR form. Arginine concentration in the samples was assayed by
HPLC. IR-arginine, immediate-release arginine; SR-arginine, sustained-release
arginine.
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Kinetics of plasma total citrulline concentration over 24 hours
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SUPPLEMENTAL FIGURE 2. Kinetics of total plasma citrulline over 24 hours and AUC values in CON subjects (n=15, A and B) and the
subjects with the HTW phenotype (n=12, C and D), on the first day of supplementation (A and C) and the last day of a 7-day supplementation
period (B and D), who received IR-arginine and SR-arginine treatments, each for 1 wk. The three series of two vertical lines indicate the three
arginine in takes and the start of the 3 meals, 10 minutes later. Data are means + SEMs. Significance (mixed model for repeated measures) on
the first day of supplementation: treatment by time interaction, P<0.05; time, P<0.0001 and after 1 week of supplementation: treatment by time
inter action, P<0.05; time, P<0.0001. Group by supplementation interaction on fasting values, P<0.05. Asterisks indicate differences between I
R-arginine and SR-arginine (ad hoc contrasts with Hochberg-Bonferroni correction and a preplanned contrast for the comparison between IR
and SR-arginine after supplementation in the subjects with the HTW phenotype under the mixed model): **P<0.01, ***P<0.001. CON, con
trol; IR-arginine, immediate release-arginine; HTW, hypertriglyceridemic waist; SR-arginine, sustained release-arginine.
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Kinetics of plasma total ornithine concentration over 24 hours
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SUPPLEMENTAL FIGURE 3. Kinetics of plasma total ornithine over 24 hours and AUC values in CON subjects (n=15, A and B) and the
subjects with the HTW phenotype (n=12, C and D), on the first day of supplementation (A and C) and the last day of a 7-day supplementation
period (B and D), who received IR-arginine and SR-arginine treatments, each for 1 wk. The three series of two vertical lines indicate the three
arginine intakes and the start of the 3 meals, 10 minutes later. Data are means + SEMs. Significance (mixed model for repeated measures) on the
first day of supplementation: time and treatment by time interaction, Ps<0.0001 and after 1 week of supplementation: time and treatment by
time interaction, Ps<0.0001. Supplementation effect on AUC, P<0.05. Supplementation effect on fasting values, P<0.001. Asterisks indicate
differences between IR-arginine and SR-arginine (ad hoc contrasts with Hochberg-Bonferroni correction and a preplanned contrast for the
comparison between IR and SR-arginine after supplementation in the subjects with the HTW phenotype under the mixed model): **P<0.01,
***P<(0.001. CON, control; IR-arginine, immediate release-arginine; HTW, hypertriglyceridemic waist; SR-arginine, sustained release-arginine.
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Kinetics of plasma total glutamate concentration over 24 hours
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SUPPLEMENTAL FIGURE 4. Kinetics of plasma total glutamate over 24 hours and AUC values in CON subjects (n=15, A and B)
and the subjects with the HTW phenotype (n=12, C and D), on the first day of supplementation (A and C) and the last day of a 7-day
supplementation period (B and D), who received IR-arginine and SR-arginine treatments, each for 1 wk. The three series of two vertical
lines indicate the three arginine intakes and the start of the 3 meals, 10 minutes later. Data are means + SEMs. Significance (mixed model for
repeated measures) on the first day of supplementation: time and treatment by time interaction, Ps<0.0001 and after 1 week of
supplementation: treatment, P<0.05; group by treatment by time interaction, P<0.001; time and treatment by time interaction, Ps<0.0001.
Treatment by group and treatment by period interactions on AUCs, Ps<0.05. Supplementation effect on fasting values, P<0.01. Asterisks
indicate differences between IR-arginine and SR-arginine (ad hoc contrasts with Hochberg-Bonferroni correction and a preplanned contrast
for the comparison between IR and SR-arginine after supplementation in the subjects with the HTW phenotype under the mixed model):
**P<0.01, ***P<0.001. CON, control; IR-arginine, immediate release-arginine; HTW, hypertriglyceridemic waist; SR-arginine, sustained
release-arginine.
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Kinetics of plasma total glutamine concentration over 24 hours
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SUPPLEMENTAL FIGURE 5. Kinetics of total plasma glutamine over 24 hours and AUC values in CON subjects (n=15, A and B) and the
subjects with the HTW phenotype (n=12, C and D), on the first day of supplementation (A and C) and the last day of a 7-day supplementation
period (B and D), who received IR-arginine and SR-arginine treatments, each for 1 wk. The three series of two vertical lines indicate the three
arginine intakes and the start of the 3 m eals, 10 minutes later. Data are means = SEMs. Significance (mixed model for repeated measures) on the
first day of supplementation: time, P<0.01 and after 1 week of supplementation: group by treatment by time interaction, P<0.05; time, P<0.0001.
Period effect and treatment by supplementati on interaction on AUCs, Ps<0.05. Asterisks indicate differences between IR-arginine and SR-
arginine (ad hoc contrasts with Hochberg-Bonferroni correction and a preplanned contrast for the comparison between IR and SR-arginine after
supplementation in the subjects with the HTW phenotype under the mixed model): **P<0.01. CON, control; IR-arginine, immediate release-
arginine; HTW, hypertriglyceridemic waist; SR-arginine, sustained release-arginine.



ONLINE SUPPORTING
MATERIAL Supplemental Figure 6

Kinetics of plasma total proline concentration over 24 hours
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SUPPLEMENTAL FIGURE 6. Kinetics of total plasma proline over 24 hours and AUC values in CON subjects (n=15, A and B) and the
subjects with the HTW phenotype (n=12, C and D), on the first day of supplementation (A and C) and the last day of a 7-day supplementation
period (B and D), who received IR-arg inine and SR-arginine treatments, each for 1 wk. The three series of two vertical lines indicate the three
arginine intakes and the start of the 3 meals, 10 minutes later. Data are means = SEMs. Significance (mixed model for repeated measures) on the
first day of supplementation: group, P<0.05; time, P<0.0001 and after 1 week of supplementation: time, P<0.0001. Group effect on AUCs,
P<0.05. Time by supplementation interaction on fasting values, P<0.05. CON, control; IR-arginine, immediate release-arginine; HTW,
hypertriglyceridemic waist; SR-arginine, sustained release-arginine.
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Kinetics of arginine/ornithine ratio over 24 hours
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SUPPLEMENTAL FIGURE 7. Kinetics of arginine/ornithine ratio over 24 hours and AUC values in CON subjects (n=15, A and B) and the
subjects with the HTW phenotype (n=12, C and D), on the first day of supplementation (A and C) and the last day of a 7-day supplementation
period (B and D), who received IR-arginine and SR-arginine treatments, each for 1 wk. The three series of two vertical lines indicate the three
arginine intakes and the start of the 3 meals, 10 minutes later. Data are means = SEMs. Significance (mixed model for repeated measures) on the
first day of supplementation: time, P<0.0001 and after 1 week of supplementation: treatment by time interaction, P<0.05; time, P<0.01.
Treatment by group and treatment by period interactions o n AUCs, Ps<0.05. Asterisks indicate differences between IR-arginine and SR-arginine
(ad hoc contrasts with Hochberg-Bonferroni correction an d a preplanned contrast for the comparison between IR and SR-arginine after
supplementation in the subjects with the HTW phenotype under the mixed model): **P<0.01. CON, control; IR-arginine, immediate release-
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Kinetics of arginine/(ornithine+citrulline) ratio over 24 hours

_ | _ = :
301 A E 50 24-h AUC 301 B Kkk 5 s 24-h AUC
S 40 T 40
g 30 8 30
A < 20 i < 20
251 g 10 25 1 g 10
' & 0 : k)

GABR, ratio
GABR, ratio
N
o
L

1.5 4 i

—O— IR-arginine
10 il —@— SR-arginine

O— IR-arginine
—@— SR-arginine

10 Hrrm—————— — :
012 4 6 8 12 16 24 012 4 6 8 12 16 24
Time, h Time, h
3.0 - c = 24-h AUC 3.0 1 < 24-h AUC
S &
® ©
o o
i =] =]
o < <
2.0 B & 14 2.5 1 i
i @ i)
i 2 <
(O] ]

20 i

GABR, ratio
N
o
GABR, ratio

O— IR-arginine %
—&— SR-arginine
T

§ T —O— IR-arginine
i - —@— SR-arginine
T

1.0 T
12 4 6 8 12 16 24

T T = - T
12 4 6 8 12 16 24 0

SUPPLEMENTAL FIGURE 8. Kinetics of GABR (defined as arginine/[ornithine+citrulline]) over 24 hours and AUC values in CON
subjects (n=15, A and B) and the subjects with the HTW phenotype (n=12, C and D), on the first day of supplementation (A and C) and the last
day of a 7-day supplementation period (B and D), who received IR-arginine and SR-arginine treatments, each for 1 wk. The three series of two
vertical lines indicate the three argin ine intakes and the start of the 3 meals, 10 minutes later. Data are means + SEMs. Significance (mixed
model for repeated measures) on the first day of supplementation: treatment by time interaction, P<0.05; time, P<0.0001 and after 1 week of
supplementation: group by treatment by time interaction, P<0.01; time and treatment by time interaction, Ps<0.0001. Treatment by group,
treatment by supplementation and treatment by period interactions o n AUCs, Ps<0.05. Asterisks indicate differences between IR-arginine and
SR-arginine (ad hoc contrasts with Hochberg-Bonferroni correction and a preplanned contrast for the comparison between IR and SR-arginine
after supplementation in the subjects with the HTW phenotype under the mixed model): ***P<0.001. CON, control; IR-arginine, immediate
release-arginine; GABR, global arginine bioavailability ratio defined by arginine/(ornithine+citrulline); HTW, hypertriglyceridemic waist; SR-

arginine, sustained release-arginine.
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Kinetics of the utilization of oral arginine for NO synthesis
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SUPPLEMENTAL FIGURE 9. Cumulative urinary excretion of nitrate originating from the oral IR-arginine or SR-arginine, labeled with
[15N2-(guanidino)]-arginine, after 1 week of supplementation, in CON subjects (n=15, A) andsubjects with the HTW phenotype (n=12, B) who
received IR-arginine and SR-arginine treatments, each for 1 wk. Data are means + SEMs. Significance (mixed model for repeated measures): the
cumula ted excretion curves differed between subject groups and the treatment effect on cumulated excretion described above in HTW subjects
was not the same in CON subjects, group by time and group by treatment by time interactions, Ps<0.01; time and treatment by time interaction,
Ps<0.00 01. Asterisks indicate differences between IR-arginine and SR-arginine (ad hoc contrasts with Hochberg-Bonferroni correction and a
preplanned contrast for the comparison between IR and SR-arginine after supplementation in the subjects with the HTW phenotype under the
mixed model): ***P<0.001. CON, control; IR-arginine, immediate release-arginine; HTW, hypertriglyceridemic waist; SR-arginine, sustained
release-arginine.
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ONLINE SUPPORTING MATERIAL
Supplemental Methods 1

Non-inclusion criteria of the study population

The non-inclusion criteria in both groups were obesity (BMI >30); cardiac or vascular
diseases; diabetes; thyroid disease; systolic blood pressure >150 mmHg or diastolic blood
pressure >90 mmHg; tobacco consumption >6 cigarettes per week; alcohol consumption >3
drinks per day; any medications (except contraceptive treatment) or intake of dietary
supplements that could not be discontinued more than one week before the first visit and then
for the entire duration of the study; persons under guardianship; pregnancy (positive beta-
hCG blood test); positive Hepatitis B virus, Hepatitis C virus and HIV; hemoglobin <14 g/dL
(for men) or <12 g/dL (for women); participation in a clinical trial during the 6 months prior
to the study.

Recruitment of subjects

The subjects were recruited, between October 2012 and February 2013, by the Human
Research Center at Avicenne Hospital (CRNH lle-de-France Human Research Center) using
standard methods: posters; word-of-mouth; mailing list; electronic posting on internet social
networks. Those interested were then interviewed and details of the study were presented to
them, and they were asked a series of medical and lifestyle questions. Eighty people met the
study criteria and were scheduled for clinical screening by the Human Research Center. After
obtaining their written informed consent, a screening blood sample was drawn. Body weight,
height and waist circumference were measured, and the BMI calculated. From the 80 persons
who were assessed, 32 subjects finally confirmed their willingness to participate and were
found to be eligible to take part in the study (Figure 1). The study was approved by the
Institutional Review Board of Saint-Germain-en-Laye Hospital and the French Ministry for
Health and was conducted from March 2013 to May 2013.

Randomization scheme

At enrollment, the subjects were assigned to a pre-determined randomized sequence number.
Each sequence specified an order of administration of IR-arginine and SR-arginine. The
randomization scheme consisted of successive blocks such that each block contained two
assignments of sequences in random order, the randomization scheme being thus balanced at
the completion of each block. The randomization list was generated by the Clinical
department of Pierre Fabre Médicament (Toulouse, France) using internally certified
software. Using another test list, a Pierre Fabre statistician checked that the randomization
scheme parameters were properly specified in the software and finally approved the
randomization method. The definitive randomization list was then issued.
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Supplemental Method 2

Calculations of Nitric oxide synthesis and plasma arginine originating from oral
arginine

The specific fraction of plasma arginine that originated from oral arginine was
calculated using the standard isotopic dilution equation:

CArg (t) x [ EPIasma_Arg (t) - EPIasma_Arg (O) ] - EOraI_Arg

where Caq (t) is the total measured concentration of arginine in the plasma at time t, Epjasma-arg
(t) is the ™°N enrichment (in atom percent excess) of arginine in the plasma sampled at time t,
and Eoral_arg IS the >N enrichment of the guanidino moiety of oral arginine. We multiplied the
measured enrichment by 2, which is the ratio of the total number of nitrogen atoms in arginine
to the number of nitrogen atoms that can originate from the guanidino nitrogen moiety of
arginine, in order to calculate Epasma arg (t). This calculation also takes advantage of the fact
that the potential recycling of the ™N-label is negligible, since it would operate through
metabolic pathways that are secondary, as we have described previously (Mariotti et al.,
2013).

According to the same principle, urinary nitrate that specifically originated from oral arginine
was calculating using the following equation:

Qnos (t) X [ Enos () — Enos (0) ] + Eoral_arg

where Qnos (t) is the total amount of nitrate in urine, calculated as the concentration of nitrate
in the urinary sample multiplied by the volume of urine collected at time t, and Enog3 (t) is the
>N enrichment of nitrate in urine sampled at time t.

References cited:

Mariotti F, Petzke KJ, Bonnet D, Szezepanski I, Bos C, Huneau JF, Fouillet H. Kinetics of the
utilization of dietary arginine for nitric oxide and urea synthesis: insight into the arginine-
nitric oxide metabolic system in humans. Am J Clin Nutr 2013;97(5):972-9. doi:
10.3945/ajcn.112.048025.



ONLINE SUPPORTING MATERIAL
Supplemental Method 3

The “intention-to-treat” (ITT) analysis
ITT set

One subject with the “hypertriglyceridemic waist” (HTW) phenotype was excluded from the
ITT analysis because he chose to withdraw before the start of the study for family reasons.
The data concerning deviations from the protocol in 4 subjects (not taking the morning dose,
taking an additional dose, forgetting to urinate in the box the next morning) (Figure 1) were
considered as missing data in the ITT analysis. For the two subjects with missing urinary data
at 24 h, a person (HF), who was not aware of the nature of the treatment, determined the best
non-linear fit model for data concerning the cumulated urinary excretion of nitrate from
ingested arginine, based on the data collected before the missing 24 h (i.e.at0 h, 2 h, 4 h, 8 h,
12 h) and used the resulting estimated parameters to impute the missing value at 24 h. Finally,
under the ITT analysis, we analyzed 31 subjects for the main outcome (i.e. utilization of oral
arginine for NO synthesis), without any imputation (and therefore with 3 missing values) or
with 2 imputations (and therefore with 1 missing value).

Utilization of oral arginine for NO synthesis in the ITT set with imputations

When analyzing the data on the ITT set with the 2 imputations, we obtained the same results
as with the per protocol analysis, except regarding the overall treatment effect (P>0.05), but
the group effect and treatment by group interaction were also significant. The utilization of
oral arginine for NO synthesis was higher in HTW subjects than in control (CON) subjects
(group effect, P<0.05), and there was also a strong group by treatment interaction (P<0.05).
Thus, in HTW subjects, but not in CON subjects, the utilization of oral arginine for NO
synthesis was greater with SR-arginine than with IR-arginine (P<0.01).

Utilization of oral arginine for NO synthesis in the ITT set without imputations

When analyzing the data on the ITT set without imputations, we obtained the same results as
the per protocol analysis, except regarding the overall treatment effect (0.05<P<0.1), but the
group effect and treatment by group interaction were also significant. The utilization of oral
arginine for NO synthesis was higher in HTW subjects than in CON subjects (group effect,
P<0.05), and there was also a strong group by treatment interaction (P<0.05). Thus, in HTW
subjects, but not in CON subjects, the utilization of oral arginine for NO synthesis was greater
with SR-arginine than with IR-arginine (P<0.01).



ANNEXE 1

Méthodes
Mesure de la citrulline provenant de [’arginine ingérée

La citrulline >N provenant de I’arginine ingérée a été mesurée par GC-IRMS comme
décrit récemment (243). La fraction spécifique de la citrulline plasmatique provenant de

I’arginine ingérée a été calculée en utilisant une équation standard de dilution isotopique :

Ccit (t) % [ Epasma_cit (t) — Ecit (0) ] + Eoral-Arg
ou Ccit (t) est la concentration totale en citrulline mesurée dans le plasma au temps t, Epjasma-cit
(t) est I’enrichissement en >N (en atome pourcent) de I’arginine dans le plasma échantillonné
au temps t, et Eoral_arg st Ienrichissement en BN du groupement guanidium de 1’arginine
ingérée. Nous avons multiplié I’enrichissement mesuré par 3, qui est le ratio du nombre total
d’atomes d’azote de la citrulline sur le nombre d’atomes d’azote qui peuvent provenir du
groupement guanidium de ’arginine, afin de calculer Epjasma_cit (t). Ce calcul prend en compte
le fait que le recyclage potentiel du *°N est négligeable puisqu’il se produirait dans des voies

métaboliques secondaires, comme notre équipe 1’a décrit précédemment (243).
Mesure de ['urée provenant de [’arginine ingérée

Selon le méme principe, l'urée a été isolée a partir d'échantillons d'urine et de plasma,
et son enrichissement en °N a été déterminée par EA-IRMS, comme décrit précédemment
(33). Les fractions d’urée plasmatique et urinaire provenant spécifiquement de 1’arginine

ingérée ont été calculées a I’aide des équations suivantes :

Curge (t) * [ Eprasma_urée () — Eurée (0) ] + Eoral-Arg
Quree (1) % [ Eurge (t) — Euree (0) 1 + Eoral_arg

ou Cure (t) est la concentration totale en urée mesurée dans le plasma au temps t, Epjasma-urse
(t) est ’enrichissement en *°N (en atome pourcent) de 1’urée dans le plasma échantillonné au
temps t, Quree (t) est la quantité totale d’urée dans 1’urine, calculée comme la concentration
d’urée dans 1’échantillon urinaire multipliée par le volume d’urine collecté au temps t, et

Eure (t) est I’enrichissement en >N de I’urée dans I’urine échantillonée au temps t.
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Résultats
Cinétique de la synthese de citrulline a partir de l’arginine ingérée

Les cinétiques de la citrulline plasmatique provenant de I’arginine ingérée présentaient
des profils différents aprés la consommation de I’arginine-LP par rapport a 1’arginine-LlI
(interaction temps x traitement, P <0.0001), et différaient entre les sujets sains témoins et les
sujets sains TTH (effet groupe, P<0.05) (Figure 1).

Il'y a eu un effet global du traitement (P<0.05) et du groupe (P<0.05) sur les aires sous
courbes (AUC). Ainsi, I’AUC était plus importante aprés la supplémentation avec la forme LP
qu’avec la forme LI (0.84+0.28 et 0.70+0.27 pumol.h/L, respectivement) et plus importante
chez les sujets sains témoins que les sujets sains TTH (0.85+0.27 et 0.66+0.26 pumol.h/L,
respectivement). Chez les sujets TTH, selon la comparaison pré-planifiée entre la forme LI et
LP chez les sujets TTH, I’AUC était plus importante avec la forme LP que la forme LI
(P<0.05) (Figure 1).

Dans la mesure ou l'apparition de la citrulline plasmatique, provenant directement de
I'arginine ingérée peut étre considérée comme un indicateur de l'utilisation de I'arginine orale
pour la synthese de NO, le fait que I’AUC était plus élevée avec 1’arginine-LP (par rapport a
I'arginine-L1) chez les sujets TTH est en accord avec les résultats obtenus pour I'apparition des
nitrates urinaires a partir de I'arginine ingérée (c-a-d. une utilisation plus importante pour la

synthése de NO de I’arginine-LP, par rapport a I'arginine-L1).
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Figure 1 : Cinétiques de synthése de la citrulline provenant de I’arginine ingérée
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FIGURE 1. Kinetics of plasma citrulline originating from oral arginine, labeled with [ 15N2-(guanidino)]-arginine, and AUC values in control (n=15,
A) and HTW (n=12, B) subjects, after one week of supplementation with IR-arginine or SR-arginine. The three series of two vertical lines indicate
successive arginine intakes and the start of the 3 meals, 10 minutes later. Only the first dose of arginine ingested in the morning was labeled as this is
indicated by the arrow. Data are means + SEMs. Significance (mixed model for repeated measures): group, P<0.05; time and treatment by time
interaction, Ps<0.0001; treatment and group effect on AUCs, Ps<0.05. Asterisks indicate differences between IR-arginine and SR-arginine (ad hoc
contrasts with Hochberg-Bonferroni correction and a preplanned contrast for the comparison of IR and SR-arginine after supplementation in HTW
subjects under the mixed model): *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. IR-arginine, immediate release-arginine; HTW, subjects with the
hypertriglyceridemic waist phenotype; SR-arginine, sustained release-arginine.
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Cinétiques de la synthese d’urée provenant de [’arginine ingérée

Nous avons montré que I’augmentation en urée corporelle, qui provient de I’hydrolyse de
I’arginine ingérée, avait lieu a un stade précoce et qu’elle atteignait sa valeur maximum 2 h
apres 1’ingestion de la forme LI alors qu’elle avait lieu plus tardivement et qu’elle atteignait sa
valeur maximum 6 h aprés I’ingestion de la forme LP (effet temps, P<0.0001 et interaction
temps x traitement, P<0.0001). (Figure 2A and 2B). Les niveaux d’urée corporelle provenant
de l’arginine ingérée sont plus élevés avec I’arginine-LI qu’avec I’arginine-LP (effet
traitement, P<0.0001), plus éleves chez les sujets TTH que les sujets témoins (effet groupe,
P<0.05).

L’excrétion urinaire cumulée de ’urée provenant spécifiquement de ’arginine ingérée
(Figure 2C and 2D) est plus ¢levée avec 1’arginine LI qu’avec I’arginine-LP (effet traitement,
P<0.0001).

Enfin, la synthése apparente d’urée a partir de I’arginine ingérée (Figure 2E and 2F) était
plus importante avec I’arginine-LI que 1’arginine-LP (effet traitement, P<0.0001). Nous avons
observé que la conversion corps entier de I’arginine ingérée en urée a lieu a un stade précoce
(effet temps, P<0.0001). A 24 heures, la synthése apparente d’urée a partir de 1’arginine
ingérée est plus importante avec la forme LI que LP (4.7£1.4 mmol et 4.3£1.4 mmol

respectivement, P<0.05).

Pour les deux formes d'arginine, environ la moitié de l'arginine ingérée est hydrolysée en
urée a 8 heures, au cours de I’extraction splanchnique de premier passage. La fraction de
l'arginine orale qui a été convertie en urée était d'environ 60% avec 1’arginine-LI, ce qui

coincide avec les résultats antérieurs obtenus par notre équipe (243).
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Fiaure 2 : Cinétiaues de synthése de I’urée provenant de I’arainine inaérée
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FIGURE 2. Kinetics of body urea (A and B), cumulative urinary urea excretion (C and D) and apparent urea production from oral arginine, labeled with
[**N,-(guanidino)]-arginine, in control (n=15, A, C and E) and HTW (n=12, B, D and F) subjects, after one week of supplementation with IR-arginine or SR-
arginine. Data are means = SEMs. Significance (mixed model for repeated measures) for body urea: group and group by treatment interaction, Ps<0.05; group
by time interaction, P<0.01; time, treatment, and treatment by time and group by treatment by time interactions, Ps<0.0001; For cumulative urinary urea
excretion: time, treatment, and treatment by time interaction, Ps<0.0001; For apparent urea production: group by treatment by time interaction, P<0.01; time,
treatment, and treatment by time interaction, Ps<0.0001. Asterisks indicate differences between IR-arginine and SR-arginine (ad hoc contrasts with Hochberg-
Bonferroni correction and a preplanned contrast for the comparison of IR and SR-arginine after supplementation in HTW subjects under the mixed model):
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. IR-arginine, immediate release-arginine; HTW, subjects with the hypertriglyceridemic waist phenotype; SR-arginine,

sustained release-arginine.
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C. Etude 2: La supplémentation en L-arginine atténue la
dysfonction endothéliale postprandiale lorsque l'argininémie
basale est faible chez des sujets sains présentant des facteurs de
risque cardiométabolique

Contexte et Objectif : La dysfonction endothéliale vasculaire est le processus majeur initiant

I’athérosclérose. Elle apparait transitoirement en phase postprandiale apres un repas gras et
sucré, et elle est d’autant plus marquée que les sujets sont a risque cardiométabolique. La
dysfonction endothéliale est étroitement liée a I’altération de la synthése et biodisponibilité du
monoxyde d’azote (NO), dont I’arginine est le précurseur. Enfin, plusieurs études ont suggéré
qu'une deéficience relative en arginine circulante est présente chez les sujets atteints de
maladies cardiovasculaires ou présentant des facteurs de risque cardiovasculaire. Dans cette
étude, nous avons étudié 1’effet d’une supplémentation a faible dose (nutritionnelle) en
arginine a libération prolongée (arginine-LP, mimant la mise a disposition naturelle de
I’arginine alimentaire) sur la fonction endothéliale a jeun et la dysfonction endothéliale
postprandiale de sujets sains présentant des facteurs de risque cardiométabolique. Nous avons
également cherché a déterminer si cet effet pourrait varier selon I’argininémie basale des

sujets.

Méthodes : Dans une étude selon un protocole croisé contre placebo, avec répartition au
hasard, en double insu, nous avons comparé les effets d’une supplémentation d’arginine-LP
(1,5 g, 3 fois par jour pendant 4 semaines) sur la fonction endothéliale a jeun et apres un repas
gras et sucré chez 33 sujets sains présentant un « tour de taille hypertriglycéridémique ». La
fonction endothéliale a été evaluée par la mesure en situation post-ischémique de la dilatation
de I’artére brachiale (flow-mediated dilation, FMD) et de 1’augmentation du volume digital
(Framingham Reactive Hyperemia Index (fRHI) selon la technique EndoPAT) (Figure 54).
Les effets sur les parametres hémodynamiques, mécaniques, metaboliques et inflammatoires
ont aussi été évalues. Enfin, par une analyse en sous-groupes, nous avons déterminé si les

effets étaient liés a I’argininémie basale.

Résultats et Discussion : Dans la population totale, les effets de la supplémentation en

arginine-LP n’étaient pas entiérement concluants. La supplémentation en arginine-LP a

atténue la dysfonction endothéliale postprandiale, mais cet effet n'a pas été confirmé par une

89



Sujets

Sujets
Sains
TTH
n=33

Traitement

Arg-LP I 1 1

Epuration
4 semaines Traitement

o

Placebo I I |

= g

1 Supplémentation (4 semaines) Matinée d’Exploration Journée d’Exploration

>
= 5 X
Py < 2
@ o o
N g. X e ) X
O < X @) -
4B L B
= S c
@ o) =)
» g,. T 2T
| & eyl ==
o) a k2
| | | | | | | -
7 1 1 T | o 1 T >
ghoo 8h30 9h00 10h00 12h00 13h00 14h00 16h00
Matinée (jeun . .
(i ) Journée (postprandial)

Figure 54 : Schémas du protocole de I’étude n°2 et du déroulement des journées d’exploration

avant et apres supplémentation

L’étude n°2 était une étude croisée, randomisee, contrdlée par placebo et en double insu. Elle a été
réalisée chez 33 sujets sains présentant un tour de taille hypertriglycéridémique (TTH). Chaque sujet a
recu 4,5 g (1,5 g 3 fois par jour) d’arginine a libération prolongée (Arg-LP) et de placebo, pendant 7
jours. Lors des matinées d’exploration, un prélévement basal de sang a été réalisé et une mesure
simultanée de la fonction endothéliale par FMD et RHI a été effectuée a jeun. Lors des journées
d’exploration, les prises de sang ont été effectuées a jeun et 2, 4, et 6 h aprés administration du repas
de charge (900 Kcal). Une mesure simultanée de la fonction endothéliale par FMD et RHI a été
effectuée a jeun, 1h avant le repas de charge, puis des mesures de fonction endothéliale par RHI ont
été effectuées 2, 4 et 6 h aprés administration du repas de charge. La mesure réalisée a 4h était couplée
a une mesure de FMD de la méme maniéere qu’a jeun. L’horaire du repas de charge a été fixé a 10h.
Lors du dernier jour de supplémentation du volontaire, la premiere prise (d’arginine ou de placebo) a

eu lieu entre 7h et 8h et la deuxiéme prise a été fixée a 13h30.



valeur significativement plus élevée de la FMD a la fin de la période postprandiale. Il existe
donc la possibilité qu'un tel effet de I’arginine-LP sur la diminution postprandiale de la FMD
puisse étre lié a la valeur plus élevée de la FMD a jeun avec le placebo. Le fait que la FMD ait
augmenté avec le placebo et non avec I’arginine-LP était cependant inattendu. En fait, les
effets de la supplémentation variaient selon 1’argininémie basale (Ps<0,05). Dans la moitié de
la population présentant une argininémie basale relativement plus faible (< médiane : 78,2
umol/L), I’arginine-LP a atténué la diminution postprandiale de la fonction endothéliale
(FMD : chute de 50% sous placebo vs 29% sous arginine-LP; fRHI : chute de 49% sous
placebo et augmentation de 5% sous arginine-LP, Ps<0,05), et a conduit a une fonction
endothéliale significativement meilleure a la fin de la période postprandiale. La raison pour
laquelle la supplémentation en arginine a des effets bénéfiques sur la fonction endothéliale
postprandiale lorsque les sujets sains ont une faible argininémie basale reste spéculative. Une
raison possible pourrait étre que chez ces sujets, lI'arginine orale compenserait la plus faible
biodisponibilité basale de I’arginine endogéne pour la synthese de NO, et cet effet serait
apparent et efficace lors d’une situation ou la synthése de NO est altérée, comme lors de la

phase postprandiale.

Conclusion : Une supplémentation en arginine de type nutritionnelle (c.-a-d. a faible dose et
libération lente) atténue la dysfonction endothéliale postprandiale lorsque 1’argininémie basale
est faible. Nous proposons que l'intérét d’une supplémentation en arginine consiste en sa
capacité a pallier une configuration du métabolisme de 1’arginine qui soit moins apte a assurer
la biodisponibilité de I’arginine pour la synthése de NO lors d’une dysfonction endothéliale
aiglie, et que cette configuration se traduise et se détecte par une argininémie basale

relativement plus faible.
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1. Eléments de choix méthodologiques.
1.2. Choix durepas de charge

Notre principal objectif en élaborant le repas de charge hyperlipidique était de disposer
d’un repas suffisamment délétére qui nous permettrait d’induire la dysfonction endothéliale
aigue attendue tout en gardant une vraisemblance nutritionnelle. Au regard de la littérature, il
nous est apparu évident que la richesse en acides gras saturés du repas nous donnait la
garantie d’induire des effets déléteres postprandiaux. C’est pour cela que nous avons choisi un
repas de charge hyperlipidique contenant 80% de 1’énergie sous forme de creme. La présence
de glucides (13%) et de protéines (7%) a donné un caractere mixte a notre repas (372). De
plus, les 13% de glucides contenus dans le repas hyperlipidique étaient du saccharose, dont
I’effet potentialisateur sur le métabolisme lipidique a été démontré. A ce titre, on peut
considérer que notre repas de charge, a la fois riche en acides gras saturés et en saccharose,
était doublement délétere. Par ailleurs, il est intéressant de noter que notre repas de charge
reste un repas de charge classique utilisé comme test de provocation métabolique chez
I’Homme (800-1200 kcal) puisqu’il correspondait a un apport énergétique de 900 kcal (179,
372).

Le choix du repas de charge a été validé a posteriori par la caractérisation de 1’excursion
lipémique et glucidique et nous avons évalué 1’apparition de signes d’une inflammation a bas
bruit pendant la période postprandiale en effectuant une numération leucocytaire. Enfin, nous
avons ¢évalué la dysfonction endothéliale induite par le repas de charge, d’une part, a I’aide de
la mesure de marqueurs circulants de I’activation endothéliale (ICAM-1, VCAM-1, PAI-1,...)
et d’autre part, par la mesure de 1’altération postprandiale de la réactivité vasculaire

(notamment par la mesure de la FMD).

1.3. Evaluation physiologique de la fonction endothéliale a jeun et en
postprandial

Nous avons choisi d’utilisé deux techniques d’exploration physiologique de la fonction
endothéliale reposant toutes les deux sur une évaluation non-invasive, de la reactivité
vasculaire post-ischémique, endothélium-dépendante : la mesure de 1’augmentation du
diamétre de I’artére brachiale par échographie doppler (mesure de la FMD) et la mesure de
I’augmentation du volume digital par pléthysmographie (mesure du RHI), toutes les deux
induites par I’hyperémie provoquée par la décompression rapide d’un brassard de pression

suprasystolique (344, 349, 373-375). Ces techniques sont des techniques d’usage assez
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courant (la FMD est la méthode la plus validée et la plus largement utilisée), bien décrites
(345), non-invasives et n’engendrant comme effet indésirable qu’un inconfort temporaire lors
de la compression du brassard suprasystolique. La technique FMD a été utilisée lors de
I’examen a jeun et en postprandial, 4 h aprés 1’administration du repas de charge. En
complément de la mesure de FMD, comme mesure contréle, nous avons réalisé une mesure
de la réactivité de I’artére brachiale endothélium-indépendante. En effet, la FMD rend compte
a la fois de la fonction endothéliale (la synthése de NO en réponse au flux sanguin) et de la
réactivité du muscle lisse (relaxation en réponse au NO). Une absence de différence de
dilatation en réponse a 1’administration d’un donneur nitrergique agoniste direct du muscle
lisse permet de s’assurer que la FMD rend bien compte spécifiquement de la fonction
endothéliale (345). Nous avons choisi pour cela d’analyser la réaction vasculaire de 1’artére
brachiale, aprés 1’administration de trinitrine, qui est un vasodilatateur/donneur de NO
couramment utilisé en étude clinique et qui agit directement sur la relaxation de la fibre
musculaire lisse. En paralléle, nous avons choisi d’effectuer des mesures de RHI en raison de
son avantage majeur qui reside dans sa reproductibilité et la facilité de la mesure automatisee.
L’utilisation de cette technique nous a permis de réaliser un plus grand nombre de mesures.
Plus précisément, nous avons mesuré le Framingham-RHI (fRHI) qui est un RHI alternatif
proposé par I’étude Framingham et qui est mieux corrélé aux marqueurs de risque des
maladies cardiovasculaires (349, 354). Nous avons effectué les mesures de fRHI a jeun, puis
2 h, 4 h, et 6 h aprés I’administration du repas de charge, dans le cas des journées
d’exploration aprés supplémentation. Pour ce qui est des mesures a jeun et a 4 h, nous avons
couplé la mesure de FMD avec celle du fRHI. Enfin, par ailleurs, pour contrdle, nous avons
procédé a une analyse de la géométrie de 1’onde de pouls (par analyse pléthysmographique
digitale) pour évaluer les propriétés mécaniques artérielles générales (dont I’indice

d’augmentation), le matin a jeun de chaque journée d’exploration.

En complément, nous avons choisi de doser les marqueurs plasmatiques indirects de la
fonction endothéliale (ICAM-1, VCAM, Sélectine-E, Sélectine-P, ET-1, PAI-1 et CRP) et de

I’inflammation (par ex. leucocytes, neutrophiles et monocytes).
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2. Article 2

L-arginine supplementation alleviates postprandial endothelial dysfunction
when baseline fasting plasma arginine concentration is low: a randomized
controlled trial in healthy subjects with cardiometabolic risk factors.

Ambre Deveau, Isabelle Pham, Sheila G West, Etienne André, Frédérique Lantoine-Adam, Pierre
Bunouf, Samira Sadi, Dominique Hermier, Véronique Mathé, Héléne Fouillet, Jean-Frangois Huneau,
Robert Benamouzig, and Frangois Mariotti.

J Nutr. 2016 Jun 8. pii: jn227959. [Epub ahead of print].
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Abstract

Background: Vascular endothelial dysfunction, the hallmark of early atherosclerosis, is induced transiently by a high-fat
meal. High doses of free L-arginine supplements reduce fasting endothelial dysfunction.

Objective: We sought to determine the effects of a low dose of a sustained-release (SR) L-arginine supplement on
postprandial endothelial function in healthy overweight adults with cardiometabolic risk factors and to investigate whether
this effect may vary by baseline arginine status.

Methods: In a randomized, double-blind, 2-period crossover, placebo-controlled trial (4-wk treatment, 4-wk washout), we compared
the effects of 1.5 g SR-L-arginine 3 times/d (4.5 g/d) with placebo in 33 healthy overweight adults [body mass index (BMI, in kg/m?):
25 to >30] with the hypertriglyceridemic waist (HTW) phenotype [plasma triglycerides > 150 mg/dL; waist circumference > 94 cm
(men) or > 80 cm (women)]. The main outcome variable tested was postprandial endothelial function after a high-fat meal (900 kcal),
as evaluated by use of flow-mediated dilation (FMD) and Framingham reactive hyperemia index (fRHI), after each treatment. By use
of subgroup analysis, we determined whether the effect was related to the baseline plasma arginine concentration.

Results: In the total population, the effects of SR-arginine supplementation on postprandial endothelial function were
mixed and largely varied with baseline fasting arginine concentration (P-interaction < 0.05). In the lower half of the
population (below the median of 78.2 wmol arginine/L plasma), but not the upper half, SR-arginine supplementation
attenuated the postprandial decrease in both FMD (29% decrease with SR-arginine compared with 50% decrease with
placebo) and fRHI (5% increase with SR-arginine compared with 49% decrease with placebo), resulting in significantly
higher mean = SEM values with SR-arginine (FMD: 4.0% =+ 0.40%; fRHI: 0.41 + 0.069) than placebo (FMD: 2.9% =+
0.31%; fRHI: 0.21 = 0.060) at the end of the postprandial period (P < 0.05).

Conclusions: Supplementation with low-dose SR-arginine alleviates postprandial endothelial dysfunction in healthy HTW
adults when the baseline plasma arginine concentration is relatively low. The benefits of arginine supplementation may be
linked to a lower ability to mobilize endogenous arginine for nitric oxide synthesis during a postprandial challenge. This trial
was registered at clinicaltrials.gov as NCT02354794. J Nutr doi: 10.3945/jn.115.227959.

Keywords: arginine metabolism, cardiometabolic risk, dietary arginine, high-fat meal, postprandial period

Introduction

-

metabolic syndrome, and it is the hallmark of early atheroscle-
Vascular endothelial dysfunction is present chronically in patients  rosis (1-5). Endothelial dysfunction results from an impairment
with cardiovascular disease and in subjects presenting with risk  of NO synthesis and/or bioavailability (6-8). High-dose supple-
factors for cardiovascular diseases and diabetes, such as the  mentation with L-arginine (924 g/d), an NO donor, has been
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shown to improve endothelial function when it is impaired at
baseline (9-11). Under these conditions, the benefits of arginine
supplementation have also been observed at low levels of
supplementation (3-7 g/d) (11-14).

The effectiveness of arginine supplementation when baseline
endothelial function is impaired suggests that it could also be
useful in acute conditions that involve a transient impairment of
endothelial function, such as during the postprandial period.
Indeed, endothelial dysfunction in the postprandial state also
involves an impairment of NO synthesis (15-18). Postprandial
dysfunction has been observed after a high-fat meal in healthy
adults and more markedly in those with risk factors associated
with the metabolic syndrome (19-24). However, to our knowl-
edge, few studies have evaluated the effects of arginine supple-
mentation during the postprandial period (25), particularly
following low doses of supplementation (26, 27), and none have
been conducted in subjects with cardiometabolic risk factors.

Carefully controlled studies of low-dose arginine are impor-
tant because there is growing evidence that the arginine content
in dietary proteins may explain their beneficial effects on en-
dothelial function (26, 28). However, arginine is made available
slowly from dietary proteins, which may affect its utilization for
NO synthesis. In this respect, we showed in another study that in
adults with the hypertriglyceridemic waist (HTW)® phenotype,
sustained-release (SR) arginine, which mimics the kinetics of
dietary arginine, was used more efficiently for NO synthesis than
an immediate-release form (29). At a low level of intake,
SR-arginine has been shown to improve endothelial function
under fasting conditions (12).

Lastly, we reasoned that the mechanism underlying the
effects of arginine supplementation on endothelial dysfunction
may be especially evident during a transient decrease in NO
synthesis, such as in the postprandial state, so that the benefits of
supplementation may vary according to the prevailing arginine
status and metabolism. During the present study, we examined
plasma arginine concentrations as a predictor of postprandial
endothelial function following arginine supplementation. We
therefore hypothesized that supplementation with low doses of
SR-arginine may improve postprandial endothelial function in
adults with cardiometabolic risk factors (in this case, adults with
the HTW phenotype) and that this effect could differ between
subjects as a function of their baseline arginine concentration.

Methods

Study population
For this study, 36 healthy overweight adults with the HTW phenotype
were recruited. The inclusion criteria were age between 18 and 60 y, a

' Supported by a grant from Pierre Fabre Research Institute.

2 Author disclosures: E André, F Lantoine-Adam, and P Bunouf are employees of
Pierre Fabre Research Institute, which partly funded this research project. This
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3 Supplemental Methods 1 and Supplemental Figure 1 are available from the
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same link in the online table of contents at http://jn.nutrition.org.
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SR, sustained release; VCAM-1, vascular cell adhesion molecule-1.
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BMI (in kg/m?) of 25-30, a waist circumference of >94 cm for men and
>80 c¢m for women, and a fasting TG concentration of >150 mg/dL. The
main noninclusion criteria included obesity (BMI > 30), systolic blood
pressure of >150 mm Hg or diastolic blood pressure of >90 mm Hg, and
any disease. The full list of noninclusion criteria is in Supplemental
Methods 1.

Recruitment and ethical aspects

The participants were recruited between October 2013 and January
2014 by the Human Research Center at Avicenne Hospital (CRNH Ile-
de-France Human Research Center), and the study was carried out
between February and May 2014. The study was approved by the
Institutional Review Board Ile de France XI and authorized by the
French Agency for the Safety of Medicines and Healthcare Products
under the administrative supervision of the French Ministry for Health.
This trial was registered at clinicaltrials.gov as NCT02354794. The
recruitment details are in Supplemental Methods 1, and the flow diagram
is shown in Figure 1.

Study design and interventions

This was a randomized, double-blind, 2-period crossover, placebo-
controlled study with 4-wk treatment periods and a 4-wk wash-out
period. The sample size was based on a power calculation, with endothelial
function being measured by use of the reactive hyperemia index (RHI)
technique as a primary criterion because the variability of this non-
operator-dependent technique could be estimated correctly in advance
(30). A total of 33 subjects was estimated to ensure 80% power to detect
a 20% difference between the treatments, with a = 0.05, based on
published data (30). In view of the expected drop-out rate, the number of
subjects to be randomly assigned was set at 36. Details of the
randomization scheme are in Supplemental Methods 1.

The study treatments were supplied by Pierre Fabre Médicament as
3 sets of 3 identical capsules to be taken each day (i.e., 9 capsules/d),
starting on the day immediately after the first visit. After overnight
fasting, the participants were studied on 4 occasions: in the morning
before the first day of the treatment periods and during the whole of the
last day of each treatment period. During these periods, they received, in
randomized order, capsules containing 1.5 g of L-arginine in a sustained-
release form (for the SR-arginine treatment) or cellulose and hydroxy-
propylmethylcellulose (for the placebo), 3 times/d (i.e., 4.5 g/d), this
being a dose similar to the average spontaneous dietary intake (~5 g/d)
(31). The treatments were matched to a coded numeric identifier so that
the research staff, principal investigator, research director, and partic-
ipants were blinded to the treatment assignment. The participants were
instructed to adhere to their usual diet; to maintain their activity level
during the course of the study; to abstain from alcohol, caffeine, and
foods rich in polyphenols (coffee, tea, and fruit juice) during the 12 h
before the start of their visits; and to not take any intense exercise on the
day before. They were also instructed to try and ensure that their travel
to the center would generate only minimal physical activity. During the
morning session, each subject underwent a fasting measurement of
endothelium-dependent brachial artery reactivity [flow-mediated dila-
tion (FMD)], directly coupled to a measurement of postischemic digital
reactivity (RHI by use of the EndoPAT method), supplemented by a
measurement of non-endothelium-dependent brachial artery reactivity
[glyceryl trinitrate (GTN)-induced dilation]. During the full-day sessions,
simultaneous measurements of FMD and RHI were taken in fasting
participants (1 h before a high-fat meal), and then the RHI was measured
2, 4, and 6 h after administration of the high-fat meal. The RHI
measurement performed at 4 h was coupled with that of FMD in the
same manner as for the fasting measurements. During the last day of
supplementation, the first intake of treatment (SR-arginine or placebo)
took place 2-3 h before the meal, and the second intake took place 3.5 h
after the meal. In order to assess their compliance, the participants were
asked to return any unused capsules on arriving for each full-day session.

High-fat meal challenge

The high-fat meal consisted of fresh cream, sucrose, and milk
proteins in a light cream with a total energy value of 900 kcal, with the
following nutritional composition: 80% of energy supplied by lipids
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FIGURE 1 Schematic of subject flow and reasons for exclusions.
GTN, glyceryl trinitrate; SR-arginine, sustained-release arginine.

(from 30% fat ultra-high temperature-sterilized liquid cream; Carre-
four), 13% by carbohydrates (sucrose; Beghin-Say), and 7% by proteins
(from an 81.2% protein total milk protein isolate; Ingredia).

Blood sample collection and assays

Blood was drawn via a catheter inserted into a superficial arm
vein, and samples were collected in the fasting state during the mornings
of the morning and full-day sessions and in the postprandial state (2, 4,
and 6 h after ingesting the high-fat meal) during the full-day sessions.
The samples were portioned and stored at —20°C for subsequent
analyses.

Plasma markers of endothelial function. Plasma concentrations of
vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1), intercellular adhesion
molecule-1, E-selectin, P-selectin, plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1),
C-reactive protein, and endothelin-1 were determined by use of 2 custom
mixed assay kits with antibody-coated beads (Human Luminex Screen-
ing Assay; C-reactive protein, endothelin-1, intercellular adhesion
molecule-1, VCAM-1, E-selectin, P-selectin, and PAI-1; R&D Systems)
by use of the Luminex xMAP technology platform for the multiplexing
of immunochemical bioassays (BioPlex 200 with HTF system; Bio-Rad).

Biochemical analyses. The fasting lipid profile (TGs, total cholesterol,
HDL cholesterol, and LDL cholesterol), insulin, glucose, complete blood
count, and postprandial evolution of TGs, glucose, and the complete
blood count were determined by use of standard clinical biochemical
analyzers. TG and glucose AUCs were calculated by use of the trapezoidal
rule. The HOMA-IR was calculated as [insulin (pmol/L)/6.945] X
glucose (mmol/L)/22.5. The visceral adiposity index was also calcu-
lated, as previously described (32). Briefly, the visceral adiposity index
is a sex-specific index based on waist circumference, BMI, TGs, and
HDL that indirectly expresses visceral adiposity dysfunction associ-
ated with cardiometabolic risk. Plasma amino acid concentrations were
assayed by ultra-performance liquid chromatography with UV and mass
detection, as previously described (33). Fasting asymmetric dimethyl-

arginine concentrations were measured by use of an ELISA kit (DLD
Diagnostika GmbH).

Characterization of participant background diets and physical
activity

At the start of the study, a survey of food intake and physical activity
was conducted. Using a dedicated and secure website, the participants
reported their food intake as three 24-h recalls spaced by =3 d, one of them
being at the weekend. Nutritional values for energy and nutrients were
obtained from an aggregated French nutrient database supplemented by
databases updated to include new foods and recipes. Physical activity
was assessed using the short form of the International Physical Activity
Questionnaire. The estimated activity was expressed as metabolic equiv-
alent of task-min/wk according to International Physical Activity
Questionnaire scoring strategies (34).

Measurement of flow-mediated dilation, Doppler assessment of
reactive hyperemia, and peripheral arterial tonometry

After a 12-h fast, endothelial function was assessed by FMD with
high-frequency ultrasound, as described previously (35, 36), in a quiet,
dimly lit room at 21-22°C. The brachial artery above the elbow of the
right arm was scanned in a longitudinal section after a 10-min rest, and
continuous cross-sectional images were video recorded at rest (2 min),
during cuff inflation (5 min), and during increased blood flow after cuff
release (2 min). A cuff inflator set at 250 mm Hg (Hokanson) was placed
on the forearm distal to the ultrasound probe in order to induce
ischemia. Arterial images were acquired by an external B mode
ultrasound imaging device (GE LOGIQ Book XP; GE) equipped with a
10-mHz linear array transducer (8L-RS, GE). All participants were assessed
by the same well-trained sonographer. Automated edge detection software
(Cardiovascular Suite; Quipu) was used to quantify arterial diameter
continuously throughout the test from the videos. This system is based on
analyzing B-mode ultrasound images, in which the boundaries of the
brachial artery are located by a contour tracking technique. Subpixel
precision is achieved by using both a novel edge detection algorithm and
the interpolation of a number of edge points. The system was also equipped
with an electrocardiogram sync signal to identify diameter values coinciding
with onset of the R wave (37). Peak artery diameter was determined as the
largest diameter recorded during the 2-min postdeflation segment. Resting
diameters were the means of all the diameter values determined on all
images collected over a 2-min baseline period. FMD was calculated as the
percentage change in arterial diameter at peak dilation compared with
baseline and was reported as a percentage. Time averaged mean velocity
(m/s) across the cardiac cycle was measured using pulsed Doppler at 2
time points: resting baseline and immediately after cuff release. Flow
(mL/min) was calculated as the time averaged mean velocity X cross-
sectional area of the vessel (calculated as wD?/4, where D is the diameter
as estimated by edge detection).

During the FMD test, the EndoPAT 2000 (Itamar Medical Ltd.) was
used to measure relative changes in pulse wave amplitude before and
after occlusion (38). The EndoPAT technique had been validated (38)
and then used in the Framingham Heart Study, which found significant,
inverse associations between EndoPAT scores and multiple cardiovas-
cular disease risk factors (39). Flexible probes were placed on the index
fingers of the right (ischemic) and left (control) hands. Measurements
were taken at baseline (5 min) and during occlusion (5 min) and reactive
hyperemia (5 min) as induced by cuff inflation and deflation during FMD
testing. The RHI was calculated as the ratio between the mean pulse
wave amplitude during hyperemia (60-120 s of the postocclusion
period) and the mean pulse wave amplitude at baseline in the occluded
hand divided by the same values in the control hand and then multiplied
by a baseline correction factor. The Framingham RHI (fRHI) is an
alternative calculation derived from the same raw data and differs in that
it uses the 90-120-s period of postocclusion hyperemia, it does not
incorporate a baseline correction factor, and it has a natural log transfor-
mation applied to the resulting ratio. The fRHI has been shown to
correlate with other cardiovascular disease risk markers (39, 40). The
EndoPAT device also generates the augmentation index (Al), a measure
of vascular stiffness (pulse wave reflection) that is calculated from the
shape of the pulse wave recorded by the probes at baseline. Al was also
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TABLE 1 Baseline characteristics of overweight adults with the HTW phenotype, in the total population and the Lower-Arg group'

Total (n = 33) Lower-Arg (n = 16) P value?
Sex (M), % 73 63 NS
Age, y 45 + 8.9 (23-59) 45 + 8.5 (23-59) NS
Weight, kg 85.3 + 11.3 (68.0-106) 83.6 + 12.7 (68.0-106) NS
Height, m 1.74 = 0.103 (1.53-1.91) 1.72 = 0.104 (1.53-1.91) NS
Waist, cm 101 * 5.86 (94.0-112) 102 = 7.11 (94.0-112) NS
BMI, kg/m? 28.0 + 1.92 (23.9-31.5) 28.1 + 2.09 (24.2-31.5) NS
VAI 3.9 + 3.4 (0.85-16) 40 + 2.8(0.88-11) NS
SBP. mm Hg 126 = 17.6 (103-176) 121 = 14.4 (103-149) NS
DBP, mm Hg 76 = 11 (56-97) 76 = 11 (56-93) NS
Plasma lipids
TGs, mmol/L 24 +16(0.67-8.8) 24 +11(1.1-4.8) NS
TC, g/L 2.1 = 0.40(1.2-3.1) 21 +023(1.6-24) NS
LDL-C, g/L 1.2 = 0.34 (0.65-2.2) 1.2 = 0.25(0.78-1.5) NS
HDL-C, g/L 0.4 = 0.1(0.2-0.8) 05+ 02(02-08) NS
Glucose metabolism
Plasma glucose, mmol/L 6.1 = 0.69 (5.3-8.2) 6.3 = 0.88 (5.3-8.2) NS
Plasma insulin, pmol/mL 108 + 87.3 (30.0-502) 121 = 113 (41.8-502) NS
HOMA-IR 43 = 37(1.1-20) 5.0 = 4.8 (1.6-20) NS
Plasma markers of endothelial function and inflammation
ICAM-1, ng/mL 46 + 26 (0.81-97) 47 + 23 (77-89) NS
VCAM-1, ng/mL 76.6 + 39.0 (28.0-233) 69.0 = 27.8 (28.0-124) NS
E-Selectin, ng/mL 41 +13(1.9-7.0) 36 +1.1(1.9-59) NS
P-Selectin, ng/mL 39 +1.0(23-6.1) 37 +10(25-57) NS
PAI-1, ng/mL 22 +1.0(0.40-49) 22 *+12(0.76-49) NS
Endothelin-1, pg/mL 29 £ 14(1.4-6.1) 25 £ 1.0(1.5-55) NS
CRP, ng/mL 291 + 5.46 (12.4-2960) 377 + 723 (61.4-2960) NS
Plasma arginine-related amino acids
Arginine, umol/L 77.6 + 18.3 (41.2-136) 63.8 + 9.75 (41.2-76.5) <0.01
Citrulline, pumol/L 32.2 + 6.83 (18.2-49.7) 29.9 + 6.18 (18.2-38.4) NS
Ornithine, umol/L 54.0 + 11.8 (29.3-85.7) 484 + 105 (29.3-65.1) NS
ADMA, pmol/L 0.46 + 0.19 (0.11-0.83) 0.43 = 0.20 (0.11-0.83) NS
Vascular and hemodynamic parameters
FMD, % artery diameter change 52 = 2.0(2.7-96) 48 + 22(2.7-9.6) NS
Basal arterial diameter, mm 45 + 088 (3.2-7.0) 4.4 =092 (3.2-6.8) NS
Maximal arterial diameter, mm 47 +091(34-72) 46 + 0.96 (3.4-7.0) NS
Basal blood flow, mL/min 122 = 78.3 (12.0-304) 100 = 59.0 (17.0-237) NS
Hyperemic blood flow, mL/min 609 = 301 (204-1690) 576 = 258 (204-1070) NS
GTN-ID, % artery diameter change 16.8 = 6.09 (6.27-33.1) 16.9 + 6.05 (9.63-27.7) NS
RHI 2.2 +0.72(0.93-4.6) 24 + 082 (1.2-46) NS
Framingham RHI 052 +0.38(—0.12t0 1.3) 0.61 = 0.40 (—0.10 t0 1.3) NS
Al 87 =19 (—12t0 62) 2.1+ 11 (=12 to 26) NS
Al at 75 bpm 2.6 =19 (—23 to 56) —31*£13(-231018) NS
HR, beats/min 65.1 + 10.7 (47.0-104) 66.6 + 13.6 (47.0-104) NS
DVP-RI 69 = 14 (23-97) 67 = 17 (23-97) NS
DVP-SI 9.2 = 20(6.1-16) 83 = 14(6.1-11) NS
Nutritional and activity parameters
Estimated usual energy intake, kcal/d 1910 = 782 (483-4550) 1870 + 825 (483-4550) NS
Protein, % total energy 17 = 4.4 (10-31) 16 = 3.3 (10-24) <0.05
Lipid, % total energy 35 + 9.5 (9.6-64) 35 = 9.1 (22-64) NS
Carbohydrate, % total energy 48 + 10 (15-70) 49 + 99 (15-64) NS
Total physical activity, MET-min/wk 3370 = 3920 (210-18,400) 3220 = 3180 (210-10,200) NS
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" All values are means * SDs, ranges in parentheses, unless otherwise indicated. NS, P = 0.05. ADMA, asymmetric dimethyl-arginine; Al, augmentation index; Al at 75 bpm, Al
standardized for heart rate of 75 beats/min; CRP, C-reactive protein; DBP, diastolic blood pressure; DVP-RI, digital volume pulse-reflection index; DVP-SI, digital volume pulse-
stiffness index; FMD, flow-mediated dilation; GTN-ID, glyceryl trinitrate-induced dilation; HDL-C, HDL cholesterol; HR, heart rate; HTW, hypertriglyceridemic waist; ICAM-1,
intercellular adhesion molecule-1; LDL-C, LDL cholesterol; Lower-Arg, participants who had a lower plasma arginine value than the median of the total population; MET, metabolic
equivalent of task; PAI-1, plasminogen activator inhibitor-1; RHI, reactive hyperemia index; SBP, systolic blood pressure; TC, total cholesterol; VAN, visceral adiposity index; VCAM-1,
vascular cell adhesion molecule-1.

2 Pvalue is based on a Student’s t test between the total study population and the Lower-Arg group, except for Sex (M), %, which was based on a x? test.
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FIGURE 2 Postprandial plasma TGs (A) and glucose (B) and AUC
values after a high-fat meal in overweight adults with the hyper-
triglyceridemic waist phenotype who received placebo and SR-arginine
treatments, each for 4 wk. Data are means = SEMs, n =33 or 32. NS,
P = 0.05. SR-arginine, sustained-release arginine.

adjusted to a heart rate of 75 beats/min in order to correct for the
independent effect of heart rate on this measurement (41).

The fasting FMD test was supplemented by a test of non-endothelium-
dependent arterial function (GTN-induced dilation, also measured with
high-frequency ultrasound) with 0.30 mg of GTN, a vasodilator admin-
istered in a sublingual spray that acts directly on the relaxation of smooth
muscle. Vascular reactivity was calculated as the ratio between the peak
diameter of the brachial artery measured 2 min after the GTN spray and the
basal diameter. This measurement was used as a control of endothelium-
dependent function.

Digital volume pulse (DVP) signals were also obtained during fasting
and then 2, 4, and 6 h after the meal by finger photoplethysmography
using pulse contour analysis (Pulse Trace device, Micro Medical). The
DVP was analyzed to derive the stiffness index (m/s) as the inverse of the
time between the first and second peaks of the pulse wave multiplied by
the height of the subject and the reflection index (%) as the height of the
second peak divided by that of the first peak (42, 43).

Statistics

Data are reported as means = SEMs. Statistical analyses were
performed with SAS (version 9.3; SAS Institute). Significance was set at
P < 0.05. Data were analyzed using mixed models (PROC MIXED) for
repeated measurements with covariance structure modeling. Posttreat-

ment values were explained by the following fixed factors: time before or
after meal (0 and 4 h postprandial or 0, 2, 4, and 6 h postprandial),
treatment (SR-arginine or placebo), period of treatment (first or second),
treatment by time, and treatment by period (to test for the possible
existence of a carryover) interactions. Fasting values before treatment
were introduced in the model as a covariate, which was the mean value
of the 2 measurements. Treatment and time were considered as repeated
factors on subject. Subject was analyzed as a random effect. Multiple
comparisons between treatments at different postprandial time points
were corrected for multiplicity using the Hochberg-Bonferroni method,
except for comparisons of fasting values, which were preplanned.

Subgroup analysis according to the baseline fasting arginine value

Based on the median plasma arginine concentration at inclusion
in the study (78.2 pmol/L), we separated the population into rela-
tively higher (Higher-Arg, i.e., with values greater than or equal to the
median) and relatively lower (Lower-Arg, i.e., with values lower than the
median) fasting arginine groups. The distribution of plasma argi-
nine concentration at study entry is in Supplemental Figure 1. Differ-
ences in baseline characteristics between the total study population and
the Lower-Arg group were analyzed using Student’s # test, except for the
sex parameter, which was based on a x? test. Otherwise, data were
analyzed using the model described above, with the addition of group,
treatment by group interaction, and treatment by time by group interaction.
Because we obtained significant treatment by group interaction and/or
treatment by time by group interaction, we separately analyzed the
data from the Lower-Arg and Higher-Arg group, as described above.

Results

As shown in Figure 1, we analyzed data from 33 participants
(complete data for 32 and only SR-arginine treatment data for 1).
Compliance with arginine supplementation reached >84% for all
participants during all periods, as determined by the return of capsules.
Until the end of the follow-up, no adverse effects were reported.

Metabolic and nutritional characterization of the participants.
By design, all participants exhibited the HTW phenotype. The
sample was middle-aged, normotensive, and overweight, but other-
wise healthy (Table 1). Their daily intakes of energy and specific
macronutrients were in line with the usual recommended dietary
intakes and Acceptable Macronutrient Distribution Range. Com-
pared with the total HTW population, Lower-Arg HTW participants
had lower baseline plasma arginine concentration (by construction,
P < 0.01) and a lower protein intake (P < 0.05) (Table 1).

Effects of the high-fat meal. TG and glucose concentrations
increased significantly at 2—4 h postmeal (time effect, P < 0.0001),
and the AUCs were similar with both SR-arginine and placebo
(Figure 2). Irrespective of treatment assignment, as expected,
there was a significant decrease (38% * 7%) in FMD (P <
0.0001) (Table 2) after the high-fat meal. We also observed a
significant increase in heart rate at 2 h after the meal (time effect,
P < 0.01) (Table 2). In addition, other vascular measurements
decreased significantly following the meal (fRHI, Al, ATl at
75 beats/min, DVP-reflection index, DVP-stiffness index, and
time effect; P < 0.05) (Table 2). Lastly, there was a significant
increase in the number of leukocytes, platelets, and neutrophils
at 2 h after the meal, and there were increases in the number of
eosinophils, lymphocytes, and monocytes as from 4 h after the
meal (time effect; P < 0.01) (Table 3), whereas PAI-1 concentra-
tion decreased significantly (time effect, P < 0.05) (Table 3).

Effects of 4 wk of SR-arginine on fasting measurements.
As expected, fasting plasma arginine increased by 35% during
SR-arginine treatment (P < 0.0001) and not with placebo (Table 4).
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TABLE 2 Cardiovascular parameters in overweight adults with the HTW phenotype who received placebo and SR-Arg treatments,

each for 4 wk’

Before After supplementation P value?
supplementation Fasting, 0 h Postmeal, 2 h Postmeal, 4 h Postmeal, 6 h Time Treatment  Interaction
RHI NS NS NS
Placebo 2.1 +0.093 20 =013 20 =01 1.9 + 0.080 1.9 + 0.098
SR-Arg 22 +013 2.0 +0.077 2001 1.8 + 0.068 1.9 + 0.088
Mean® 2.1 £ 0078 20 = 0.073 2.0 = 0.080 1.9 + 0.052 1.9 + 0.065
Al <0.0001 NS NS
Placebo 82+ 3.1 11 +£28 32+25 54 24 94 =26
SR-Arg 9.0 =33 90+ 32 24 +25 44 =24 76 +26
Mean 86 =22 98 = 21 28 1.7 49 =17 85+ 18
Al at 75 bpm <0.0001 NS NS
Placebo 1.0 =30 26 +28 —-12+24 —-094 = 25 36 +24 o
SR-Arg 19=+32 1.0 £ 3.0 —-094 =23 —070 = 24 25+23 g
Mean 12+22 18 =21 11 = 16* -082 =17 3017 %
HR, beats/min <0.0001 NS NS 2
Placebo 63 =15 62 =13 68 = 1.4 66 =15 66 = 1.6 2
SR-Arg 63*+19 62 +16 70 =16 67 =17 67 =18 g
Mean 63 £ 12 62 =10 69 = 1.7* 66 = 1.1* 66 = 1.2* g
DVP-RI <0.05 NS NS E
Placebo 7 =21 7 +28 65+ 26 67 = 2.1 70 =22 =4
SR-Arg 71+ 25 7 *22 68 + 24 69 + 15 *16 g
Mean 71 +16 n =17 67 = 1.7% 68 = 1.3 71 +13 8
DVP-SI <0.05 NS NS N
Placebo 92 +0.30 94 + 035 82 + 0.36 9.1 + 049 9.0 + 034 >
SR-Arg 9.8 = 037 95 + 033 9.0 = 0.41 92 + 028 89 +0.29 );E
Mean 95+ 024 94 +024 8.6 + 0.28* 92 + 028 9.0 + 0.22* g
Basal artery diameter, mm <0.05 NS <0.01 g
Placebo 44 +014 44 +0.14 46 + 0.14 "Z'
SR-Arg 45+ 0.15 44 +0.14 44 =014 %.
Mean 45 +0.10 4.4 +0.099 45 + 0.097* 3
Peak artery diameter, mm NS NS <0.05 a
Placebo 47 +0.14 47 = 0.15 47 +0.14 5
SR-Arg 47 +0.15 47 +0.14 46 + 0.14 §
Mean 47 =010 47 +0.10 47 *+ 0.098 S
Basal blood flow, mL/min NS NS NS %
Placebo 117 £132 152 = 16.4 162 = 144 3
SR-Arg 128 + 16.7 147 = 18.1 147 =151 (:5
Mean 123 = 10.6 149 =122 155 + 104 S
Hyperemic blood flow, mL/min NS NS NS g_
Placebo 621 = 52.1 676 + 65.6 717 £519 2
SR-Arg 659 + 56.9 671 + 383 630 = 50.7 o
Mean 640 = 384 674 + 37.4 673 + 36.4 2.
GTN-ID, % artery diameter change NS %
Placebo 170 =1.21 15.7 = 0.889 5
SR-Arg 17.0 = 1.02 16.9 = 1.02 ~
Mean 17.0 = 0.787 16.3 = 0.674 g

" All values are means *= SEMs, n = 33 or 32. *Different from fasting baseline for the mean (treatment-collapsed) values, P < 0.05. NS, P = 0.05. Al, augmentation index; Al at
75 bpm, Al standardized for heart rate of 756 beats/min; DVP-RI, digital volume pulse-reflection index; DVP-SI, digital volume pulse-stiffness index; GTN-ID, glyceryl trinitrate-

induced dilation; HR, heart rate; HTW, hypertriglyceridemic waist; RHI, reactive hyperemia index; SR-Arg, sustained-release arginine.

2 Pvalues are for the main effect of time, treatment, and the time by treatment interaction as analyzed using a mixed model. These P values refer only to the placebo and SR-Arg
data, the mean data being here shown for information. None of the multiple comparisons, corrected for multiplicity with the Hochberg-Bonferroni procedure, were significant.

® Mean refers to the total sample irrespective of treatment.

Fasting plasma ornithine also increased by 31% following
SR-arginine (P < 0.0001) (Table 4). The fasting FMD was signifi-
cantly higher after placebo than after SR-arginine (P < 0.035).
None of the other variables differed in the fasting state after 4 wk
of supplementation with SR-arginine compared with placebo
(Tables 2 and 3; lipid data not shown).
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Effects of SR-arginine on postprandial changes in
vascular function. After the 4-wk supplementation period,
postprandial reductions in FMD after the meal were significantly
lower after SR-arginine than after placebo (time by treatment
interaction, P < 0.0001) (Figure 3A). However, as reported
above, fasting FMD was lower after SR-arginine than after
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TABLE 3 Plasma markers of endothelial function and inflammation in overweight adults with the HTW phenotype who received
placebo and SR-Arg treatments, each for 4 wk’

Before After supplementation P value?
supplementation Fasting, 0 h Postmeal, 2 h Postmeal, 4 h Postmeal, 6 h Time Treatment Interaction
ICAM-1, ng/mL NS NS NS
Placebo 45 + 44 44 + 48 42 = 46 40 + 45 42 + 43
SR-Arg 45 + 48 41 £ 44 42 = 4.4 43 + 43 44 + 46
Mean® 45 + 32 43 + 32 42 =32 42 + 31 43 + 31
VCAM-1, ng/mL <0.01 NS <0.05
Placebo 72 42 66 + 4.3 65 + 44 69 £ 5.0 73 £ 47
SR-Arg 77170 71 =39 63 = 4.2 69 = 4.2 71 =41
Mean 74 + 41 68 =29 64 = 3.0 69 = 3.2 72 =31
E-Selectin, ng/mL NS NS NS
Placebo 39022 37 =02 36 +022 37 +027 38 +022
SR-Arg 41 =024 38 =020 36 +023 37 =021 36 +0.18
Mean 40 £ 0.16 37 +0.14 36 +0.16 37 =017 37 +0.14
P-Selectin, ng/mL NS NS NS
Placebo 38022 35+ 0.15 35+ 0.16 35+ 017 37 =015
SR-Arg 39 +018 37 =015 36 =017 37 +0.15 37 +0.14
Mean 39012 36 = 0.1 36 =012 36 = 0.1 37 =010
ET-1, pg/mL NS NS NS
Placebo 28 =024 29+ 025 28 +024 28 =022 29 +0.26
SR-Arg 30027 30+ 025 31 +028 30 +029 3.1 =026
Mean 29 =018 29 +0.18 29 +0.18 29 +0.18 3.0+ 018
PAI-1, ng/mL <0.0001 NS NS
Placebo 20 =017 1.6 = 0.15 1.1 = 0.097 0.89 + 0.063 0.98 + 0.066
SR-Arg 23019 1.9 =019 1.1 £0.10 0.88 + 0.072 0.94 + 0.093
Mean 21 +013 1.8 =012 1.1 = 0.070* 0.89 + 0.047* 0.96 + 0.057*
CRP, ng/mL <0.05 NS NS
Placebo 252 = 81.8 295 = 103 267 + 78.2 229 + 422 303 =908
SR-Arg 285 + 69.7 268 + 60.1 228 + 62.8 234 =559 280 + 79.8
Mean 269 = 57.2 282 = 59.1 247 + 496 232 + 349 291 + 60.0
Leukocytes, X 10%/L <0.0001 NS NS
Placebo 6.5 = 0.29 6.9 = 0.30 74 + 030 73 +027
SR-Arg 6.6 = 0.30 70 =031 78 =037 77 =037
Mean 6.5+ 021 7.0 + 0.22% 76 = 0.24* 75+ 023*
Platelets, x10%L <0.0001 NS NS
Placebo 234 = 872 241 =901 249 + 9.15 243 = 10.2
SR-Arg 239 = 9.00 248 * 9.05 253 + 10.1 245 + 111
Mean 237 £6.23 244 + 6.35% 251 + 6.79% 244 + 752
Neutrophils, < 10%/L <0.01 NS NS
Placebo 37024 40 + 025 41 + 024 40 = 0.21
SR-Arg 37 +023 42 +0.26 45 + 033 44 + 035
Mean 37 x£017 41 +0.18* 43 + 0.20* 42 = 0.21*
Eosinophils, < 10%/L <0.0001 NS NS
Placebo 0.20 = 0.018 0.19 = 0.018 0.23 = 0.021 0.24 = 0.019
SR-Arg 0.18 = 0.015 0.19 = 0.016 0.24 =0.018 0.24 = 0.019
Mean 0.19 = 0.012 0.19 = 0.012 0.23 = 0.014* 0.24 + 0.013*
Lymphocytes, X 10%/L <0.0001 NS NS
Placebo 2.0 = 0.068 2.1 %= 0.070 2.4 +0.089 25+ 0.084
SR-Arg 2.1 = 0.090 2.2 +0.087 24 +0.10 25+ 012
Mean 2.1 = 0.057 2.1 = 0.056 2.4 + 0.067* 25 = 0.073*
Monocytes, X 10%/L <0.01 NS NS
Placebo 0.41 = 0.023 0.41 = 0.019 0.45 = 0.023 0.44 + 0.024
SR-Arg 0.42 + 0.024 0.40 = 0.021 0.45 = 0.023 0.42 = 0.020
Mean 0.42 = 0.017 0.41 = 0.014 0.45 + 0.016* 0.43 = 0.016

" All values are means + SEMs, n = 33 or 32. *Significantly different from fasting baseline for the mean (treatment-collapsed) values, P < 0.05. NS, P = 0.05. CRP, C-reactive
protein; ET-1, endothelin-1; HTW, hypertriglyceridemic waist; ICAM-1, intercellular adhesion molecule-1; PAI-1, plasminogen activator inhibitor-1; SR-Arg, sustained-release
arginine; VCAM-1, vascular cell adhesion molecule-1.

2 Pvalues are for the main effect of time, treatment, and the time by treatment interaction as analyzed using a mixed model. These P values refer only to the placebo and SR-Arg
data, the mean data being here shown for information. None of the multiple comparisons, corrected for multiplicity with the Hochberg-Bonferroni procedure, were significant.
2 Mean refers to the total samples irrespective of treatment.
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TABLE 4 Fasting plasma parameters of arginine metabolism in
overweight adults with the HTW phenotype who received
placebo and SR-Arg treatments, each for 4 wk'

P value?
Baseline  After treatment Time Treatment Interaction
Arginine, umol/L <0.001 <0.0001 <0.0001
Placebo 829 £319 761 279
SR-Arg 816 + 294 110 = 3.76
Citrulline, pumol/L NS NS NS
Placebo 326 £1.03 309 + 148
SR-Arg 315121 311128
Ornithine, umol/L <001 <0.05 <0.001
Placebo 534 +227 527 *272
SR-Arg 514 +239 673 £325
ADMA, pmol/L <0.05 NS NS
Placebo 052 +0.039 055 + 0.039
SR-Arg 053 +0.032 064 = 0.041

" All values are means * SEMs, n = 33 or 32. NS, P = 0.05. ADMA, asymmetric
dimethyl-arginine; HTW, hypertriglyceridemic waist; SR-Arg, sustained-release
arginine.

2 P values are for the main effect of treatment as analyzed using a mixed model.

placebo. There was no significant difference in FMD between
SR-arginine and placebo 4 h after the meal.

SR-arginine supplementation did not affect fasting and postpran-
dial fRHI values (P = 0.05) (Figure 3B). After the placebo but not
after SR-arginine, basal artery diameter increased after the meal (time
by treatment effect, P < 0.01) (Table 2). Lastly, the postprandial
decrease in VCAM concentrations was slightly more marked after
SR-arginine than placebo (time by treatment interaction, P < 0.05).

Subgroup analysis: lower plasma arginine as a predictor
of the favorable effect of arginine supplementation on
postprandial endothelial function. We found that the base-
line arginine concentration significantly modified the effects of
arginine supplementation. This was shown by significant inter-
actions between the baseline plasma arginine concentration (Lower-
Arg compared with Higher-Arg) and the effect of SR-arginine
supplementation on postprandial changes in FMD (P-interaction <
0.05) (Figure 3) and fRHI (P-interaction < 0.01) (Figure 3).

In participants with higher baseline plasma arginine concen-
tration, all results were statistically similar to those found in the
total population. In contrast, in individuals with lower plasma
arginine concentrations, SR-arginine treatment (compared with
placebo) clearly blunted the postprandial decrease in both
FMD (50% decrease with placebo compared with 29% with
SR-arginine; time by treatment interaction, P < 0.01) (Figure 4A)
and fRHI (49% decrease with placebo and 5% increase with
SR-arginine; time by treatment interaction, P < 0.05) (Figure 4B).
Furthermore, fasting FMD (0 h) did not differ after SR-arginine or
placebo but, 4 h after the meal, the FMD was significantly higher
after SR-arginine than after the placebo (P < 0.05). fRHI at 6 h after
the meal was also significantly higher with SR-arginine than with
placebo (P < 0.05). In the Lower-Arg group, we did not observe any
significant differences in fasting FMD and fRHI (Figure 4).

Discussion

The principal finding of this study is that SR-arginine supple-
mentation blunted postprandial endothelial dysfunction, partic-
ularly in the population with lower baseline plasma arginine
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concentration. In the postprandial state, as anticipated, the high-
fat meal resulted in a substantial relative decrease in FMD
(~38% * 7% at4 h) and fRHI (~23% = 4% at 4-6 h). fRHI is
an alternative RHI that was proposed by the Framingham Heart
Study team and is usually largely correlated to RHI but displays
a more robust relation with CVD risk factors. Unlike fRHI, RHI
did not significantly decrease after the meal, which was indeed
consistent with many previous reports (44, 45). The marked
decrease in FMD was in line with the postprandial increase in
plasma TGs and glucose, and it was associated with an increase
in some markers of systemic inflammation. Numerous previous
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FIGURE 3 Evolution of FMD (A) and fRHI (B), in overweight adults
with the hypertriglyceridemic waist phenotype who received placebo
and SR-arginine treatments, each for 4 wk, in the fasting state (dotted
lines, first bottom axis) and in the postprandial period after a high-fat
meal (solid lines, second bottom axis). Data are means = SEMSs, n =
33 or 32. Significance (mixed model for repeated measures) in the
postprandial period: interaction between the baseline plasma arginine
concentration (lower compared with higher) and the effect of SR-arginine
supplementation on postprandial changes in FMD (P-interaction <
0.05) and fRHI (P-interaction < 0.01). When there was a significant
treatment by time interaction, asterisks indicate differences between
placebo and SR-arginine (tested as a preplanned contrast for time 0
and Hochberg-Bonferroni corrected contrasts for the other time-
points): *Different from placebo, P < 0.05. NS, P=0.05. FMD, flow-
mediated dilation; fRHI, Framingham-reactive hyperemia index; SR-arginine,
sustained-release arginine.
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FIGURE 4 Evolution of FMD (A) and fRHI (B) in overweight adults
with the hypertriglyceridemic waist phenotype and lower baseline
arginine concentrations who received placebo and SR-arginine treat-
ments, each for 4 wk, in the fasting state (dotted lines, first bottom
axis) and in the postprandial period after a high-fat meal (full lines,
second bottom axis). Data are means = SEMs, n = 16. Significance
(mixed model for repeated measures) with fasting data: supplemen-
tation, P < 0.05 on fRHI. When there was a significant treatment by
time interaction, asterisks indicate differences between placebo and
SR-arginine (tested as a preplanned contrast for time 0 and Hochberg-
Bonferroni corrected contrasts for the other timepoints). *Different
from placebo, P < 0.05. NS, P = 0.05. FMD, flow-mediated dilation;
fRHI, Framingham-reactive hyperemia index; SR-arginine, sustained-
release arginine.

studies have shown that a high-fat meal induces acute postpran-
dial inflammation (46-48).

In the sample as a whole, SR-arginine supplementation
attenuated postprandial endothelial dysfunction (time by treat-
ment interaction), although this effect was not corroborated by a
significantly higher FMD value at the end of the postprandial
period. We could not exclude the possibility that such an effect
of SR-arginine on the postprandial decrease in FMD may be
related to the higher fasting FMD values during placebo
treatment. It was indeed unexpected that fasting FMD increased
with the placebo and not with SR-arginine. Furthermore, we
also noted that the basal artery diameter increased during the

postprandial period with the placebo, which may have lowered
the FMD values. Nonetheless, a lower postprandial decrease in
FMD with arginine supplementation was consistent with the few
previous studies in the literature, although they were performed
using different doses and conditions and showed that L-arginine
supplements acutely attenuated the effects of a high-fat meal on
endothelial function in healthy adults (25, 27). Bai et al. (11)
showed that oral L-arginine was effective in improving fasting
endothelial function when the baseline FMD was low. A 38%
decrease in FMD 4 h after the meal was found during our study,
which is comparable to the differences ascribed to the presence
of risk factors in healthy adults or to a difference between
healthy subjects with risk factors and patients with cardiovas-
cular or diabetic disease (11, 49). A postprandial decrease
in FMD, like a low basal FMD, may therefore result from
decreased NO synthesis, which could be reversible with L-arginine
supplementation (11).

A further reason why our results did not demonstrate a
favorable effect of SR-arginine supplementation on fasting
endothelial function could be that the healthy overweight adults
we studied did not display a marked impairment in baseline fasting
endothelial function. However, Boger et al. (12) reported that oral
SR-arginine supplementation improved fasting endothelial func-
tion in healthy adults with risk factors. The discrepancy between
the results of the 2 studies may originate from the different study
populations involved. The Boger study participants were older
than ours, and they were mostly hypercholesterolemic, obese, or
smokers, whereas in our study the participants were selected to
present the HTW phenotype and were overweight but not obese
or smokers.

This is the first study, to our knowledge, to report that the
vascular effect of L-arginine supplementation varies depending on
background arginine status. Indeed, baseline arginine concentra-
tion significantly modified the effects of arginine supplementa-
tion. In contrast with the mitigated results in the total population,
subgroup analysis showed that in participants with lower fasting
plasma arginine concentration, SR-arginine supplementation
clearly alleviated postprandial endothelial dysfunction, as shown
by both endothelial endpoints (FMD and fRHI), and resulted in
significantly higher FMD and fRHI values at the end of the
postprandial period when compared with the placebo. That the
effect of arginine supplementation depends on prevailing arginine
status could only be hypothesized from fragmented data in the
literature. Some studies have shown that increasing arginine
availability can restore cellular NO production and contribute to
regulating the inflammatory process in situations of low plasma
arginine concentrations (in diabetic obese rats or fructose-fed
rats), reflecting impaired arginine metabolism (50, 51). Similarly,
there have been reports of improved NO synthesis after arginine
supplementation in patients with sickle cell disease during a vaso-
occlusive crisis, when baseline plasma arginine concentrations are
low (46 wmol/L) and characteristic of “arginine deficiency” states
in other clinical conditions (52, 53).

Why arginine supplementation exerted beneficial effects on
endothelial function when our healthy overweight adults had
lower baseline arginine concentration remains speculative. One
possible reason may be that in these participants, oral arginine
compensated for a lower basal availability of endogenous arginine
for NO synthesis, and this priming effect would be apparent and
effective in a situation in which the arginine-NO pathway is chal-
lenged, such as during the postprandial phase (15-18). However,
the arginine concentration in the systemic circulation poorly
reflects its utilization, because this compartment is not a direct
precursor of NO (54, 55). There is therefore no simple relation
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between plasma arginine concentration and NO synthesis, in
either the fasting or postprandial phase. Nonetheless, basal
arginine concentrations are considered to be regulated mainly
by arginine degradation (56-58). Baseline concentrations may
therefore reflect the underlying metabolic configuration (i.e., the
balance between de novo synthesis, dietary intake, and degra-
dation). A lower baseline concentration may thus be indicative
of less ability to mobilize endogenous arginine to support NO
synthesis when this is acutely jeopardized.

In conclusion, this study showed that arginine supplementa-
tion, at a dose and in a form mimicking an increase in dietary
intake, alleviates endothelial dysfunction in the postprandial
state when fasting plasma arginine concentrations were lower.
Arginine supplementation did not improve fasting endothelial
function, but, in line with the principle that the beneficial effects
of arginine supplements are most evident when endothelial
function is impaired, it did indeed blunt postprandial endothelial
dysfunction. Furthermore, these results also show that this effect
is dependent on L-arginine status before treatment. The simple
baseline fasting level of arginine may reflect the organization
of arginine metabolism that determines the dynamic changes
that affect the arginine-NO pathway during acute endothelial
dysfunction.
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Supplemental Figure 1. Distribution of plasma arginine concentration at baseline in adults with the
hypertriglyceridemic waist phenotype (n=33). The distribution is presented by a box and whiskers plot showing
the median (middle bar), inter-quartile space (white box), the first and the last decile (end of whiskers), and the
plasma arginine concentration for each subject is presented by scatter plot (©).



ONLINE SUPPORTING MATERIAL

Supplemental Method 1

Non-inclusion criteria of the study population

The non-inclusion criteria included obesity (BMI >30); cardiac or vascular disease;
diabetes; thyroid disease; systolic blood pressure >150 mmHg or diastolic blood pressure >90
mmHg; tobacco consumption >6 cigarettes per week; alcohol consumption >2 drinks per day;
any medications (except contraceptive treatment) or intake of dietary supplements that could
not be discontinued more than one week before the first visit and then for the entire duration
of the study; persons under guardianship; positive for hepatitis B virus, hepatitis C virus and
HIV; hemoglobin <14 g/dL for men or <12 g/dL for women; participation in a clinical trial
during the 6 months prior to the study; pregnant (positive beta-hCG blood test) and lactating
women, and in women, a menstrual cycle with a duration differing from 28 (+ 1) days (with
or without contraceptive treatment); subjects with allergies to ingredients in the final product
or in the high-fat meal; subjects with contraindications to arginine intake, namely those with
asthma, prone to herpes or suffering from liver cirrhosis or renal failure; and finally,
hypotensive patients in whom the use of glyceryl trinitrate (GTN) is contraindicated.

Recruitment of participants

The subjects were recruited between October 2013 and January 2014, by the Human Research
Center at Avicenne Hospital (CRNH lle-de-France Human Research Center) using the
methods usually employed, i.e. posters, word-of-mouth, mailing list or electronic posting on
internet social networks. Those interested were then interviewed in order to present all the
details of the study, after which they were asked a series of medical and lifestyle questions.
Eighty-seven people met the study criteria and were scheduled for clinical screening by the
Human Research Center. After obtaining their written informed consent, a screening blood
sample was drawn. Body weight, height and WC were measured, and the BMI calculated.
Among the 87 persons who were assessed, 28 did not meet the inclusion criteria (particularly
regarding elevated fasting TGs), 16 refused to participate in the study, 6 were lost from sight
and one volunteer was allergic to milk. Finally, 36 subjects confirmed their willingness to
participate and were found to be eligible to participate in the study. The study was approved
by the Institutional Review Board of Saint-Germain-en-Laye Hospital, authorized by the
French Ministry for Health and carried out between February 2014 and May 2014.

Randomization scheme

At enrollment, the participants were assigned to a pre-determined randomized
sequence number. Each sequence specified an order of administration of SR-arginine and
Placebo. The randomization scheme consisted of successive blocks so that each block
contains four assignments of sequences in random order, the randomization scheme thus
being balanced at the completion of each block. The randomization list was produced by the
Clinical Department at Pierre Fabre Médicament (Toulouse, France) using internally certified
software. Using another test list, a Pierre Fabre statistician checked that the randomization
scheme parameters were properly specified in the software and finally approved the
randomization method. The definitive randomization list was then issued.



DISCUSSION GENERALE

Notre travail, par I’intermédiaire de deux études cliniques, a mis en évidence, d’une
part, que I’arginine orale sous une forme a libération prolongée (LP), mimant la mise a
disposition naturelle de 1’arginine alimentaire, est davantage utilisée pour la synthése de NO
que I’arginine sous une forme a libération immédiate (LI), et davantage chez les sujets sains
présentant des facteurs de risque cardiométabolique; et d’autre part, qu’une supplémentation
de type nutritionnel en arginine (faible dose et forme lente) améliore la fonction endothéliale
postprandiale chez des sujets sains présentant des facteurs de risque cardiométabolique mais
que cet effet n’est patent que chez les sujets présentant une argininémie basale relativement

plus faible.

Intérét d’une supplémentation nutritionnelle en arginine

Une des découvertes majeures de notre travail a été de mettre en évidence I’intérét
d’une supplémentation en arginine de type nutritionnel, c-a-d. a faible dose et lentement mise
a disposition, pour I’amélioration de la santé vasculaire. En effet, avec notre premiére étude
nous avons montré que l'utilisation de I'arginine orale, pour la synthése de NO, est plus élevée
lorsque l'arginine orale est absorbée et mise a disposition lentement. Ces résultats sont
confirmés par une augmentation des concentrations en citrulline plasmatique, provenant
directement de I'arginine orale marquée, aprés la consommation de 1’arginine-LP par rapport a
I’arginine-LI (Annexe 1, Figure 1). Les données pharmacocinétiques que nous avons
recueillies au cours de notre premiére étude clinique ont montré que, pour les formes LI et LP
d'arginine, environ la moitié de I'arginine orale était hydrolysée en urée, et que ce phénomeéne
avait lieu de fagon précoce lors de I’extraction de premier passage au niveau splanchnique. La
fraction de l'arginine orale qui était convertie en urée était d'environ 60% avec la forme LI, ce
qui est cohérent avec des résultats antérieurs obtenus par notre équipe, qui ont montré que
quelle que soit la quantité ingérée d'arginine alimentaire, 60 % étaient convertis en urée (196).
Malgré cette extraction trés importante, I’arginine orale que nous avons administrée a nos
volontaires, a majoritairement contribué a lI'augmentation de I'arginine plasmatique sur 24 h.
Ainsi nous avons montré qu'une supplémentation en arginine, qui consiste -
approximativement - a doubler I’apport moyen en arginine chez I’Homme adulte, a entrainé
une augmentation importante des concentrations totales d'arginine plasmatique. Les données

pharmacocinétiques ont également mis en avant que la cinétique de Il'arginine orale dans le
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plasma, tracée avec I’arginine °N, différait nettement entre les formes LI et LP. Comme
attendu, la forme LP est apparue plus tardivement dans le plasma, avec une mise a disposition
couvrant environ 8 h, ce qui était cohérent avec une libération mimant celle de I'arginine
contenue dans les protéines alimentaires (290). Les profils cinétiques de I'arginine
plasmatique totale étaient également nettement différents entre les formes LI et LP, avec un
profil beaucoup plus étalé pour la forme LP. Cependant, nous avons également constaté que
I’arginine plasmatique circulante était globalement similaire quelle que soit la forme utilisee,
alors que la concentration en arginine orale retrouvée dans la circulation systémique était
inférieure apres la consommation de la forme LP, comparativement a la forme LI. Une telle
absence de différence dans les concentrations d'arginine plasmatique circulante, apres
supplémentation, peut provenir de différences dans les taux d'apparition et/ou d’élimination
de Il'arginine plasmatique. En plus de l'arginine orale dans sa forme intacte (marquée au *°N
ici), il y a d'autres contributeurs a l'arginine plasmatique pendant la période postprandiale, y
compris l'arginine orale recyclée (c.-a-d. I’arginine orale qui a perdu son groupe guanidium
d'origine), ainsi que l'arginine provenant des protéines alimentaires, l'arginine synthétisée a
partir d'autres acides aminés alimentaires, et, enfin, l'arginine synthétisée de maniére
endogene; et les voies d’utilisation de I’arginine plasmatique comprennent son hydrolyse et la
synthése des protéines, de la créatine, de I’agmatine et du NO. La biodisponibilité en arginine
plasmatique est principalement régulée par sa dégradation (231, 253, 355) et parallélement,
les cinétiques de I’ornithine plasmatique presentaient des profils similaires avec ceux de
I'arginine plasmatique. Ceci peut facilement étre expliqué par la principale voie d'utilisation
de l'arginine orale qui est I’hydrolyse par la voie arginase (avec la formation d'ornithine), et
qui est connue pour avoir lieu principalement lors de I’extraction de premier passage de
I’arginine (196). De ce fait, I'arginine plasmatique peut également provenir du recyclage de
I'ornithine issue de cette hydrolyse de premier passage (196, 292, 368), ce qui pourrait avoir
contribué a lisser la cinetique de I'arginine plasmatique sur 24 h. Le fait qu’une moins grande
concentration de la forme LP soit retrouvée dans la circulation systémique par rapport a la
forme LI indique que la conversion plus élevée de NO avec la forme LP ne peut pas étre
attribuée a une différence au niveau des concentrations circulantes en arginine, mais plutét a
un effet spécifique du profil cinétique de mise a disposition de 1’arginine avec la forme LP. Il
existe différentes explications pour cet effet specifique de I'arginine LP. Une hypothése qui
cadrerait avec la compartimentation importante, complexe et bien connue du métabolisme de
I'arginine (196), serait que l'arginine mise a disposition lentement pourrait étre plus efficace
pour atteindre les compartiments éloignés ou la NO synthase opere. Une telle hypothése est
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également soutenue par notre constatation d'une différence retardée sur I'excrétion des nitrates
marqués avec la forme LP par rapport & la forme LI. Une cinétique lente pourrait également
limiter l'activation de I’¢limination métabolique de l'arginine, favorisant ainsi d'autres voies
d'utilisation, y compris la synthése de NO (22, 24, 25, 98, 196). En effet, une étude a montre,
gue comparativement a une alimentation continue, un repas sous forme de bolus induisait un
influx plus brusque d'absorption, connu pour stimuler I'extraction splanchnique des acides
aminés azotés alimentaires a travers leur orientation préférentielle vers les voies d'élimination
oxydantes (366). Dans ce sens, nous avons pu observer que 1’arginine-LP était un peu moins
dirigée (environ 10%) vers la voie de synthése de I'urée (Annexe 1, Figure 2), et donc qu’une
moindre competition de la voie NO synthase avec la voie arginase pourrait expliquer, en
partie, l'utilisation plus élevée de la forme lente par rapport a la forme libre d’arginine pour la
synthese de NO. Ainsi, notre premiére étude a mis en évidence qu’une supplémentation avec
de I’arginine lentement mise a disposition semble particuliérement efficace pour augmenter la
synthese de NO, notamment dans des conditions ou cette synthése est altérée. Cette
augmentation de la syntheése de NO avec I’arginine-LP, s’est traduite physiologiquement par
une amélioration de la fonction endothéliale en période postprandiale, période impliquant une

altération transitoire de la synthése de NO, au cours de notre deuxieme étude.

Bénéfice de la supplémentation nutritionnelle en arginine, particulierement dans

un contexte ou la synthése de NO est amoindrie

Comme nous I’avons vu précédemment, bien que les concentrations d'arginine ne
soient pas limitantes au regard du Km de la NO synthase pour l'arginine, il a été montré
qu’une diminution en arginine circulante ou des supplémentations orales en arginine
modulaient les fonctions physiologiques liées au NO (3, 13, 24, 25, 96, 285, 303, 306-308).
Chez les sujets présentant des facteurs de risque cardiométabolique, une réduction de la
synthese totale de NO est observée (4, 9, 17, 364) et au cours de notre premiere étude
clinique, nous avons montré une plus grande utilisation de l'arginine orale pour la synthése de
NO chez les sujets sains présentant des facteurs de risque cardiométabolique. Ainsi, nous
avons supposé que dans un contexte de risque cardiométabolique, la synthése de NO est plus
faible mais aussi plus sensible a un apport exogene d'arginine. Cette hypothese expliquerait
aussi pourquoi les resultats positifs concernant les bénéfices d’une supplémentation en
arginine ont surtout été démontrés chez des patients qui présentent une maladie
cardiovasculaire ou des facteurs de risque cardiovasculaire. Cette régulation a la hausse de

I'utilisation de I'arginine exogeéne soutient 1'idée qu’une diminution de la synthese de NO, dans
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un contexte de risque cardiovasculaire, résulte de 1’activation d’une voie compétitive (par
exemple, la voie arginase), ou d’une inhibition compétitive (avec un inhibiteur endogene tel
que ’ADMA), qui peuvent étre surmontées en augmentant 1’apport en arginine. En revanche,
chez les sujets sains, la synthése de NO résulterait d’une régulation tres fine, qui serait donc
peu sensible aux variations de la consommation standard en arginine alimentaire a laquelle ils
sont naturellement confrontés (11, 40). Dans notre premiére étude, nous ne pouvons pas
attribuer la différence d'utilisation de l'arginine entre les sujets sains et les sujets a risque, a
une différence de biodisponibilité en arginine plasmatique, qui se traduit par I’argininémie
basale ou les ratios prenant en compte les produits du métabolisme de 1’arginine, notamment
le GABR. En effet, I’argininémie basale et la biodisponibilité¢ globale en arginine ne
différaient pas entre les sujets sains a risque et les sujets sains témoins, comme cela a pu étre
rapporté dans d'autres conditions (par exemple (308)). Cependant il faut noter que le GABR
ne tient pas compte de la compartimentation du métabolisme de 1’arginine, et ainsi nous ne
pouvons pas exclure un effet dd & une variation de la biodisponibilité en arginine entre les
sujets sains témoins et les sujets sains a risque (306). Parallelement, de nombreux mécanismes
pour une inhibition compétitive de la synthese de NO ont été proposés, y compris des
modifications de la compartimentation du métabolisme de I'arginine, une compétition avec
I'activité de l'arginase ou une augmentation des inhibiteurs compétitifs directs de la NO
synthase comme I’ADMA (54, 191, 208, 294, 296-298). Dans notre premiere étude, 'ADMA
ne semble pas impliquée car les concentrations d'’ADMA plasmatiques ne différaient pas entre
les sujets sains témoins et les sujets sains présentant des facteurs de risque cardiométabolique.
Cependant, parce que la compartimentation intracellulaire de 'ADMA et de l'arginine est
extrémement complexe, un r6le de 'ADMA dans l'inhibition compétitive de la synthése de
NO chez nos sujets sains présentant des facteurs risque ne peut pas étre completement écarté.
Enfin, nos données ne semblent pas indiquer une plus forte hydrolyse de I’arginine chez les
sujets sains présentant des facteurs de risque cardiométabolique (Annexe 1, Figure 2). Ainsi,
d’aprés les données obtenues lors de cette premiére étude, il est impossible de déterminer le
mécanisme impliqué pour expliquer la meilleure utilisation de I1’arginine orale pour la
synthese de NO chez les sujets sains présentant des facteurs de risque cardiométabolique.
Dans notre deuxieme étude, notre principale découverte est que la supplémentation en
arginine-LP atténue la dysfonction endothéliale postprandiale quand les sujets présentent une
argininémie basale relativement plus faible. Dans I'échantillon complet de notre deuxiéme
étude, la supplémentation en arginine-LP a atténué la dysfonction endothéliale postprandiale,
mais cet effet n'a pas été confirmé par une valeur significativement plus élevée de la FMD a la
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fin de la période postprandiale. Nous ne pouvons donc pas exclure la possibilité qu'un tel effet
de I’arginine-LP sur la diminution postprandiale de la FMD puisse étre lié a la valeur plus
élevée de la FMD a jeun avec le placebo. Le fait que la FMD ait augmenté avec le placebo et
non avec ’arginine-LP était cependant inattendu. Néanmoins, 1’atténuation de la diminution
postprandiale de la FMD avec la supplémentation en arginine est compatible avec des
résultats antérieurs retrouvés dans la littérature, méme si les études de supplémentation ont été
effectuées avec différentes doses d’arginine et dans différentes conditions (principalement
chez des sujets sains). Ces études ont montré qu’une supplémentation aigué en arginine
atténuait les effets d’un repas hyperlipidique sur la fonction endothéliale de sujets sains (179,
263). Bai et al., eux, ont montré que 1’arginine orale améliorait la fonction endothéliale & jeun
lorsque la FMD basale était faible (30). Une diminution d’environ 38% de la FMD, 4 h apres
le repas de charge, a été constatée au cours de notre deuxiéme étude, ce qui est comparable
aux différences de FMD attribuées a la présence de facteurs de risque chez les sujets sains, ou
a une différence entre les sujets sains présentant des facteurs de risque et les patients avec une
maladie cardiovasculaire ou un diabete de type 2 (30, 387). Une diminution de la FMD en
postprandial, tout comme une faible FMD basale, pourrait donc résulter d’une diminution de
la synthése de NO, qui pourrait étre réversible avec une supplémentation en L-arginine (30).
Ainsi, une explication de nos résultats qui justifierait I’absence d’effets de la supplémentation
en arginine-LP sur la fonction endothéliale a jeun pourrait étre que nos sujets sains, malgreé la
présence de facteurs de risque cardiométabolique, ne présentaient pas d’altération de leur
fonction endothéliale a 1’état basal. Pourtant, Boger et al. ont rapporté qu’une
supplémentation en arginine orale a libération prolongée améliorait la fonction endothéliale a
jeun chez des sujets sains avec des facteurs de risque cardiovasculaire (245). La différence
entre nos résultats et les résultats de Boger et coll. peut s’expliquer par la différence des
populations étudiées. Les sujets dans I'étude de Boger étaient plus agés que les nétres, et ils
étaient pour la plupart hypercholestérolémiques, obéses ou fumeurs, tandis que nos sujets ont
été choisis pour présenter un tour de taille hypertriglycéridémique et un surpoids, mais il ne
s’agissait pas d’obeses, ni de fumeurs. Ainsi, dans 1I’étude de Boger et coll., les sujets
présentent des facteurs de risque cardiovasculaire majeurs dont 1’hypercholestérolémie. Or,
comme nous avons vu au cours de I’introduction bibliographique, de nombreuses études de
supplémentation en arginine orale ont rapporté une amélioration de la fonction endothéliale
chez des sujets atteints d'hypercholestérolémie, qui est connue pour étre associée a des
concentrations élevées en ADMA (233). Récemment, il est devenu plutdt évident que les

niveaux endogénes d’ADMA peuvent déterminer la réponse d'un sujet & une supplémentation
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en arginine (245). Ainsi, une autre explication de notre absence d’effets de la supplémentation
en arginine-LP sur la fonction endothéliale & jeun pourrait étre que nos sujets sains ne
présentaient pas de niveaux élevés en ADMA.

En revanche, cette étude est la premiere a montrer que l'effet vasculaire de la
supplémentation en L-arginine dépend du statut sous-jacent en arginine, contrairement aux
résultats obtenus lors de la premiere étude. Ainsi, alors que des résultats mitigés ont été
observés au sein de I’ensemble de nos sujets sains présentant des facteurs de risque, les
résultats étaient tres nets chez les sujets ayant une argininémie basale relativement plus
faible : chez ces sujets, la supplémentation en arginine-LP atténuait clairement la dysfonction
endothéliale postprandiale, avec des valeurs de FMD et de fRHI significativement plus
élevées en fin de période postprandiale, comparativement au placebo. L hypothése que I'effet
de la supplémentation en arginine dépende du statut d’argininémie basale ne peut étre émise
qu’a partir de données parcellaires de la littérature. Certaines études ont montré que
I'augmentation de la biodisponibilité en arginine pourrait rétablir la synthése de NO cellulaire
et ainsi contribuer a la régulation du processus inflammatoire en situation de faible
argininémie (chez des rats obéses diabétiques ou chez des rats nourris au fructose), qui
refléterait un métabolisme de I'arginine altéré (388, 389). De méme, une étude a rapporté une
amélioration de la synthese de NO apres une supplémentation en arginine chez des patients
atteints de la drépanocytose, en période de crise vaso-occlusive, ou 1’argininémie basale est
faible (46 umol/L), et qui caractérise une « déficience » en arginine dans d'autres conditions
cliniques (308, 390). La raison pour laquelle la supplémentation en arginine a des effets
bénéfiques sur la fonction endothéliale lorsque les sujets sains ont une faible argininémie
basale reste spéculative. Une raison possible pourrait étre que chez ces sujets, l'arginine orale
compenserait la plus faible biodisponibilité basale de 1’arginine endogene pour la synthése de
NO, et cet effet primordial serait apparent et efficace lors d’une situation ou la voie arginine-
NO est « challengée », comme lors de la phase postprandiale (300-302, 376). Toutefois, la
concentration en arginine dans la circulation systémique reflete mal son utilisation, parce que
ce compartiment n’est pas un précurseur direct pour la synthése de NO (88, 196). Il n’existe
donc pas de relation simple entre la concentration d'arginine plasmatique et la synthése de
NO, que ce soit lors de la phase postprandiale ou a jeun. Néanmoins, les concentrations
d'arginine basales seraient principalement régulées par la dégradation de l'arginine (183, 212,
391). Ainsi, les concentrations basales en arginine pourraient refléter la configuration
métabolique sous-jacente du métabolisme de 1’arginine (c-a-d. I'équilibre entre la synthese de

novo, I'apport alimentaire et la dégradation de 1’arginine) et ainsi la capacité de mobilisation
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de l'arginine pour soutenir la synthése de NO, dans une situation dynamique ou celle-ci est
compromise. Etant donné que nous avons étudié la méme population cible au cours de nos
deux études et au vu des résultats obtenus avec la deuxieme étude clinique, nous pouvons
imaginer que le mécanisme a 1’origine de la différence d'utilisation de I'arginine pour la
synthese de NO entre les sujets sains et les sujets a risque de notre premiére étude, pourrait
étre d0 @ une moindre capacité d’orientation de 1’arginine vers la synthése de NO. Ainsi, les
résultats combinés de nos deux études semblent indiquer qu’une supplémentation
nutritionnelle en arginine est particulierement efficace lorsque la synthese de NO est
amoindrie, que ce soit une diminution aigué ou chronique, mais aussi que la
« biodisponibilité » basale en arginine pourrait étre un bon marqueur de la moindre capacité
du métabolisme a orienter 1’arginine endogéne vers la synthese de NO, et qu’elle permettrait
d’identifier les individus susceptibles de répondre favorablement a une supplémentation en

arginine.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

En conclusion, dans un premier temps, nous avons montré que I’arginine orale,
particulierement sous une forme a libération prolongée, est utilisée plus efficacement pour la
synthése de NO quand les sujets sains présentent des facteurs de risque cardiométabolique. Ce
résultat nous semble particulierement intéressant dans une perspective de recherche clinique
et d’études plus mécanistiques pour étudier dans quelle mesure et par quel mécanisme
I’arginine alimentaire, lentement mise a disposition, améliore la synthése de NO, et ainsi la
fonction endothéliale, chez des sujets présentant des facteurs de risque cardiovasculaire ou des
maladies cardiovasculaires. Nos résultats soutiennent également I'idée que la diminution de la
synthese de NO lors d’un syndrome métabolique résulterait d’une inhibition compétitive.
Ainsi dans un tel contexte, un apport plus élevé en substrat pourrait alimenter la voie de
synthese du NO. Enfin, nous avons montré que la cinétique de mise a disposition de I'arginine
est un facteur déterminant pour son orientation vers la synthése de NO chez les sujets a risque
cardiomeétabolique, avec une orientation plus importante vers la synthése de NO lorsque
l'arginine est absorbée lentement, comme cela arrive naturellement avec l'arginine de
I’alimentation courante. Ce résultat original, en lien avec les preuves de plus en plus évidentes
que le contenu en arginine des protéines alimentaires peut expliquer leurs effets bénéfiques
sur la fonction endothéliale, met en évidence I’importance de réaliser d’autres études
soigneusement contrdlées avec de faibles doses d’arginine lentement mise a disposition.

Dans un deuxiéme temps, nous avons montré qu’une supplémentation nutritionnelle
en arginine (dose faible et forme lente) atténue la dysfonction endothéliale postprandiale
lorsque I’argininémie basale est relativement faible. La supplémentation en arginine-LP n'a
pas amélioré la fonction endothéliale a jeun, mais confirmant en cela le principe que les
supplémentations en arginine sont bénéfiques lorsque la fonction vasculaire est altérée, la
supplémentation avec I’arginine-LP a en fait atténué la dysfonction endothéliale
postprandiale. En outre, nos résultats montrent également que cet effet dépend de
I’argininémie basale avant 1’administration du traitement, et plus précisément que la
supplémentation en arginine-LP atténue la dysfonction endothéliale postprandiale lorsque les
concentrations en arginine circulante sont relativement plus faibles. De maniére simple,
I’argininémie basale pourrait refléter I'organisation sous-jacente complexe du métabolisme de

I'arginine, qui déterminerait la biodisponibilité en arginine pour la synthese de NO dans une
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situation de dysfonction endothéliale aigué, c-a-d. ou la fonction endothéliale est

transitoirement altérée.

Pris ensemble, les resultats de ce travail suggeérent qu'il existe des sous-groupes
d’individus dont la fonction vasculaire est améliorée par une supplémentation nutritionnelle
en arginine, et que tous les sujets ne profiteraient pas d’une telle intervention nutritionnelle.
Nos résultats rejoignent I’essentiel du corpus scientifique qui montre que les effets bénéfiques
d’une supplémentation en arginine sont principalement obtenus en situation de risque ou de
maladie. Des marqueurs d’état métabolique sont nécessaires pour permettre l'identification
prospective des individus qui auraient une probabilité plus importante de répondre
favorablement & une supplémentation en arginine. Il semblerait, dans notre cas, que la
présence de facteurs de risque cardiométabolique ou une argininémie basale relativement plus
faible, caractérisent les sujets susceptibles de bien répondre a une supplémentation
nutritionnelle en arginine. Cette hypothése reste a confirmer par d’autres études dans
différentes conditions d’altération de la fonction endothéliale. Les résultats que nous avons
obtenus avec la forme lente d’arginine, et qui cadrent avec la compartimentation du
métabolisme de l'arginine (196), sont que I'arginine mise a disposition lentement pourrait étre
plus efficace pour atteindre les compartiments €loignés ou la NO synthase opére. En outre,
une cinétique lente semble limiter l'activation de 1’élimination métabolique de l'arginine,
favorisant ainsi d'autres voies d'utilisation, y compris la synthese de NO (22, 24, 25, 98, 196).
Enfin, I’utilisation plus élevée de I'arginine orale, que nous avons observée chez les sujets
sains présentant des facteurs de risque, soutient 1'idée qu’une diminution de la synthése de NO
résulte de D’activation d’une voie compétitive, la voie arginase, ou d’une inhibition
compétitive, qui peuvent étre surmontées en augmentant 1’apport en arginine. Ainsi, il
pourrait donc étre intéressant de tester I’effet d’une supplémentation en arginine-LP, chez des
sujets avec des concentrations élevées en ADMA, qui seraient susceptibles de répondre
favorablement a une supplémentation nutritionnelle en arginine. Une étude de Boger et al.
réalisée avec de I’arginine-LP semble aller dans ce sens-la (245). Mais au vu de notre
deuxieme étude, et avec les quelques nouveaux éléments que 1’on trouve dans la littérature, il
serait également intéressant d’étudier les effets d’une supplémentation nutritionnelle chez des
sujets presentant des concentrations relativement faibles en arginine circulante, qui
refleteraient chez eux une capacité moindre de leur métabolisme & orienter I’arginine vers la
synthése de NO. Ce type d’étude, couplé a d’autres études avec un éventail plus large de

conditions, permettrait également de déterminer la valeur pronostique des niveaux
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d’argininémie basale ou bien du GABR, comme biomarqueurs de la réponse des individus

aux supplémentations en arginine.

Enfin, de facon trés intéressante, notre travail a mis en évidence que 1’arginine, a dose
et a forme nutritionnelles, semble plut6t étre favorable pour la fonction vasculaire dans un
contexte de stress métabolique et physiologique, ou la fonction endothéliale est
transitoirement altérée. La dérégulation métabolique observée au cours de la phase
postprandiale semble en effet plus propice a la manifestation d’un effet bénéfique de
I’arginine sur la fonction endothéliale vasculaire. Nous avons vu que la dysfonction
endothéliale postprandiale se caractérise notamment par des phénomeénes délétéres de stress
oxydant (170, 171), et de maniere plus générale que le stress oxydant joue un réle dans la
physiopathologie du syndrome métabolique (126). L’utilisation d’autres marqueurs de la
dysfonction endothéliale, comme la production de ROS, serait nécessaire pour mieux
appréhender I’impact de D’arginine-LP sur la fonction endothéliale vasculaire et les
mécanismes sous-jacents. Enfin, une importante littérature met en avant I’impact des acides
aminés soufrés sur la fonction endothéliale. Des travaux ont notamment montré que
I’altération de ’homéostasie du glutathion était associée a une dysfonction endothéliale chez
le sujet sain, et ont fait émerger I’intérét de la cystéine, précurseur naturel du glutathion,
comme possible modulateur de la fonction endothéliale (392). Au cours de ces dernieres
années, une étude réalisée au sein de notre équipe avait montré qu’une supplémentation, chez
le rat, en protéines de colza riches en arginine et en cystéine, ou une supplémentation en
arginine + cystéine, restaurait la fonction endothéliale postprandiale ou atténuait
significativement la dysfonction endothéliale postprandiale, respectivement (171). Ces effets
étaient notamment associés a une diminution du stress oxydant (171). Ainsi, de maniére
générale, il serait intéressant de tester I’effet d’une supplémentation nutritionnelle combinée
en arginine et en antioxydants sur la fonction endothéliale et de voir si cette combinaison
pourrait avoir des effets synergiques en agissant sur différents parameétres de la dysfonction
endothéliale. A titre d’exemple, il pourrait étre intéressant de combiner 1’arginine-LP avec de
la cystéine, et d’évaluer leurs effets sur la fonction endothéliale, a jeun et en postprandial,

chez des sujets sains présentant des facteurs de risque cardiométabolique.

En conclusion, ces résultats de modulation de la synthése de NO et de la fonction
endothéliale postprandiale par une supplémentation nutritionnelle en arginine, dans un

contexte ou le métabolisme ne serait pas en mesure d’orienter 1’arginine endogeéne vers la
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synthese de NO lorsque celle-ci est altérée, recéle un intérét en termes de nutrition préventive.
Ainsi, il convient d’envisager 1’arginine a dose alimentaire et sous une forme lentement mise
a disposition comme une Véritable stratégie nutritionnelle de prévention de désordres

métaboliques associés a un risque cardiovasculaire et diabétique éleve.
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syndrome métabolique : metabolisme de I'arginine alimentaire et impact sur la fonction endotheliale

Mots clés : monoxyde d’azote, métabolisme de I’arginine, supplémentation en arginine, isotopes stables, syndrome
métabolique, fonction endothéliale, période postprandiale.

Résumé : La dysfonction endothéliale vasculaire, processus majeur initiant I’athérosclérose, est étroitement liée a
I’altération de la synthese et/ou biodisponibilité du monoxyde d’azote (NO), dont I’arginine est le précurseur. Elle
apparait aussi des la phase postprandiale aprés un repas gras et sucré. Chez des sujets avec des facteurs de risque
cardiométabolique, une supplémentation orale en arginine a un effet bénéfique sur des fonctions associées au NO.
Aucune donnée ne permet cependant de lier la mise a disposition de I’arginine et la synthése de NO, en situation
normale ou de risque cardiométabolique. De plus, peu d’études ont étudié I’effet d’une supplémentation en arginine,
dans un contexte nutritionnel (faible dose et libération lente) chez des sujets avec des facteurs de risque
cardiométabolique. Ce travail vise donc a évaluer I’effet d’une supplémentation nutritionnelle en arginine, sur le
métabolisme de I’arginine et la fonction endothéliale (FE), chez des sujets sains présentant des facteurs de risque
cardiométabolique. Dans une premiere étude clinique, nous avons ainsi comparé la biodisponibilité de I’arginine
ingérée et son utilisation pour la synthése de NO, selon la présence de facteurs de risque cardiométabolique, et selon
qu’elle était consommée sous une forme a libération immédiate (LI) ou sous une forme a libération prolongée (LP),
mimant la mise & disposition naturelle de I’arginine alimentaire. Puis, dans une deuxiéme étude clinique, nous avons
étudié I’effet de la supplémentation en arginine LP sur la FE a jeun et sur son altération postprandiale, chez des sujets
sains présentant des facteurs de risque cardiométabolique; et si cet effet pourrait varier selon leur argininémie basale.
Ce travail de thése a ainsi mis en évidence une utilisation de I’arginine ingérée plus élevée pour la synthese de NO
chez les sujets avec des facteurs de risque cardiométabolique, et plus élevée avec la forme LP qu’avec la forme LI, en
particulier chez ces sujets a risque. La deuxieme étude, quant a elle, a révélé que les effets de la supplémentation en
arginine-LP variaient selon I’argininémie basale des sujets présentant des facteurs de risque cardiométabolique. Chez
les sujets avec une argininémie basale relativement plus faible, I’arginine-LP a atténué la diminution postprandiale de
la FE et a conduit a une FE significativement meilleure a la fin de la période postprandiale.

Title : Nutritional arginine supplementation in healthy subjects with risk factors associated with metabolic syndrome:
dietary arginine metabolism and impact on endothelial function

Keywords : nitric oxide, arginine metabolism, arginine supplementation, stable isotopes, metabolic syndrome,
endothelial function, postprandial period.

Abstract : Vascular endothelial dysfunction, the hallmark of early atherosclerosis, results from an impairment of the
synthesis and/or bioavailability of nitric oxide (NO), the precursor of which is arginine. Endothelial dysfunction is
also known to be induced transiently by a high-fat meal. In subject with cardiometabolic risk factors, oral arginine
supplementation has a beneficial effect on NO-related physiological functions. However, no data relates the
availability of arginine to the synthesis of NO in normal or cardiometabolic risk condition. In addition, few studies
only have investigated the effect of arginine supplementation in a nutritional context (low dose and slow release) in
subjects with cardiometabolic risk factors. This work aims to evaluate the effect of a nutritional arginine
supplementation, on the arginine metabolism and endothelial function in healthy subjects with cardiometabolic risk
factors. In a first clinical study, we have compared the bioavailability of oral arginine and its utilization for NO
synthesis, as a function of the presence of cardiometabolic risk factors, and as a function of the form of release
(immediate release, IR, as free arginine, or sustained release, SR, which mimics the slow release of dietary arginine).
Then, in a second clinical study, we studied the effect of SR-arginine supplementation on fasting endothelial function
and its postprandial alteration in healthy subjects with cardiometabolic factors. A further aim was to investigate
whether this effect may vary according to the baseline arginine status of subjects. This thesis work has demonstrated
a higher utilization of oral arginine for NO synthesis in subjects with cardiometabolic risk factors, and a higher
utilization with the SR form, particularly in these subjects at risk. As to the second study, it showed that the SR-
arginine supplementation effects largely varied with baseline fasting arginine concentration of subjects with
cardiometabolic risk factors. In subjects with a relatively lower baseline arginine concentration, SR-arginine
attenuated the decrease in postprandial endothelial function and led to a significantly higher endothelial function at
the end of the postprandial period.
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