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Résumé

La méthylation de  ADN est I'une des modifications épigénétiques au niveau des ilots CpG.
Cette modification épigénétique catalysée par les ADN méthyltransférases (DNMTs) consiste
en la méthylation du carbone 5' d’une cytosine ce qui aboutit a la formation de 5-
méthylcytosine. La méthylation de TADN est clairement impliquée dans l'inactivation des
génes et dans l'empreinte génétique. Elle est modulée par la nutrition, en particulier par les
donneurs de méthyle et par une restriction protéique. Ces modifications épigénétiques
persistent plus tard dans la vie et conduisent au développement de nombreuses pathologies
telles que le syndrome métabolique et le diabéte de type 2. En fait, de nombreux génes clés
subissent une modification de leur état de méthylation en présence des composants du
syndrome métabolique. Cela montre que la méthylation de  ADN est un processus important
dans I'¢étiologie du syndrome métabolique. Le premier travail de ce doctorat a porté sur la
rédaction d’un article de revue qui a examiné le cadre central du syndrome métabolique et
analyser le role des modifications épigénétiques susceptibles d'influer sur I'apparition du stress
oxydant et des complications cardiométaboliques. D’autre part, les cellules intestinales Caco-
2/15, qui ont la capacité de se différencier et d’acquérir les caractéristiques physiologiques de
lintestin gréle, ont été utilisées et traitées avec du Fer-Ascorbate pour induire un stress
oxydant. Le Fer-Ascorbate a induit une augmentation significative de I’inflammation et de la
peroxydation des lipides (malondialdehyde) ainsi que des altérations de de la défense
antioxydante (SOD2 et GPx) accompagnées de modifications épigénétiques. De plus, la pré-
incubation des cellules avec de la 5-aza-2'-désoxycytidine, un agent de déméthylation et/ou
I’antioxydant Trolox a normalisé¢ la défense antioxydante, réduit la peroxydation des lipides et

prévenu l'inflammation. Ce premier travail a démontré que les modifications du redox et
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I’inflammation induites par le Fer-Ascorbate peuvent impliquer des changements
épigénétiques, plus particulierement des changements dans la méthylation de ’ADN. Pour
mieux définir I’impact du stress oxydant au niveau nutritionnel, des cochons d’Inde agés de
trois jours ont été séparés en trois groupes : 1) Témoins: alimentation réguliére; 2) Nutrition
parentérale (NP) 3) H,O, : Témoins + 350 uM H,0,. Apres quatre jours, pour un groupe, les
perfusions ont été stoppées et les animaux sacrifiés pour la collecte des foies. Pour I'autre
groupe d’animaux, les perfusions ont été arrétées et les animaux ont eu un acces libre a une
alimentation réguliere jusqu'a la fin de 1’étude, huit semaines plus tard ou ils ont été sacrifiés
pour la collecte des foies. Ceci a démontré qu’a une semaine de vie, lactivit¢ DNMT et les
niveaux de 5'-méthyl-2'-désoxycytidine étaient inférieurs pour les groupes NP et H,O, par
rapport aux témoins. A neuf semaines de vie, Pactivité DNMT est restée basse pour le groupe
NP alors que les niveaux de 5'-méthyl-2'-désoxycytidine étaient plus faibles pour les groupes
NP et H,O, par rapport aux t¢moins. Ce travail a démontré que 1'administration de NP ou de
H,0,, t6t dans la vie, induit une hypométhylation de IADN persistante en raison d'une
inhibition de l'activit¢ DNMT. Finalement, des souris ayant recu une di¢te riche en gras et en
sucre (HFHS) ont ét¢ utilisées comme modé¢le in vivo de syndrome métabolique. Les souris
ont €t¢ nourris soit avec un régime standard chow (t€moins), soit avec une dicte riche en gras
et en sucre (HFHS) ou avec une di¢te HFHS en combinaison avec du GFT505 (30 mg/kg), un
double agoniste de PPARa et de PPARS, pendant 12 semaines. La diete HFHS était efficace a
induire un syndrome métabolique étant donnée I'augmentation du poids corporel, du poids
hépatique, des adiposités viscérales et sous-cutanées, de I’insensibilité a I'insuline, des lipides
plasmatiques et hépatiques, du stress oxydant et de I’inflammation au niveau du foie. Ces

perturbations étaient accompagnées d’une déficience dans I'expression des geénes hépatiques
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PPARa et PPARy concomitant avec une hyperméthylation de leurs promoteurs respectifs.
L’ajout de GFT505 a la diete HFHS a empéché la plupart des effets cardiométaboliques
induits par la dicte HFHS via la modulation négative de I’hyperméthylation des promoteurs,
résultant en ’augmentation de I’expression des genes hépatiques PPARa et PPARy. En
conclusion, GFT505 exerce des effets métaboliques positifs en améliorant le syndrome
métabolique induit par lalimentation HFHS via des modifications épigénétiques des genes
PPARs. Ensemble, les travaux de cette thése ont démontré que le stress oxydant provenant de
la nutrition induit d’importants changements ¢épigénétiques pouvant conduire au
développement du syndrome métabolique. La nutrition apparait donc comme un facteur
crucial dans la prévention de la reprogrammation feetale et du développement du syndrome
métabolique. Puisque les mécanismes suggerent que le stress oxydant agit principalement sur
les métabolites du cycle de la méthionine pour altérer I’épigénétique, une supplémentation en
ces molécules ainsi qu’en antioxydants permettrait de restaurer 1’équilibre redox et

épigénétique.

Mots clés : méthylation de I’ADN, nutrition, stress oxydant, défense antioxydante,

inflammation, syndrome métabolique, programmation feetale.
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Abstract

DNA methylation is one of the epigenetic modifications to CpG islands. This covalent
epigenetic modification, catalyzed by DNA methyltransferases (DNMTs), consists of
localized cytosine methylation in carbon 5° of the CpG islands resulting in 5-methylcytosine.
DNA methylation is clearly implicated in stable gene inactivation and also in the genetic
footprint. It is modulated by nutrition, particularly methyl donors and protein restriction.
These epigenetic changes persist later in life and lead to the development of numerous
pathologies such as metabolic syndrome and type 2 diabetes. In fact, many key genes undergo
a modification to their methylation status in the presence of metabolic syndrome components.
This shows that DNA methylation is a major process in the etiology of metabolic syndrome.
The first work of this Ph.D focused on writing a journal article that examined the central part
of the metabolic syndrome and analyze the role of epigenetic changes that may affect the
occurrence of oxidative stress and cardiometabolic complications. Furthermore, intestinal cells
Caco-2/15, which have the capacity to differentiate and acquire the physiological
characteristics of the small intestine, were used and treated with iron-ascorbate to induce
oxidative stress. Iron-ascorbate induced a significant increase in inflammation and lipid
peroxidation (malondialdehyde) and alterations of the antioxidant defense (GPx and SOD?2)
accompanied by epigenetic changes. Moreover, pre-incubation of Caco-2/15 cells with 5-Aza-
2'-deoxycytidine, a demethylating agent, and/or Trolox antioxidant normalized the activities of
SOD2 and GPx, reduced lipid peroxidation and prevented inflammation. This initial work has
shown that changes in the redox and inflammation induced by iron-ascorbate may involve
epigenetic changes, particularly DNA methylation. To better define the impact of oxidative

stress on the nutritional level, Guinea pigs aged three days were divided into three groups : 1)



Control: animals enterally fed with regular chow; 2) Total parenteral nutrition (TPN); 3) H,O5:
Control+ 1iv. infusion with 350 uM H,O,. After four days, for one group, animals were
sacrificed for liver sampling. The other group of animals had free access to regular chow and
water until the end of study, 8 weeks later and were sacrificed after this period. This work has
shown that at one week of age, DNMT activity and 5’-methyl-2’-deoxycytidine levels were
lower in TPN and H,O, groups compared to controls. At nine weeks, DNMT activity
remained lower in TPN group whereas 5’-methyl-2’-deoxycytidine levels were lower in TPN
and H,O, groups. This work has demonstrated that administration of TPN or H,O,, early in
life in Guinea pigs, induces a sustained hypomethylation of DNA following inhibition of
DNMT activity. Finally, mice that have received a high- fat high-sugar diet (HFHS) were used
as in vivo model of metabolic syndrome. Mice were fed either a standard chow diet (controls),
a high- fat/high-sucrose (HFHS) diet, or the HFHS diet in combination with GFT505 (30
mg/kg), for 12 weeks. The HFHS diet was effective in inducing metabolic syndrome
characteristics in view of increases in body weight, visceral adiposity, insulin insensitivity,
plasma and hepatic lipids, oxidative stress and inflammation in liver. These derangements
were accompanied with deficient in PPARa and PPARy hepatic gene expressions and
hypermethylation of their respective promoters. Addition of GFT505 to the HFHS diet
prevented most of the cardiometabolic effects induced by HFHS diet via negative modulation
of promoter hypermethylation, resulting in raised PP ARa and PPARy hepatic gene expression.
In conclusion, GFT505 exerts positive metabolic effects by improving HFHS diet-induced
metabolic syndrome due to epigenetic alterations of PPARs genes.

Together, the work of this thesis has shown that oxidative stress from nutrition can regulate

epigenetic that lead to the development of metabolic syndrome. Nutrition appears as a critical
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factor in the prevention of fetal reprogramming and development of the metabolic syndrome.
Since the mechanisms suggest that oxidative stress acts on metabolites of methionine cycle to

alter the epigenetic, supplementation of these molecules and antioxidants could help to restore

the redox balance and the epigenetic.

Keywords: DNA methylation, nutrition, oxidative stress, antioxidant defense, inflammation,

metabolic syndrome, fetal programming.
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1. LA METHYLATION DE L’ADN

En 1942, Conrad Hal Waddington a désigné I'étude des processus dans lesquels des
changements programmés du génotype, lors du développement, donnent lieu a des
phénotypes. Par la suite, 'épigénétique a ét¢ démontrée comme étant héréditaire, impliquée
dans I'expression des genes et ne pas €tre due a des altérations de la séquence nucléotidique
(1). De nos jours, I'épigénétique est définie comme 1’étude des modifications génomiques
stables entrainant des changements dans I’expression et la fonction des génes sans aucune
altération de la séquence de ' ADN. Les mécanismes épigénétiques englobent la méthylation
de ’ADN, les modifications covalentes des histones ainsi que les ARNs non-codants. Cette
revue s’intéressera plus particulierement a la méthylation de I’ADN en relation avec le
syndrome métabolique.

La méthylation de I’ADN est la modification postréplicative épigénétique la plus étudiée,
consistant en la méthylation des cytosines des dinucléotides CpG (2). Cette modification
biochimique covalente au niveau du carbone 5’ de la cytosine aboutit & la 5-méthylcytosine.
Dans les cellules humaines somatiques, les cytosines méthylées représentent 1 % des bases
totales de ’ADN et affectent 70 % a 80 % de tous les dinucléotides CpG dans le génome (3).
Les dinucléotides CpGs sont représentés de fagcon asymétrique dans le génome avec des
régions pauvres ou riches en CpG qu’on appelle des 1lots CpG. Les ilots CpG couvrent les
régions promotrices jusqu’aux premiers exons de certains génes (4) et sont habituellement non
méthylés dans les cellules normales (5). Les enzymes impliquées dans cette réaction de
méthylation sont les ADN méthyltransférases (DNMTs). DNMTI1, DNMT3a et DNMT3b

¢tablissent et maintiennent la méthylation de ’ADN en catalysant le transfert d’un groupe



méthyle provenant d’une S-adénosylméthionine (SAM) vers une cytosine. Le maintien de la
méthylation est bien évident entre les générations cellulaires et est majoritairement effectué
par la DNMT1. Cette enzyme est la plus abondante dans les cellules somatiques. DNMTI est
connue pour copier les motifs de méthylation au niveau du nouveau brin d’ADN aprés sa
réplication (6;7) et est nécessaire pour le bon développement de ’embryon, I’hérédité ainsi
que I'inactivation du chromosome X (8;9). Il est important d’ailleurs de préciser que les
DNMT3a et DNMT3b constituent les deux ADN méthyltransférases fondamentales pour le
développement embryonnaire et nécessaires pour la méthylation de novo (10-12) se déroulant
dans le génome aprés I’implantation de ’embryon (13;14). Des études démontrent que ces
trois enzymes cooperent en participant a la méthylation de novo et de maintenance (15;16).

Bien que la méthylation de ’ADN empéche la fixation de certaines protéines, elle est
attractive pour d’autres. Les groupes méthyles en excroissance du squelette nucléotidique
empéchent la liaison des facteurs de transcription (17). De plus, les sites de méthylation
exposés attirent les protéines « CpG methyl-binding proteins » impliquées dans la répression
de Ila transcription (18). Plus particulierement, les protéines humaines MECP2, MBDI,
MBD2, MBD3 et MBD4 sont connues pour former une famille de protéines nucléaires reli¢es
par la présence d’un domaine de liaison méthyle-CpG (19), capable de se lier spécifiquement a
I’ADN méthylé (19;20) a I'exception de MBD3 qui est impliquée dans le recrutement des

ADN méthyltransférases (Figure 1).
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Figure 1 : Réaction de méthylation de ’ADN par les ADN méthyltransférases (DNMTs) et inhibition de la
transcription.

La réaction de méthylation de 'ADN est effectuée par les DNMTs. Les sites de méthylation des dinucléotides
CpG attirent les «CpG méthyle -binding proteiny (MBP) impliquées dans l'inhibition de la transcription via la

prévention de la liaison des facteurs de transcription (FT).

Le motif de méthylation est généralement conservé apres la réplication de I’ ADN afin de le
transmettre a la descendance cellulaire, créant donc un lien ou une communication pour la
transmission des pressions environnementales engendrées aux générations cellulaires

précédentes.



La méthylation de I’ADN est le mécanisme le plus connu de I’épigénétique et est
manifestement impliquée dans la régulation de I’expression des génes. En effet, la méthylation
de ' ADN réprime la transcription dépendamment de I’emplacement et de la densité des ilots
CpG du promoteur (21-23). Les exemples les plus éloquents sont les inactivations du
chromosome X (24-26) et rétrovirale (27) qui sont atténuées par le traitement des cellules
somatiques avec un agent déméthylant, ce qui démontre explicitement I’implication de la
méthylation de ’ADN dans I’inactivation stable des génes. Cette inactivation impliquant la
méthylation de 'ADN est également démontrée par la réactivation des transgénes X des
cellules embryonnaires de souris et des cellules somatiques en culture, lorsque la DNMTI est
absente ou inhibée (28).

La méthylation de ’ADN est également impliquée dans 1’hérédité, puisque, pour une méme
cellule, un des deux alleles est stablement réprimé épigénétiquement tandis que I'autre allele
est maintenu dans un état actif. D’ailleurs, une délétion de la DNMT1 conduit a une altération
de I'expression monoallélique de plusicurs génes héréditaires (8).

Cette régulation spécifique est déterminée selon I'origine parentale de I’allele qui peut étre
hérité de la mére ou dupére. C’est seulement depuis 1991 que les chercheurs ont commencé a
isoler une variété de genes dont I'expression dépend de leur origine parentale comme Igf2r
(insulin-like growth factor-2 receptor), H19 et Igf2 (insulin-like growth factor-2). Igf2r et H19
sont actifs seulement lorsqu’ils sont hérités de la meére tandis que Igf2 est actif lorsqu’il est
hérité du pere (29).

La méthylation de I’ ADN apparait comme un mécanisme clé par lequel une copie d’un gene

est préferentiellement réprimée selon l'origine parentale et maintenue éteinte durant la



division cellulaire par la DNMT1 (11;30). Toutefois, une dérégulation épigénétique de génes

«empreintes » est associée avec plusieurs syndromes et maladies humaines (31).

2. LA METHYLATION DE I’ADN ET L’ENVIRONNEMENT

NUTRITIONNEL

L’épigénétique est un processus répondant aux variations de I'environnement. En effet, des
altérations du statut de méthylation de ’ADN ont ét¢ documentées comme étant le résultat de
stress environnementaux. Tobi et al. (32) ont démontré que les individus ayant ét€¢ exposés,
pendant leur période prénatale, a la famine hollandaise (hiver 1944) présentent une diminution
de la méthylation de I’ ADN du géne IGF2, six ans apres, comparé aux individus non exposés
et de méme sexe. Cette étude supporte I’évidence que les conditions environnementales
peuvent conduire, trés tot dans la vie, a des modifications épigénétiques persistantes plus
tardivement. Ceci est une confirmation de I’hypothése de Barker suggérant qu’une
malnutrition intra-utérine et postnatale résulte en une reprogrammation feetale persistante
durant la vie adulte et peut contribuer a lapparition de pathologies comme les maladies
cardiovasculaires et le diabéte de type II (33).

Les meilleures études démontrant que les conditions environnementales affectent les
progénitures sont celles étudiant I’alimentation maternelle. Les souris Agouti en constituent un
bon exemple, notamment a travers leurs alleles qui régulent la production d’un pigment au
niveau des follicules pileux. Les souris exprimant le géne Agouti «agouti viable yellow » ou
Avy sont jaunes, tachetées, obeses et sujettes au développement de diabete et de cancer tandis
que les souris dites pseudoagouti sont minces et non diabétiques. Le phénotype des souris

Agouti dépend de l'expression de la protéine Agouti qui est régulée par le statut de



méthylation de ’ADN du promoteur Agouti (34). Des chercheurs ont supplémenté les souris
Agouti, avant et pendant la grossesse, en folate, vitamine B12, choline, bétaine, connus pour
leur implication dans la génération de donneurs de méthyles (S-adenosylméthionine) (Figure
2). Cette supplémentation a conduit a élever la méthylation de I’ADN du géne Agouti de fagon
substantielle et spécifique chez les progénitures, accompagnée d’un changement du phénotype
(35-38). Cette étude démontre clairement comment la nutrition peut affecter 'organisation
épigénétique des genes et avoir des conséquences a long terme sur les phénotypes et

I’expression génique.
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Figure 2 : La voie de méthylation/transulfuration. L'acide folique sous forme de 5-méthyltétrahydrofolate
(™THF) est impliqué dans la méthylation de 'homocystéine pour donner de la méthionine, le précurseur de la S-
adénosyl-méthionine (SAM) connue comme le donneur de groupe méthyle a I'ADN. La méthionine
adénosyltransférase (MAT) catalyse la synthése de SAM. La S-adénosylhomocystéine (SAH), produite a partir
de la déméthylation de SAM, est généralement rapidement transformée en homocystéine par la SAH hydrolase
(SAHH). L'homocystéine peut entrer de maniére irréversible dans la voie de transsulfuration pour produire de la
cystéine qui peut étre utilisée pour former du glutathion via la voie de transulfuration qui comprend la
cystathionine béta-synthase (CBS). L'homocystéine peut également étre convertie en méthionine par la
méthionine synthase (MS). La bétaine est également une source de groupes méthyles qui sont transférés a
I'homocystéine par la bétaine-homocystéine méthyltransférase (BHMT). La MTHFR (méthyl tétrahydrofolate
réductase) catalyse la conversion de 5,10-méthylénetétrahydrofolate (S’IO"ETHF) en S-méthyltétrahydrofolate

(C™THEF).



Ces dernieres années, de nombreuses études se sont intéressées a 1I’impact de la nutrition sur
I’épigénétique. Une étude avec des rongeurs montre qu'une restriction maternelle en protéine
peut réduire la méthylation des régions promotrices de régulateurs métaboliques tels que le
peroxisome proliferator activator receptor-a (PP AR-a), le récepteur des glucocorticoides (RG)
et 'acyl-CoA oxydase, dans le foie des progénitures de premiere et seconde génération (F1 et
F2) (39). Cette méme restriction en protéine maternelle cause une hypométhylation du RG, de
PPAR-a et de ’acyl-CoA oxydase, qui est reversée par une supplémentation en folate (40).
Ces résultats sont également observés lorsque les progénitures recoivent une di¢te restreinte en
protéine c'est-a-dire une hypométhylation du RG induite par une diminution de I’expression
génique de la DNMTI et non de la DNMT3a et de la DNMT3b (41). Bien que
I’hypométhylation du RG et de PPAR-a soit rétablie par la supplémentation en folate,
I’hypométhylation des promoteurs d’autres génes comme celui du récepteur de I’insuline tout
comme I'augmentation du poids et des niveaux de triglycérides sont maintenues, reflétant la
spécificité des changements épigénétiques durant le développement, mais aussi que cette
supplémentation juvénile ne renverse pas le phénotype induit par la diete maternelle (42).

Une autre étude a démontré qu'une dicte maternelle faible en protéine conduit a une
hypométhylation du récepteur AT1b de I’angiotensine 11 chez les foetus en développement,
pouvant ainsi conduire a une surexpression de ce gene dans la glande adrénale et contribuer au
développement d’hypertension durant la vie adulte (43). Van Straten ef al. ont aussi montré
que les progénitures de souris ayant recu des restrictions en protéine présentent une
hypométhylation du facteur de transcription LXR au niveau hépatique et moindre au niveau
intestinal. Ce gene est impliqué dans le métabolisme du cholestérol et des acides gras, ce qui

confirme la capacité des processus épigénétiques transgénérationnels & moduler I'homéostasie
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des lipides hépatiques (44). Ceci laisse supposer que la nutrition périnatale a la capacité
d’influencer le métabolisme des lipides durant la vie adulte, par la méthylation de I’ADN, et
donc contribuer au développement de maladies adultes.

Les précurseurs du SAM (donneur de méthyles) tels que le folate, la méthionine et la vitamine
B12 (Figure 2) semblent avoir un impact majeur sur le statut de méthylation. En effet, chez le
mouton, une restriction de la supplémentation en folate, vitamine B12 et méthionine, durant la
période périconceptionnelle, est associée a des progénitures plus lourdes caractérisées par des
altérations épigénétiques, de la résistance a I'insuline et de I’hypertension (45). Le fer semble
¢galement avoir un impact majeur puisqu’'une étude a démontré que ’anémie, durant la
grossesse, est associée avec un placenta de grande masse et un ratio poids placenta/poids
naissance ¢levé (46), mais aussiavec 1’hypertension (47).

D’autres exemples de modulations ¢épigénétiques, en réponse a des facteurs
environnementaux, incluent ceux en lien avec les fonctions pancréatiques. En effet,
I’administration d’une di¢te faible en protéines (8 % vs 20 %) durant la grossesse affecte la
structure et la fonction du pancréas des progénitures, induit une diminution de leur
prolifération cellulaire, de la taille des ilots et de leur vascularisation, une altération de la
sécrétion de I'insuline des cellules B en réponse au glucose et aux acides aminés ainsi qu’ une
augmentation de I’apoptose des ilots (48). De plus, des rates mal nourries durant leur grossesse
et présentant des progénitures avec des retards de croissance ont engendré des portées
caractérisées par une diminution du nombre de cellules a et B, des perturbations des fonctions
endocrines du pancréas et une diminution de I'expression de Pdx-1 (49). Par ailleurs, une

restriction en méthionine, en vitamine B12 et en folate, durant la grossesse de mouton, a
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conduit a des progénitures avec un surpoids et plus grasses, insulino-résistantes, avec une
hypertension et une altération du statut de méthylation de 4 % des ilots CpG (45).

Des études réalisées chez des rats Wistar ont démontré que la supplémentation en folate d’une
diete faible en protéine prévient I’augmentation de la tension artérielle pendant la vie adulte
des progénitures (50) et que la suralimentation néonatale aboutit au développement du
syndrome métabolique, c'est-a-dire a de I'obésité, a de I’hyperleptinémie, de I’hyperglycémie,
de lhyperinsulinémie ainsi qu’a une hyperméthylation du promoteur du géne de la
neurohormone anorexigene, la proopiomélanocortine (POMC) (51). Hales CN et al. ont réalisé
une ¢tude de population avec 468 hommes nés en Angleterre entre 1920 et 1930, avec des
poids de naissance connus, et ont prouvé qu’un retard de croissance a la naissance et/ou tres
tot dans la vie, est fortement associé avec l'altération de la tolérance au glucose, le diabéte de
type 2, le dysfonctionnement des cellules B, une haute tension artérielle et donc a de
I’hypertension (52).

Toutes ces études mettent en évidence le fait que les conditions environnementales ainsi que
I’alimentation, trés tot dans la vie, peuvent induire des changements épigénétiques pouvant
persister plus tardivement et aboutir & de nombreuses pathologies telles que les maladies
cardiovasculaires, la résistance a I’insuline, le diabéte de type II, I’hypertension et le syndrome
métabolique (Tableau 1). La nutrition apparait donc comme un facteur déclencheur du
syndrome métabolique. Le paragraphe suivant a pour objectif de vérifier si le syndrome
métabolique est associ¢ a certains changements épigénétiques, plus particulicrement a la

méthylation de I’ ADN.
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Tableau 1 : Impact de I’environnement nutritionnel sur la méthylation de I’ADN et le syndrome métabolique

Nutriments Modgéles Organes Conclusion Conclusion Références
Restriction calorique Progénitures de rongeurs (F2) | Foie Hypométhylation de PP ARa, du RG et de 1’ acyl CoA oxydase Altération méthylation des génes chez progénitures F1 par une restriction 39)
Augmentation de 1’ expression génique de PP ARa, du RG et de 1”acyl protéique maternelle est transmise a la génération F2.
CoA oxydase.
Diminution de la DNMT1
Restriction protéique Progénitures de rats Foie Hyponéthylation de PP ARa, du RG et de 1’ acyl CoA oxydase. La Une nutrition prénatale déséquilibrée induit des changements épigénétiques (40)
maternelle supplémentation en acide folique prévient ces changements de genes spécifiques ce qui correspond a un mécanisme de reprogrammation
foetale.
Restriction protéique Progénitures de rats Foie Hyponéthylation du RG. Altération épigénétique de géne du RG, chez les progénitures, est due a une 41)
des progénitures Diminution de la DNMT1mais pas de la DNMT3a et de la DNMT3b baisse de I’ expression de la DNMTI.
Restriction protéique Supplémentation en folate des | Foie Gain de poids, augmentation des triglycérides hépatiques et La supplémentation en folate durant la période juvénile et la puberté ne (42)
maternelle progénitures de rats Plasma plasmatiques reverse pas le phénotype induit par la di¢te maternelle.
Tissu adipeux Restauration méthylation de
PP ARa, du RG dans le foie. Hypométhylation du récepteur a I’ insuline
dans le foie et le tissu adipeux
Diéte maternelle faible Rats Wistars Glande adrénale Hyponéthylation du promoteurd” AT(1b) Expression in vitro du géne Offenses prénatales induisent des changements épigénétiques résultant a des | (43)
en protéine d” AT(1b) est dépendante de la méthylation de son promoteur modifications de 1’ expression de génes et donc a I’hypertension, pendant la
vie adulte.
Diéte maternelle faible Progénitures de souris Foie Hyponéthylation de LXR dans le foie. Méme effet dans 1” intestin, mais Lanutrition prénatale peut influencer le métabolisme lipidique adulte par la (44)
en protéine Intestin moins prononcé méthylation de I’ ADN et donc contribuer au développement de maladies
adultes.
Restriction en folate, Mouton, période Foie Progénitures adultes plus lourdes et plus grasses, altérations Réduction des donneurs de méthyles, durant la période périconceptionnelle, (45)
méthionine et vitamine périconceptionnelle épigénétiques, résistances a 1’ insuline et hypertension peut mener a des altérations épigénétiques et modifier le phénotype des
B12 progénitures, en lien avec les maladies adultes.
Restriction en fer, 8684 femmes enceintes Placenta Placenta de haut poids et ratio poids placenta/poids naissance élevé La déficience en fer maternelle cause des discordances entre la croissance (46)
anémie placentaire et feetale.
Di¢te maternelle faible Progénitures Pancréas Altération structure et fonction pancréas Une diete non équilibrée résulte a 1" altération du développement du (48)
en protéine Diminution prolifération cellulaire pancréas.
Diminution taille des flots et de leur vascularisation
Altération sécrétion insuline
Apoptose des ilots
Mauvaise diéte Progénitures de rates Pancréas Diminution des cellules et o Malnutrition tres tot dans la vie induit une baisse des cellules et de Pdx-1. (49)
maternelle de rates Pertutbations des fonctions endocrines du pancréas. Baisse de
I’ expression dePdx-1
Supplémentation en Rats Wistars Artéres Prévention de I’hypertension pendant la vie adulte des progénitures Le statut en folate, durant la grossesse, peut influencer le développement (50)
folate d’une dicte faible fietal et donc le risque de MCVs chez la prochaine génération.
en protéine
Suralimentation Rats Wistars Tissu Développement du syndrome métabolique, d” hyperleptinémie, La suralimentation apparait comme un facteur de risque épigénétique dans (51)
néonatale hypothalamique d’hyperglycémie, d” hyperinsulinémie et d” hyperméthylation dePOMC la programmation de 1’obésité et consécutivement aux MC Vs.
Retard de croissance 468 hommes nés entre 1920 Plasma Altération de la tolérance au glucose. Un retard de croissance trés tot dans la vie est associé a I’intolérance au (52)

et 1930

Développement du diabéte, dysfonctionnement des cellules B et
d’hypertension

glucose, al”hypertension.
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3. LA METHYLATION DE I’ADN ET LE SYNDROME

METABOLIQUE

3.1. Le syndrome métabolique

En 1988, le Dr Gerald Reaven a utilis¢ I'expression «syndrome X » pour décrire le
regroupement de plusieurs facteurs de risque (dyslipidémie, hypertension et hyperglycémie) et
son lien avec la résistance a I’insuline. Actuellement, plusieurs organisations ont défini des
critetres cliniques pour le diagnostic du syndrome métabolique comme I'obésité,
I’hyperglycémie, I’hypertriglycéridémie, un HDL cholestérol bas et 1’hypertension (Tableau
2). Chaque année, 372 millions de personnes décedent de complications associ€es au diabete.
Chez la plupart des personnes ayant une intolérance au glucose ou un diabéte de type II, un
ensemble de facteurs de risque est retrouvé et forme le syndrome métabolique conférant un
risque cardiovasculaire. L’obésité et la résistance a I'insuline sont considérées comme les
facteurs les plus importants dans I’apparition du syndrome métabolique, mais la génétique,
I’inactivité physique, le vieillissement, des changements hormonaux, le stress oxydant et un
état pro-inflammatoire peuvent aussi y contribuer. Récemment, la méthylation de I’ ADN s’est

vue impliquée dans 1’étiologie du syndrome métabolique.
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Tableau 2 : Critéres pour le diagnostic du syndrome métabolique par les différents organismes

OMS
Organisation Mondiale de 1a Santé

ATP III
Adult Treatment Panel I11

IDF
International Diabetes Federation

Résistance a I'insuline identifiée par un
des critéres suivants :

. Diabete de type II

o Glycémie a jeun anormale

. Tolérance au glucose
anormale

. ou pour ceuxavec des niveaux

normaux de glucose a jeun
(110 mg/dL ou 5.6 mmoV/L),
une absorption du glucose en
dessous du quartile le plus bas
pour la population de fond
dans des conditions
hyperinsulinémiques et
euglycémiques

Plus deux des facteurs suivants :

. M¢édication antihypertensive
et/ou haute pression sanguine
(> 140 mm Hg systolique ou >
90 mm Hg diastolique)

. Triglycérides plasmatiques >
1.7 mmol/L
. HDL cholestérol <

0.9 mmoI/L pour les hommes
ou<1.0 mmol/Lpour les
femmes

. IMC > 30 kg/m’ et/ou un ratio
taille : hanche > 0.9 pour les
hommes ou > 0.85 pour les
femmes

. Taux d’excrétion urinaire
d’albumine > 20 pg/min ou un
ratio albumine : créatine >
30 mg/g

Combinaison de 3 des 5 facteurs
suivants :

. Obésité abdominale donnée
par le tour de taille (homme >
102 cm, femme > 88 cm

. Triglycérides > 150 mg/dL
(1.7 mmoVL)

° HDL cholestérol (homme <
40 mg/dL, femme <
50 mg/dL)

. Pression sanguine > 130/>
85 mm Hg

o Glucose a jeun > 110 mg/dL
(5.6 mmol/L)

Obésité centrale définie selon le tour de
taille et les valeurs ethniques
spécifiques plus deux des quatre
facteurs suivants :

. Triglycérides élevés: >
150 mg/dL (1.7 mmol/L) ou
un traitement spécifique pour
des anomalies lipidiques

. Réduction du HDL
cholestérol : homme <
40 mg/dL ou 1.03 mmol/L,
femme < 50 mg/dL ou 1.29
mmol/L ou un traitement
spécifique pour des anomalies
lipidiques

. Pression artérielle élevée :
systolique > 130, diastolique >
85 mm Hg ou un traitement
pour une hypertension
diagnostiquée

. Glucose plasmatique a jeun
élevé: > 100 mg/dL (5.6
mmo /L) ou un diabéte de type
2 diagnostiqué. Si la valeur est
en dessous de 100 mg/dL (5.6
mmol/L), un test oral de
tolérance au glucose est
fortement recommandé, mais
est nécessaire pour la
définition du syndrome.
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3.2. La méthvlation de ’ADN et le syndrome métabolique

Au cours des dernieres années, de nombreuses études se sont intéressées a la génétique du
syndrome métabolique puisque le géne du récepteur de la leptine, une hormone anorexigéne, a
été trouvé muté chez des obeses (53). D’autres genes candidats tels que le géne du récepteur
melanocortine 4 (MCR4) et du pro-opiamelanocortine (POMC) sont mutés dans les conditions
d’obésité morbide (54;55). Les récepteurs P2 adrénergiques, impliqués dans la lipolyse,
apparaissent €galement mutés (56). Le gene HSL (Hormone Sensitive Lipase) a un
polymorphisme associ¢ au diabéte de type II qui caractérise le syndrome métabolique (57).
Finalement, d’autres génes associé¢s au syndrome métabolique présentent des mutations telles
que celles du géne UCP 1 (Uncoupling Protein 1) (58), du géne PC-1 (59), du PPAR-y (60) et
de I'IRS-1 (Insulin Receptor Substrat) (61). Par la suite, les études se sont intéressées a
I’épigénétique du syndrome métabolique, c'est-a-dire son lien avec la méthylation de I’ADN.

Park JH et al. ont réalisé une étude sur le retard de croissance intra-utérin et ont démontré que
les dysfonctionnements des les ilots de Langerhans ainsique le développement du diabéte sont
associés a I’extinction de I’expression de Pdx-1 via la méthylation de son promoteur au niveau
des cellules béta de rongeurs avec un retard de croissance intra-utérin, géne impliqué dans la
différenciation des cellules B et dans I'expression du géne de I’insuline (62). Ling C et al. ont
réalis¢ une étude avec des animaux ayant un diabéte de type II et ont illustré une
hyperméthylation du promoteur du géne du PGC-1a dans les ilots pancréatiques de patients
diabétiques (PPAR gamma coactivator 1 alpha) ayant pour conséquence une diminution de
PGC-1a ainsi qu’une inhibition de la production d’insuline (63). Finalement, le géne HNF4A,
un géne candidat du diabéte, présente une méthylation aberrante dans les cellules de sang de

cordon de bébé ayant un retard de croissance intra-utérin (64). Ceci démontre I'implication de
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la méthylation de ’ADN dans la programmation feetale de maladies adultes. Il aurait été
intéressant de vérifier si cette dérégulation de méthylation de ' ADN est présente a long terme
et pourrait avoir un impact a 1’dge adulte, notamment dans I’apparition de pathologies, ce qui

aiderait a adopter la méthylation de I’ADN comme un biomarqueur efficace.

L’obésité a également fait I’objet d’une attention particuliere dans les études épigénétiques. En
effet, des études cellulaires montrent des variations de méthylation pour des genes intervenant
dans le métabolisme énergétique tels que le PPARa hépatique, la phosphoénolpyruvate
carboxykinase hépatique et UCP1 des adipocytes blancs (39;65). Une étude réalisée avec des
rats Wistar ayant re¢u une dicte riche en énergie, a affirmé que le promoteur du gene de la
leptine est beaucoup plus méthylé au niveau des adipocytes rétropéritonéales ce qui coincide
avec un taux plus faible de leptine, comparé aux rats témoins (66). Une suralimentation
néonatale, chez ce type de rat, conduit a un gain de poids rapide résultant a un phénotype
syndrome métabolique (obésité, hyperleptinémie, hyperglycémie et hyperinsulinémie), a une
hyperméthylation du promoteur du géne de Ila neurohormone anorexigene, Ia
proopiomélanocortine (POMC) ainsi qu’a une hypométhylation du promoteur du gene du
neuropeptide Y au niveau du tissu hypothalamique (51). La suralimentation apparait donc
comme un facteur de risque épigénétique dans la programmation de I'obésité, du diabéte et
donc dusyndrome métabolique. L administration d’une diéte riche en gras et en sucrose a des
animaux n’induit pas de changement dans I’expression des genes de la glucokinase hépathique
et de la NAPDH oxydase hépatique et adipocytaire, mais a une augmentation de I’expression
de Thydroxyacyl-coenzyme A déhydrogénase hépatique (HADHB). Toutefois, aucun
changement du statut de méthylation des genes HADHB et glucokinase n’est observé malgré

un apport lipidique augmenté (67). Ceci est surprenant puisque ces deux génes sont impliqués
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respectivement dans la f oxydation et la glycolyse. Finalement, Campion J et al., en 2009, ont
démontré que des hommes ayant eu du succes dans leur régime restreint en énergie, ont une
faible méthylation du promoteur du géne TNF-a dans les cellules sanguines mononucléaires.
Ceci illustre que la méthylation du promoteur du TNF-a est un bon marqueur d’inflammation
indiquant une perte de poids induite par une dié¢te hypocalorique et constitue une premicre
étape vers une nutrition personnalisée basée sur des criteres épigénétiques (68).

L’hypertension, une autre pathologie du syndrome métabolique, démontre des variations au
niveau de la méthylation de I’ADN. En effet, des études avec des rats hypertendus ont
démontré une hypométhylation du promoteur des genes (pro) rénine (69) et adrénergique B1
au niveau du myocarde (70) ainsi qu une augmentation, au niveau de I'artére mésentérique, de
I’expression de NKCC1 (Na'-K™-2CL cotransporteur 1) régulée épigénétiquement lors du
développement postnatal de I’hypertension (71). D’autres génes ont des variations de leur taux
de méthylation tel que SERPINA3 (serine protease inhibitor) qui est hypométhylé dans les
placentas de grossesse prééclamptique et avec une restriction de croissance (72), le promoteur
proximal du géne AT (1 b) de la glande adrénale qui est hypométhylé (43) et ACE-1 (enzyme
1 qui convertit ’angiotensine), un régulateur clé de I’hypertension chez I'adulte qui est
¢galement hypométhylé dans le cerveau de souris lors d’une restriction maternelle en protéine

(73).

La méthylation de I’ADN est par conséquent impliquée dans les composantes du syndrome
métabolique de par la régulation épigénétique de nombreux génes candidats (Tableau 3). Dans
le diabete, de nombreux génes apparaissent hyperméthylés tels que Pdx-1 (impliqué dans le
développement pancréatique et la maturation des cellules ), PGC-la (impliqué dans le

métabolisme énergétique), UNC13B (impliqué dans le métabolisme glucidique) et HNF4A
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(impliqué dans le développement du foie, des reins et de I'intestin). L’obésité semble Etre
associée avec I’hyperméthylation de génes impliqués dans la régulation de I’appétit tels que la
leptine et POMC mais aussi avec I’hypométhylation du géne du neuropeptide Y.

L’hypertension, quant a elle, est associée a des variations du statut de méthylation de génes
connus pour étre impliqués dans cette pathologie comme la pro-rénine, I'adrénergique f,
NKCC1, SERPINA3, AT(1b) et ACE-1. Toutes ces variations de méthylation aboutissent a
I’inactivation ou a la surexpression des genes impliqués dans les composantes du syndrome
métabolique. Par conséquent, le syndrome métabolique apparait comme une pathologie
programmable associée a des modifications épigénétiques de genes vitaux. Toutes ces études
ont identifi¢ les niveaux de méthylation lors de la pathologie. Il aurait ét¢ intéressant de
wvérifier les niveaux de méthylation de ces génes avant le développement des composantes du
syndrome métabolique et de proposer la méthylation de ’ADN comme biomarqueur. On
pourrait donc se demander si ces changements épigénétiques sont la conséquence du
développement du syndrome métabolique ou s’ils précédent celui-ci. Parmi les génes cités ci-
dessus, certains semblent avoir un lien avec le stress oxydant comme PGC-1la (74). Ce
phénomene pourrait donc avoir une influence sur le syndrome métabolique. Dans le futur,
d’autres études seront nécessaires afin d’accroitre la liste des genes impliqués dans ce

syndrome.



Tableau 3 : Syndrome métabolique et méthylation de I’ADN
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Pathologies Modéles Conclusion Références
Diabete de type 11 Rongeurs Hyperméthylation de Pdx-1 (62)
Diabete de type 11 48 non diabétiques Hyperméthylation de  PPARGC-la, | (63)
12 diabétiques type | diminution de PGC-1la, inhibition de la
I production d’ insuline
Diabéte de type 11 Muscles Hyperméthylation de PPARGC-1a (75)
squelettiques de
patients  diabétiques
type II
Diabete de type 11 Sang de Cordon | Méthylation aberrante de HNF4A (64)
Jetard de croissance
intra-utérin
Obésité Adipocytes Variations de méthylation de PPARa, de | (39;65)
la phosphoénolpyruvate kinase et d’Ucpl
Obésité Rats Wistars, diéte | Hyperméthylation de la leptine (66)
riche en gras et en
énergie
Obésité Rats Wistars, dicte | Hyperméthylation de la  POMC, | (51)
riche en gras et en | hypométhylation du neuropeptide Y
énergie
Obésité Rats Wistars, Dicte | Pas de changement du niveau de | (67)
riche en gras et en| méthylation de HADHB et de Ia
énergie glucokinase
Obésité Hommes, restriction | Hypométhylation de TNF-o, marqueur de | (68)
en énergie perte de poids
Hypertension Rats hypertendus Hypométhylation de la pro rénine, du | (69),(70),
géne  adrénergique [l et une | (71)
hyperméthylation de NKCC1
Hypertension Placenta  grossesse | Hypométhylation de SERPINA3, ATIb, | (72),(43),
avec prééclampsie ACE-1 (73)
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4. LE STRESS OXYDANT ET LE SYNDROME METABOLIQUE

Un stress métabolique a lieu lorsque 1’homéostasie est rompue. Le stress oxydant prend place
dans des circonstances ou la concentration des molécules oxydantes est anormalement ¢levée.
La génération intracellulaire des oxydants se déroule dans la mitochondrie au moment de la
réduction de l'oxygéne en eau, durant le processus de formation de I’ATP. Dans la
mitochondrie, environ 1% de I'oxygene est partiellement réduit en anion superoxyde (O,™)
(76). Ce radical dérivé de l'oxygene est spontanément dismuté en peroxyde d’hydrogéne
(H20,), mais, in vivo, cette réaction est catalysée par les superoxydes dismutases (SODs). La
concentration cytosolique du H,O, dépend de sa production par la SOD mitochondriale
(MnSOD ou SOD2) (77) et de sa réduction par la glutathion peroxydase (GPx) (Figure 3). A
I’exception des érythrocytes, la catalase, disposant d’une haute activité (78), est localisée dans
les peroxysomes et dans la mitochondrie (79). Son affinité¢ pour le H,O; est plus faible que
celle de la GPx, de I’ordre de 10° - 10° (80;81).

La rupture de 1’équilibre normal entre les oxydants et les antioxydants des tissus peut causer
des effets toxiques via la production de peroxydes et de radicaux libres qui détériorent certains
composants cellulaires incluant les protéines, les lipides et '’ ADN. Ceci entraine une perte de
fonction et d’intégrité cellulaire. 11 en résulte plusieurs aberrations fonctionnelles telles que
des mutations géniques ainsi qu’une altération des membranes et des organites qui peuvent
étre a lorigine du processus de vieillissement et des maladies chroniques (cancer, diabéte,
fibrose kystique, maladies cardiovasculaires). Néanmoins, 'anion superoxyde et le peroxyde
d’hydrogéne sont des joueurs clés dans plusieurs voies métaboliques pour lesquelles une

perturbation meénera au syndrome métabolique.
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Yara S. et al, 2014

Figure 3: Activités enzymatiques des superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx),
glutathione reductase (GR) et catalase (CAT). Les enzymes SOD, GPX, GR et CAT offrent une protection en
piégeant directement I’anion superoxyde (O,7) et le peroxyde d'hydrogéne (H,O;) en les convertissant en espéces
moins réactives. SOD catalyse la dismutation de 1’O,” en H,0,, neutralisé¢ par GPX qui utilise de 'hydrogéne
provenant de deux molécules de glutathion (GSH) pour former deux molécules d’H,O. La GR régénére alors le
GSH a partir du glutathion disulfide (GSSG). La CAT (une partie importante de la défense enzymatique)
neutralise H,O, en le convertissant en H,O. Bien que H,O, ne soit pas un radical, il peut étre rapidement converti

en radical hydroxyle (*OH) via la réaction de Fenton.
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Les paragraphes suivants seront destinés a vérifier la relation entre les composantes du
syndrome métabolique et ces molécules dont la génération et les concentrations dépendent de
I’activité¢ de la MnSOD et de la GPx, deux enzymes tributaires du niveau de la transcription
de leurs génes, qui sont eux-mémes régulés par la méthylation de leur région promotrice.

Néanmoins, au préalable, une description du stress oxydant est nécessaire.

4.1. Le stress oxydant

4.1.1. Les prooxydants cellulaires

Un oxydant est une molécule ayant la capacité d’accepter un ou plusieurs électrons devenant
ainsi une molécule réduite. L oxygeéne est une molécule ayant un caractére oxydant en raison
de sa réactivité¢ avec les ¢électrons. La réactivité de 'oxygene avec des électrons aboutit a la
formation d’oxydants radicalaires et non radicalaires. Ces deux classes de molécules sont
regroupées sous le nom « especes réactives de I'oxygéne » (ROS) lorsqu’elles proviennent de
I’oxygene et « especes réactives du nitrogéne » (RNS) lorsqu’elles proviennent du monoxyde
d’azote. Les ROS et RNS sont essentielles pour de nombreux processus physiologiques tels
que les activités enzymatiques, la défense immunitaire, la vasodilatation, 1’expression génique

et apoptose des cellules.

4.1.1.1. Les oxydants radicalaires

Un radical libre est une molécule, un atome ou une espéce chimique ayant un ou plusieurs
¢lectrons non appariés. Cet électron célibataire confére une grande instabilité transitoire a ces
molécules pouvant étre comblée par I’acceptation d’un électron ou par le transfert de

I’¢lectron non apparié¢ a une autre molécule.
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4.1.1.1.1. L’anion superoxyde

L’anion superoxyde est la conséquence des processus métaboliques. Le radical superoxyde
(O77) est formé par réduction de 'oxygene lorsque ce dernier accepte ou capture un €lectron
provenant d une autre molécule (réaction 1). Ce processus est catalysé par la NADPH oxydase
(NOX) et la xanthine oxydase. La NOX est une enzyme impliquée dans de nombreuses voies
métaboliques et sa dérégulation peut amener au développement de pathologies. Elle joue un
rOle crucial dans les cellules endothéliales ou son activité est augmentée par I’angiotensine II
(82) pour la formation d’anion superoxyde afin de maitriser ’oxyde nitrique circulant, ce qui
induit la contraction vasculaire (83). Dans les neutrophiles, I'activité de la NOX est tres élevée
et rapide afin de produire une rafale d’especes radicalaires au niveau des réactions indésirables
(84). NOX est aussi impliquée dans la stimulation du récepteur de I’insuline (85).

L’O," peut interagir avec d’autres molécules pour former des ROS secondaires, directement
ou via des enzymes et des métaux catalysant ce processus.

0, +¢é — Oy (réaction 1)

L’anion superoxyde est principalement produit dans la mitochondrie lors du fonctionnement
de la chaine de transport des électrons (86), mais aussi dans les macrophages lors de la
destruction bactérienne (phagocytose) (87), dans les lymphocytes (88), les cellules
endothéliales (89) et les fibroblastes (90). Le pouvoir oxydant de 'O, est faible, mais son
pouvoir réducteur en présence des métaux tels que le fer, le cuivre et le zinc, présents dans les
sites actifs enzymatiques, aboutit a la formation d’espéces encore plus réactives comme le
radical hydroxyle, un radical trés puissant.

L’anion superoxyde est réduit en O, par I'ajout d’un électron provenant de molécules riches en

¢lectrons telles que les acides gras polyinsaturés qui deviennent des hydroperoxydes.
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4.1.1.1.2. Leradical hydroxyle

Le radical hydroxyle (HO") est la forme neutre de 1’ion hydroxyle et est trés dangereux. Il
posséde une trés haute réactivité ainsi qu'une demi-vie trés courte, 10” seconde, ce qui lui
permet de réagir trés pres de ses sites de formation (91). Le radical hydroxyle est produit a
partir du peroxyde d’hydrogeéne, en présence de fer ferreux (réaction 3).

0, +Fe"— 0, + F&? (réaction 2)

H,0, + Fe*" — HO" + OH + Fe’" : réaction de Fenton (réaction 3)

02"+ HyO,— HO + OH + O, : réaction d’ Haber-Weiss (réaction 4)

En 1934, Haber et Weiss ont proposé le fait que radical hydroxyle pouvait étre produit a la
suite de I’interaction entre I’anion superoxyde et le peroxyde d’hydrogene (réaction 4) (92).
D’un point de vue thermodynamique, la réaction d’Haber et Weiss nécessite des catalyseurs,
car elle n’est pas trés favorable en milieu aqueux. La présence d’un métal de transition comme
catalyseur est associ¢e a la production nette du radical hydroxyle via deux réactions distinctes
ou réaction de Fenton (réaction 2 et 3). La réaction d’Haber Weiss catalysée par le fer est de
nos jours considérée comme le mécanisme principal de production duradical hydroxyle (92).
Le fer est régulé in vivo par plusieurs systémes, il n’est donc pas libre au niveau intracellulaire
(93). Toutefois, en situation de stress, ’anion superoxyde a la capacité de libérer le fer des
molécules et c’est de cette manieére qu’il participe a la production du radical hydroxyle. En
effet, en situation de stress, 'anion superoxyde agit comme un oxydant des sites [4Fe-4S] des
protéines, rendant ainsi le fer ferreux disponible et facilite la production de HO" a partir du
peroxyde d’hydrogéne (94). Ce radical est produit dans les cellules sujettes aux irradiations
ionisantes ayant la capacit¢ de cliver ’eau et donc de générer le HO", en plus du radical

hydrogéne (H). Le HO' peut engendrer des chaines de réactions radicalaires capables
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d’atteindre les molécules environnantes. En effet, le radical hydroxyle a I’aptitude d’oxyder
des molécules via I’arrachement d’un atome d”’hydrogéne ou d’un électron, ou par son addition
au niveau d’une double liaison.

LH + HO" — Le + H,O (réaction 5)

Fe?" + HO' — Fe** + OH- (réaction 6)

C=C + HO" — C-C (HO) (réaction 7)

Ce radical peut soustraire un atome d’hydrogéne au niveau d’une double liaison d’un acide
gras (LH) (réaction 5) et c’est pour cela qu’il est pensé étre impliqué dans la peroxydation
lipidique. Ce radical oxyde également les protéines, ’ADN et les glucides pour aboutir a la

formation de radicaux libres dits « secondaires ».
4.1.1.1.3. Le radical peroxyle

Le radical peroxyle est formé durant la peroxydation lipidique. En effet, 'abstraction d’un
hydrogeéne, au niveau du squelette hydrocarboné¢ d’un acide gras, par le radical hydroxyle,
conduit & la formation du radical Le. Lorsque celui-ciréagit avec une molécule d’oxygene, le
radical peroxyle est formé (LOQO¢) (réaction 8).

Le + O — LOO- (réaction 8)

Le radical peroxyle est trés réactif et a la capacité d’oxyder les protéines membranaires ainsi
que les acides gras pour a nouveau générer le radical Le* et un hydroxyde lipidique (LOOH)
(réaction 9). Le nouveauradical L' continuera la formation du radical peroxyle créant ainsi des
cascades de réaction.

LOO++ LH— Le + LOOH (réaction 9)
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Le radical peroxyle peut arracher des atomes d’hydrogene au niveau des acides gras a chaines
longues ce qui formera des peroxydes cycliques (95) mais également soustraire des atomes
d’hydrogéne au niveau de I’a tocophérol pour donner le radical tocophéryl (TO") ainsi qu'un
LOOH (réaction 10).

LOO+ + TOH — LOOH + TO- (réaction 10)

4.1.1.2. Les oxydants nonradicalaires

4.1.1.2.1. Le peroxyde d’hydrogene

Le peroxyde d’hydrogene (H,0;) est formé par dismutation de ’anion superoxyde (réaction
11).

2 O;” + 2H+ — H,0; + O, (réaction 11).

Méme si le HyO; est considéré comme un oxydant faible, celui-ci a la capacité d’oxyder les
groupements thiols (SH) des protéines et donc d’altérer leur activité, faisant de lui un
intermédiaire important intervenant dans la signalisation cellulaire. Par ailleurs, le H,O; peut
devenir toxique, dans le sens ou il participe a la formation du HO" via les réactions de Fenton
et d’Haber Weiss, citées ci-dessus. Effectivement, sa décomposition catalysée par le fer
ferreux non libre au niveau intracellulaire, mais libéré par I’anion superoxyde en situation de
stress, est considérée comme le dommage oxydant le plus courant dans les cellules (96).

Le H,0; est détoxifié par la GPx qui transfere deux électrons provenant du glutathion (GSH)
au H,O; afin de le réduire en eau. La forme oxydée du glutathion est alors générée (GSSG).
Une modification des concentrations intracellulaires de GSH et de GSSG est a ’origine de la

perturbation du redox (97;98).
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4.1.2. Les principales sources de ROS

La production des ROS est quasi continue dans la cellule via plusieurs processus impliquant la

chaine respiratoire mitochondriale, les cellules phagocytaires et les oxydases.

4.1.2.1. Lachailne respiratoire mitochondriale

La respiration mitochondriale des cellules aérobies représente une ressource énergétique
cellulaire majeure puisque 95 % de I'oxygene respiré sera réduit pour produire de 1’eau et de
I’ATP. Néanmoins, une formation d’O;” se produit de fagon continue lors du fonctionnement
normal de la chaine respiratoire mitochondriale suite a la réaction de ’'oxygéne avec un radical
semi-ubiquinone (99;100).

L’oxydation des coenzymes réduit NADH et FADH,, et le transport des €lectrons par les
différents complexes de la chaine respiratoire, permet la production d’un gradient
électrochimique de H'. L’énergie de ce gradient électrochimique est utilisée par I’ ATP
synthase qui forme de I’ATP via la phosphorylation de I’ ADP. Pourtant, des électrons peuvent
prématurément réagir avec 1’0 et former de I’O, ", particuliecrement au niveau des complexes |
et III, au lieu de réduire 'O, en H,O (Figure 4) (101). La formation de IO, mitochondrial
dépend de I'état de cet organite, des antioxydants mitochondriaux, mais aussi des anti-
apoptiques mitochondriaux. Parmi eux, la famille de protéines Bcl-2 qui exerce un réle pro ou
anti-apoptotique en controlant la perméabilisation de la membrane mitochondriale externe
(102). Les protéines telles que Bcl-2, Bel-x1, Mcl-1 sont caractérisées comme des inhibiteurs
de lapoptose (103) tandis que Bax, Bcl-xs et Bad sont définis comme des activateurs de

I’apoptose (104). Bcl-2 prévient la libération du cytochrome C qui lorsque libéré de la
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mitochondrie vers le cytosol active la caspase-9, qui elle, active la caspase 3 responsable du

programme apoptotique (105).
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Couillard et al., 2005 26 (4) : 703-719
Figure 4: La chaine respiratoire mitochondriale. La production d’espéces réactives de l'oxygéne
mitochondriales (ROS) est dépendante du potentiel membranaire. Un potentiel élevé de la membrane
mitochondriale conduit a une inhibition du transport des électrons par la chaine respiratoire ce qui entraine une
augmentation de la demi-vie des intermédiaires tel que le radical semi-quinone (Q-) capable de réduire 'O, en
anion superoxyde (O, ). La protéine de découplage UCP peut diminuer le potentiel de membrane, en particulier
lorsque I’adénosine diphosphate (ADP est peu disponible, réduisant ainsi la production de ROS mitochondriale.

suH + : gradient électrochimique ; ATP : adénosine triphosphate ; Cyt ¢ : cytochrome ¢ ; NAD +: nicotinamide -

adénine-dinucléotide oxydé ; NADH : réduit nicotinamide adénine dinucléotide.
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4.1.2.2. Les cellules phagocytaires

Les neutrophiles, les polynucléaires et les macrophages disposent d’une enzyme membranaire
spécialisée dans la production d’O," a partir d’¢lectrons dérivés du NADPH qui réduisent
I’oxygéne moléculaire, la NADPH oxydase (NOX) (106). On compte 7 NOXs dont la plus
connue est la NOX2. NOX2 est constituée de 2 sous-unités membranaires p22P"* et gp91Pho*
ainsique de 2 sous-unités cytosoliques p67°" et p47°"* (Figure 5). NOX2 est activée avec la

phosphorylation de p47°"™

entralnant son association avec le cytochrome 5558, lorsque la
cellule phagocytaire est stimulée. 11 en résulte une production d’O, " responsable de la synthese

d’H,O; et d’hypochlorite qui sont indispensables a la destruction du matériel phagocyté (106).

il

NADP" NADPH

Ray et al, (2005) 109, (217-226)

Figure 5 : NOX2 et ses sous-unités.
La NADPH oxydase est constituée d’un hétérodimére comprenant gp9lphox/p22phox lié & la membrane et
d'autres sous-unités (p67phox, p47phox, p40phox et Rac ). Le domaine de liaison de NADPH est sur un c6té de

la membrane, tandis que la génération O27 se produit de l'autre coté.
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4.1.2.3. La xanthine oxvydase

La xanthine oxydoréductase est une enzyme qui existe sous 2 formes, la xanthine
déshydrogénase et la xanthine oxydase (107). C’est lorsque la pression en O, change que la
xanthine déshydrogénase est modifiée en xanthine oxydase. La xanthine déshydrogénase
utilise le NAD" pour capter les électrons de I'hypoxanthine et de la xanthine pour former du
NADH et de I'acide urique. La xanthine oxydase, quant a elle, utilise 'oxygene comme

accepteur des €lectrons provenant de I"hypoxanthine et de la xanthine pour former 'O, (108).

4.1.3. ROS et macromolécules

Une concentration ¢levée en ROS peut causer des dommages aux structures cellulaires, aux
acides nucléiques, aux lipides ainsi qu’aux protéines (109). Le radical HO" est connu pour
réagir avec I’ADN, plus précisément au niveau des bases puriques et pyrimidiques.
Généralement, les ROS induites par les métaux attaquent ’ADN ainsi que d’autres
composants cellulaires tels que les résidus d’acides gras polyinsaturés des phospholipides
connus pour étre trés sensibles au stress oxydant (110). Par ailleurs ROO" peut se réarranger en
endoperoxyde, un précurseur de plusieurs aldéhydes dont le malondialdéhyde (MDA) et le 4-
hydroxy-2-nonenal (HNE) (111). Ces composés sont des aldéhydes réactifs qui induisent un
stress au niveau des cellules et forment des adduits de protéines appelés ALE (advanced
lipoxidation end products). Le MDA peut réagir avec la désoxyadénosine et la
désoxyguanosine de I’ADN ce qui aboutit a des adduits d’ADN mutagenes. Le HNE peut étre

produit par les cellules, les tissus des organismes vivants et par la nourriture durant la
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fabrication ou le stockage. Le MDA est démontré pour étre mutagéne chez les bactéries ainsi
que chez les cellules mammiféres et carcinogenes pour le rat tandis que le HNE est moins
mutagene.

Les acides aminés des protéines, particulicrement la cystéine et la méthionine, sont
extrémement sensibles a 1’oxydation induite par les ROS (112). Les AGEs résultent de
I’interaction des glucides avec les acides aminés des protéines. Les intermédiaires de cette
réaction sont les produits Amadori, les bases de Schiff et les produits de Maillards. Les AGEs
sont trés instables, trés réactifs, produisent des ROS (113) et sont connus pour jouer un role

dans les complications vasculaires du diabéte (114).

4.1.4. Le stress oxydant et ’inflammation

L’ inflammation est un processus de régulation homéostatique qui exerce des effets bénéfiques,
mais aussi des effets néfastes en contribuant a la pathogenése des maladies. L’inflammation
est finement régulée et permet une réponse tissulaire complexe afin de faciliter les processus
de guérison (115-117). Les molécules impliquées dans les réponses inflammatoires incluent
les prostaglandines, la protéine réactive C (PRC) et les cytokines telles que le TNF-a et I'IL-6.
Les cytokines sont essentielles pour le syst¢tme immunitaire notamment dans le recrutement
des neutrophiles et des monocytes (116;118). Les ROS peuvent activer la production de
facteurs chémotactiques comme MCP-1, via D’activation du NF-kB, et ainsi augmenter
I’infiltration des macrophages (119;120). Elles activent ¢galement ’expression de molécules
d’adhésion comme la E-sélectine, ICAM et VCAM, via I’activation du NF-kB, et faciliter

I’adhérence des cellules phagocytaires (121;122). Néanmoins, dans des conditions
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pathophysiologiques, une dérégulation de certains processus peut conduire & une inflammation
chronique ou les médiateurs inflammatoires peuvent devenir dommageables (115-118).

Le stress oxydant et l'inflammation sont des phénomenes étroitement liés. En effet,
I’inflammation entraine forcément un stress oxydant qui lui induit généralement de
I’inflammation puisque les oxydants peuvent agir sur la signalisation cellulaire et ainsi
déclencher une réaction inflammatoire. En effet, le facteur de transcription NF-«xB est activé
par les oxydants tel que le H,O, (123;124) et peut induire I’expression de nombreux genes

impliqués dans la réponse inflammatoire comme I'IL-6 et le TNF-a (125) (Figure 6).
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Figure 6 : Activation du facteur de transcription NF-kB. Le facteur de transcription pro-inflammatoire NF-kB
est activé par des facteurs tels que le lipopolysaccharides (LPS) ou le TNF-a lorsqu’ils se lient a leurs récepteurs
respectifs. Ceci entraine le déclenchement d’une cascade de signalisation menant a la dégradation du IkB, la
protéine inhibitrice du NF-kB. Les radicaux libres (ROS) peuvent eux aussi mener a la dégradation du IxB et
ainsi activer le NF-kB. Une fois libéré du IkB, le NF-«xB est transloqué au noyau ou il se lie 8 I’A DN pour induire
lexpression de différents génes impliqués dans la réponse inflammatoire qui peuvent aussi a leur tour active le

NF-«xB.
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4.1.5. Les antioxydants cellulaires

4.1.5.1. Les antioxydants non enzymatiques

Différents composés de faibles poids moléculaires participent & la défense antioxydante de

I’organisme.

4.1.5.1.1. Le glutathion

Le glutathion est un tripeptide formé par la condensation d’acide glutamique, de cystéine et de
glycine (126) (Figure 7). Il est synthétis¢é dans le cytosol sous I’action séquenticlle de la
gamma-glutamylcystéine synthétase et de la glutathion synthétase (127). Ce peptide est
hautement abondant dans le cytosol (1-11 mM), dans le noyau (3-15 mM) et dans Ia
mitochondrie (5-11mM) (128).

Le y-L-glutamyl- L-cystéinylglycine existe sous forme réduite (GSH) et sous forme disulfure
(GSSG). GSH est le principal régulateur intracellulaire non enzymatique et posséde un role
protecteur. En effet, il est un cofacteur de plusieurs enzymes détoxifiantes telles que la
glutathion peroxydase (GPx) et la glutathion transférase (128;129). Il participe au transport
des acides aminés a travers la membrane plasmique (128;129). GSH a Ila capacité de
directement pi¢ger le HO et le radical superoxyde, mais aussi de détoxifier indirectement le
H,O; et les peroxydes lipidiques via 1’action catalytique de la GPx (128;129). Ce tripeptide
participe a la régénération de la vitamine E et de la vitamine C sous leurs formes actives. Il
réduit le radical tocophérol directement ou indirectement via la réduction du

semidéhydroascorbate en ascorbate (128;129). Ces réactions menent a la formation de GSSG
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qui est réduit en GSH par la glutathion réductase, une enzyme qui utilise le NADPH provenant
de la voie des pentoses phosphates (130).

La capacité du glutathion a régénérer les antioxydants les plus importants est li¢e a 1’état redox
du couple GSSG-GSH (131). L’environnement redox cellulaire est un facteur métabolique
essentiel pour plusieurs fonctions cellulaires. Il est représenté par la sommation des états redox
des couples oxydoréducteurs les plus abondants dans un milieu biologique (98). La mesure des
concentrations en GSH et GSSG au niveau des compartiments intracellulaires, mais aussi
celles d’autres couples redox tels que NADP-NADPH, déshydroascorbate-ascorbate, permet
d'évaluer I’environnement redox d’une cellule qui varie constamment selon son
environnement, son €tat de fonctionnalité et son développement.. Lorsque le stress oxydant
augmente, 1’équilibre redox est altéré en fonction de GSSG, pouvant étre aussi di a la
diminution de la capacité réductrice de la cellule (130). Il est donc clair que le glutathion est

un acteur important dans I’équilibre redox cellulaire.

Q0
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Figure 7 : Le glutathion. Le glutathion est un tripeptide composé de cystéine, de glutamine et de glycine : y-Glu-Cys-Gly.
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4.1.5.1.2.  L’acide ascorbique

L’acide ascorbique est un antioxydant important des fluides biologiques tels que le plasma
(132;133). La vitamine C existe sous deux conformations : I’acide L-ascorbique (C¢HgOg) ou
sous sa forme oxydée I’acide L-dehydroascorbique. L’acide ascorbique est I’une des vitamines
antioxydantes hydrosolubles les plus importantes en raison de sa capacit¢ a donner des
¢lectrons et d’éliminer les radicaux libres tels que les radicaux peroxyles (134;135).

Une des autres fonctions de 1’ascorbate est de recycler la vitamine E lorsqu’elle se trouve sous
la forme radical tocophéroxyl afin d’éviter la peroxydation lipidique des membranes
cellulaires (136). Le radical ascorbyle obtenu est peu réactif envers les constituants cellulaires
et est ensuite réduit en ascorbate par les thiols tels que le glutathion ainsi que par NADPH
semiascorbyl réductase (137). L’acide ascorbique est un antioxydant important des fluides
biologiques tels que le plasma, mais nécessite un recyclage efficace de sa forme puisque le
plasma seul n’a pas la capacit¢ de réduire I’acide L-déhydroascorbique. En effet, les
érythrocytes ainsi que les neutrophiles réduisent le déhydroascorbate en ascorbate (138;139).
Hormis ses fonctions antioxydantes, I’ascorbate peut développer une activité prooxydante en
raison de sa réactivité avec les métaux comme le fer et le cuivre et donc participer a la
formation de HO", via la réaction de Fenton. Ce phénomeéne bien démontré in vitro n’est pas

retrouvé in vivo ou 'ascorbate semble avoir une activité protectrice (134).

4.1.5.1.3. Lavitamine E

La vitamine E, découverte en 1922, est connue sous le nom de vitamine anti-stérilité¢ puisque
sa déficience a causé la stérilité de rats. La vitamine E est un terme générique qui regroupe 8

isomeres (4 tocophérols et 4 tocotriénols) (140). Le nom tocophérol a été proposé par Evans et
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ses collaborateurs en 1936 et les préfixes a, B, v et 6 ont été utilisés pour distinguer les
différents isoformes (140). L’a-tocophérol représente la forme la plus active in vivo (140). Les
dérivés de I’a-tocophérol différent par le nombre et la position des groupes méthyles au niveau
de I’anneau benzenoide (les B, y et ). Le stéréoisomere naturel de I'a-tocophérol est le 2R,
4’R, 8’R a-tocophérol ou RRR a-tocophérol (140). La vitamine E est apportée par
I’alimentation sous les formes a-tocophérol et y-tocophérol libre ou estérifié et est libérée par
hydrolyse (141).

La vitamine E est connue pour son réle d’antioxydant et est liposoluble. En effet, I'a-
tocophérol neutralise les radicaux peroxyles lipidiques, formés lors de I'attaque des acides
gras polyinsaturés par les radicaux libres et par 'oxygene. Le radical peroxyle formé peut
continuer la propagation de cette chaine via I'attaque de ’atome d’hydrogéne appartenant a
d’autres lipides cibles (réaction 12) (142).

LO, + LH — LOOH + L (réaction 12)

Le radical L' peut réagir avec de ’oxygene pour générer un nouveau radical peroxyle (réaction
13).

L + O, — LOy (réaction 13)

Le role antioxydant de la vitamine E est basé¢ sur la neutralisation du radical peroxyle juste

avant I’attaque d’un autre acide gras polyinsaturé (réaction 14).

LO; + TOH — LOOH + TO™ (réaction 14)

Le tocophérol peut agir avec plusieurs oxydants comme 1’oxygene singulet (143), les radicaux
alkkoxyles (144) et le peroxynitrite (145). Cependant, le y-tocophérol est beaucoup plus

efficace comme antioxydant contre les espéces réactives de nitrogéne. Le cycle redox de I'a-
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tocophérol joue un role important dans la fonction antioxydante des vitamines. En effet, en
milieu hydrosoluble, le glutathion et la vitamine C participent au recyclage du tocophérol via

la réaction suivante (146) :

Vitamine C

Radical tocophéroxyl % Tocophérol (réaction 15)

Glutathion
Le coenzyme Q participe €également au recyclage du tocophérol (réactions 16 et 17) (147).
TO + QH2 — TOH + QH (réaction 16)
TO + QH — TOH + Q (réaction 17)

4.1.5.1.4. Le p-caroténe

Les caroténoides sont présents dans les végétaux et sont des précurseurs de la vitamine A
(148). Il existe plusieurs caroténoides, le P-caroténe, 1’a-caroténe, le y-caroténe et le
cryptoxanthine. Le [-caroténe est le caroténoide le plus abondant et le plus actif
biologiquement. Les caroténoides sont absorbés comme lipides. Des études épidémiologiques
ont suggéré que le B-caroténe pourrait avoir un role dans la prévention du cancer,
indépendamment de son role de précurseur de la vitamine A (149). Cependant, son principal
role est dédié a sa fonction antioxydante. Les caroténoides peuvent neutraliser les radicaux

peroxyles via les réactions suivantes (148) :

CAR + ROO" — CAR™" + ROO" (réaction 18)
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CAR + ROO" — CAR + ROOH (réaction 19)

CAR + ROO" — ROOCAR (réaction 20)

Les caroténoides peuvent également réagir avec I’oxygeéne moléculaire (150) :
CAR + O, — CAROy (réaction 21)

ROOCAR + O; — ROOCARO; (réaction 22)

La réaction des caroténoides avec certains radicaux libres forme CAR™ qui peut induire des
dommages biologiques (151). Il est capable d’oxyder les tyrosines et les cystéines et donc

d’affecter les fonctions des protéines (152).
CAR™+ TyrOH — CAR + TyrO" + H" (réaction 23)
CAR"+ CysH — CAR + Cys + H' (réaction 24)

Cependant, CAR " peut étre recyclé via des réactions impliquant d’autres vitamines, comme la
vitamine E (153) et I'acide ascorbique (154). La vitamine E résultante est recyclée via une
réaction impliquant l'acide ascorbique et le radical ascorbyle, qui lui est recyclé via une

réaction impliquant la NADPH semiascorbylréductase (155).

4.1.5.2. Les antioxydants enzymatiques (Figure 3)

4.1.5.2.1. Les superoxydes dismustases

Les superoxydes dismutases (SODs) sont une famille d’enzymes ubiquitaires et anti-

radicalaires, qui ont pour fonction de catalyser la dismutation de I’anion superoxyde en
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peroxyde d’hydrogéne. Trois SODs ont ¢été caractérisées biochimiquement et

moléculairement.
4.1.5.2.1.1. Superoxyde dismutase 1

La superoxyde dismutase 1 (SODI ou CuZn-SOD) est une enzyme de 32000 Da ayant un Cu
et un Zn au niveau de son centre catalytique. Cette enzyme est localisée dans le cytoplasme,
dans les compartiments nucléaires, mais aussi dans les lysosomes de cellules mammiferes
(156-158). La présence de l'ion cuivre facilite la réaction de dismutation de I’anion
superoxyde du fait de sa capacité a alterner entre son état oxydé et réduit (réactions 25 et 26).
C’est d’ailleurs de cette fagon que cette enzyme est inhibée par certains agents chélateurs (96).

Cuw?*-SOD + O,”— Cu'-SOD + O, (réaction 25)
Cu'-SOD + 0,” + 2H" — Cu**-SOD + H,0; (réaction 26)

Le géne de SODI est localisé sur le chromosome 21 chez I'humain (159). Plus de 90
mutations du géne de SODI sont associées a la sclérose latérale amyotrophique (160).
L’expression de SODI est augmentée par de nombreux agents induisant un stress oxydant tels
que les UVBE, les irradiations X, 1’ozone, 'oxyde nitrique, ’acide arachidonique, le peroxyde
d’hydrogeéne et les chocs thermiques. Cependant, son expression s’est vue étre diminuée dans
les cellules épithéliales alvéolaires de type II suite a ’administration d’une hypoxie. Ceci est
peut étre dli au fait que 1’hypoxie diminue la disponibilit¢ de I'oxygéne puis lactivité de la
chaine de transport des ¢électrons et donc le substrat de I’enzyme c'est-a-dire 1’anion

superoxyde.
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4.1.5.2.1.2. Superoxyde dismutase 2

La manganese superoxyde dismutase appelée aussi superoxyde dismutase 2 (SOD2) et qui a
pour cofacteur le manganése, est synthétisée dans le cytoplasme et est localisée dans la
mitochondrie (161). La SOD2 est un homotétramére ou chacune des sous-unités a un poids
moléculaire de 23 000 Da (162). Cette enzyme joue un rdle dans la différenciation cellulaire
(163) et transforme I’anion superoxyde, un produit de la chaine de transport d’¢lectron, en

peroxyde d’hydrogeéne et en dioxygene (réactions 27 et 28).
Mn**-SOD + 0,” — Mr?"-SOD + O, (réaction 27)
Mn**-SOD + 05" + 2H" — Mn**-SOD + H,0; (réaction 28)

L’importance de la fonction de la SOD2 dans I’organisme a ét¢ démontrée par 1’inactivation
de son géne qui s’est avérée Etre létale pour les souris. En effet, ces souris présentaient des
dommages et une dégénération au niveau du cceur (164). Le polymorphisme de ’alanine-9 est
associ¢ a 'augmentation du risque du cancer du sein, mais aussi au vieillissement prématuré
(165). L’hypothese sous-jacente est que cette mutation pourrait altérer la localisation cellulaire
de cette enzyme, mais aucune évidence ne supporte cette idée.

Différemment de la SODI, la transcription du géne de la SOD2 est activée par de nombreux
agents inflammatoires tels que I'interleukine-1, le lipopolysaccharide, les cytokines et
I’interféron-y (166). Dans de nombreux cancers, ’expression de SOD2 est réduite due a Ila

méthylation de certaines séquences particulicres (167).
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4.1.5.2.1.3. Superoxyde dismutase 3

La superoxyde dismutase (EC-SOD ou SOD3) est moins caractérisée que les autres
dismutases et contient aussi du zinc ainsi que du cuivre. Cet homotétramére de 135 000 Da a
une forte affinité pour I’héparine et a été détecté¢ dans le plasma humain, la lymphe, les
cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses et les fluides cérébrospinaux (168;169).
La SOD3 est restreinte a certains types cellulaires et tissulaires ou son activité peut excéder
celles de la SODI et SOD3. Cette protéine contient un peptide signal ce qui permet de la
diriger vers ces sites d’action. Ceci pourrait donc expliquer son poids moléculaire supérieur a
celuide la SODI.

Le géne de la SOD3 dispose de 40-60 % de similarité avec SODI au niveau des exons, mais
aucune avec SOD2. Le géne SOD3 est localisé sur le chromosome 4 humain (170). Une
substitution de Parginine-213 par une glycine induit ’augmentation de la concentration
plasmatique de SOD3 (171). Ce polymorphisme a ét¢ retrouvé chez les sujets de plusieurs
études, 4% des Suisses (172), 3 % des Australiens (173) et 6% des Japonais (174). Ceci n’est
pas encore trés clair, mais cette mutation pourrait altérer la liaison de I’héparine et la surface
des cellules endothéliales et réduire la liaison des tyrosines protéases. De plus, une mutation
de l'alanine-241 en glycine induit la mutation de la thréonine-40 en alanine (T40A) et
I’inhibition de la mutation de la cystéine-280 en thréonine. La mutation T40A n’a aucun effet

sur I'activité de enzyme ainsique sur la liaison de I’héparine (175).

4.1.5.2.1.4. La catalase

La catalase est une enzyme retrouvée chez tous les organismes. Cette enzyme est ubiquitaire,

mais est fortement exprimée dans le foie et les érythrocytes. Cette enzyme est un tétramere
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composé de 4 chaines polypeptidiques d’environ 500 acides aminés. La catalase contient un
héme porphyrine ce qui lui permet de réagir avec le peroxyde d’hydrogéne (176). En effet, la
catalase est capable de décomposer le peroxyde d’hydrogéne généré par les SODs et les
oxydases en eau (réactions 29 et 30). Le peroxyde d’hydrogeéne interagit avec I’asparagine-147
et I'histidine-74 du site actif de 'enzyme et induit un transfert de proton entre les atomes
d’oxygene. La catalase protege la cellule lors d’un stress oxydant (177). Méme si cette enzyme
n’est pas essentielle pour certains types cellulaires, dans des conditions normales, elle joue un
r6le important contre le stress oxydant. En effet, la survie de rats exposés a de 'oxygene a 100
% est augmentée lorsque des liposomes contenant la SOD et la catalase sont injectés par voie
intraveineuse avant et durant ’exposition a 'oxygene (178). Ceci est expliqué par le fait que
la catalase prévient la consommation d’oxygéne induit par certaines drogues, capture le
peroxyde d’hydrogene et le convertit en eau et oxygeéne (179).

Plusieurs études ont démontré que cette enzyme pouvait étre induite par diverses cytokines
lors d’hyperoxie ainsi que par certains oxydants (180;181). Cependant, certaines études

démontrent des résultats contradictoires (182).

H,0, + Fe(Il)-E — H,0 + O=Fe(IV)-E " (réactions 29)

H,0,+ O=Fe(IV)-E"" — H,0 + Fe(Ill)-E + O, (réactions 30)
4.1.5.2.2. Les Glutathions peroxydases

La glutathion peroxydase est un nom général regroupant une famille d’enzymes tétramériques
ayant une activit¢é peroxydase, c'est-a-dire la réduction de peroxydes. Il existe différents

isoformes codés par des genes différents. Ces enzymes possedent une sélénocystéine au
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niveau de leur site actif sauf la glutathion peroxydase 5 (GPx5) retrouvée chez les rongeurs et

le singe. La GPx6 est uniquement retrouvée chez I’homme (183).

4.1.5.2.2.1. Glutathion peroxydase 1

La glutathion peroxydase 1 (GPx1) fut la premicre sélénoprotéine identifiée. Cette protéine
tétramérique a un poids moléculaire de 22000 — 23000 Da et dispose d’une sélénocystéine
dans chacune de ses sous-unités. Elle est la forme la plus abondante et est retrouvée dans le
cytoplasme. Cette enzyme a une préférence pour le peroxyde d’hydrogene et le convertit en
eau. Cette enzyme métabolise ¢galement les hydroperoxydes des acides gras (LOOH) en eau
et en alcools lipidiques (LOH) (184). Accompagnée de la phospholipase A2, la GPxl1 libére
les acides gras, mais ne peut métaboliser les hydroperoxydes des phospholipides (185). Cette
enzyme agit comme un véhicule de stockage du sélénium, contenant 4 résidus sélénocystéines
(186). L’activité de la GPx1 est souvent discutée en parallele de Iactivité de la glutathion

réductase qui permet de maintenir un approvisionnement en GSH a partir du GSSG.

4.1.5.2.2.2. Glutathion peroxydase 2

La glutathion peroxydase 2 (GPx2) est une enzyme intestinale et présente 65% de similarité de
sa séquence en acides aminés avec GPx1 (187). Cette enzyme est présente au niveau des
cellules recouvrant le tractus gastro-intestinal et est impliquée dans la détoxification des
peroxydes alimentaires (188). En effet, la GPx1 et la GPX2 ont des substrats similaires, c'est-a-
dire la réduction du peroxyde d’hydrogéne, des hydroperoxydes des acides gras, mais pas ceux
des phospholipides. Les souris n’exprimant pas la GPx2 présentent un phénotype normal (189)
tandis que celles invalidées pour GPx1 et GPx2 développent des cancers intestinaux et la

maladie de Crohn (190;191), en présence de bactéries gastro-intestinales.
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4.1.5.2.2.3. Glutathion peroxydase 3

La glutahion peroxydase 3 (GPx3) est une glycoprotéine ayant des fonctions extracellulaires
(192). Cette protéine plasmatique de 23-25 kDa démontre 40-50 % d’homologie avec GPxI
(193). Cette enzyme a des substrats similaires & ceux de la GPxI, mais ne réagit pas avec
I’anticorps GPxl1.

L’ARNm de la GPx3 est retrouvé dans les reins et les cellules épithéliales de tubules (194).
D’autres types cellulaires ont été proposés pour produire la GPx3 en raison de la présence de
son ARNm tels que le cceur, le placenta, les poumons, les cellules gastro-intestinales et la
thyroide (195-198). Les cellules HepG2, la lignée humaine d’adénocarcinome et les Caco 2

synthétisent la GPx3 (199;200)

4.1.5.2.2.4. Glutathion peroxydase 4

La glutathion peroxydase 4 (GPx4) ou GPx hydroperoxyde des phospholipides est la
quatriéme GPx contenant du sélénium et possede 30 a 40 % de similarit¢ avec la GPxl. Ce
monomere de 20-22 kDa réagit avec les hydroperoxydes des phospholipides (201). Cette
enzyme utilise le peroxyde d’hydrogéne ainsi que d’autres hydroperoxydes lipidiques. Sa
structure monomere pourrait lui permettre de se lier avec une gamme plus large de substrat,
contrairement aux autres GPxs tétramériques. D’ailleurs, contrairement aux autres GPx, la
GPx4 peut utiliser une gamme plus large de substrat réduit. Cette enzyme est faiblement
exprimée dans les cellules et est localisée dans le cytosol ainsi que liée aux membranes des
mitochondries et des noyaux (202;203).

Cette enzyme semble essentielle pour 'embryogenese puisque des souris invalidées pour la

forme cytosolique meurent au stade embryonnaire (204). La GPx4 a un role anti-
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inflammatoire puisqu’elle a la capacité¢ d’inhiber la prostaglandine H synthase-2, une enzyme
responsable de la syntheése de PGD2 via la réduction des niveaux d’hydroperoxydes nécessaire
a lactivation de la prostaglandine H synthase-2 (205). La GPx4 mitochondriale a une fonction
antiapoptotique en raison de I'inhibition des hydroperoxydes lipidiques impliqués dans la

libération mitochondriale du cytochrome C (206).

4.1.6. Régulation de la défense antioxydante

L’expression des genes antioxydants est assurée par des facteurs de transcription comme le
«nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 » (Nrf2). Le facteur de transcription Nrf2 est
exprimé dans plusieurs types tissulaires et cellulaires. Il dispose d’un domaine « leucine
zipper » ou glissiere a leucine (207) c'est-a-dire deux hélices alpha reliées par des ponts entre
leurs leucines. La chaine alpha est située a I'extrémité C-terminale de chaque monomere et
contient une région basique (en amont) qui est responsable de la liaison a ' ADN (208) tandis

que la région acide est nécessaire a I’activation de la transcription (207) (Figure 8).



48

' i Transcriptional ] . -
Epioptiotic ."\ctivangn CNC  Basic Leucine zipper

Nrefl N I 2
Nrf3 N[ [
Nrf2 N[ . I

-
INrf2 Binding Domain

INrf2 & Nrf2 Binding Domain
INTR| BTB | IVR | DGR ICTR]
Cul3-Rbx1 Binding Domain

Kaspar JW et al, 2009; 47/9: 1304-1309.

Figure 8: Représentation schématique des domaines du Nrf2 et de Keap 1 (INrf2). Représentation
schématique des différents domaines de Nrf (Nrfl, Nrf2, Nrf3) et INrf2. INrf2, inhibiteur de Nrf2; NTR, région
N-terminale; BTB, vaste broad complex, tramtrack, bric-a-brac; IVR, intervening/linker region; DGR, Kelch

domain/ épétition de diglycine; CTR, région C-terminale.

Le Nrf2 se lie a ’ADN sur une région appelée « élément réponse antioxydant » (ERA) qui
contrdle I’expression basale et inductible des génes antioxydants suite a une exposition aux
xénobiotiques, métaux lourds et rayons UVs (207;209-211). Des analyses ont révélé que le
motif nucléotidique « GTGACA***GC » est la séquence centrale du ERA (212) et que celle-
ciest présente dans les genes activés par le Nrf2 (208;209;213). L’ inhibiteur principal du Nrf2
est INrf2 ou Keapl (Kelch-like ECH-associating protein 1), un dimeére qui permet la rétention
du Nrf2 dans le cytoplasme (214).

Plusieurs mécanismes ont été proposés pour I’activation, par le stress oxydant, de la voie Nfi2-
Keapl (Kelch-like ECH-associating protein 1) ayant pour résultat la suractivation des genes
antioxydants via la séquence ERA (Figure 9). Le premier mécanisme proposé est celui de la

protéine kinase C (PKC) qui, une fois activée par les molécules oxydantes, phosphoryle Nrf2
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au niveau de la sérine 40 pour le libérer de Keap 1 (215). Le second mécanisme consiste en
I’oxydation des cystéines 151, 273 et 288, proposées comme étant les senseurs du stress
oxydant et indispensables a I'activité de Keap 1 (216).

Le pouvoir antioxydant du Nrf2 provient de sa capacité a induire I'expression de geénes
antioxydants lorsqu’il se lie sur la séquence ERA. Parmi ces genes, il ya NQO1 (NAD(P)H :
quinone oxydoréductase 1), GST Ya (Glutathion S transférase Ya) et HO-1 (Héme oxygénase)
(207). Le Nrf2 est donc un activateur des genes antioxydants de phase I1.

Parmi les cibles du Nrf2, certaines sont impliquées dans le métabolisme du glutathion (GSH).
La synthése du GSH dépend des niveaux de cystéine disponibles et de I'activité de ’enzyme
responsable de sa synthése c'est-a-dire la glutamate-cystéine ligase. Un échangeur permet
I’entrée de cystéine dans la cellule, en échange de la sortie d’un glutamate. I1s’agit du systéme
x(-)(c), dont D’expression génique est régulée par I’activation de Nrf2 (217). De plus,
I’expression génique des deux sous-unités de I’enzyme glutamate-cystéine ligase est modulée
par le Nrf2 (218). L’enzyme glutathion synthétase contient également des sites ERA au niveau
de son promoteur, ce qui indique que son expression pourrait étre modulée par le Nrf2 (219).
L’enzyme glutathion peroxydase (GPx) est aussi une cible de Nrf2 puisque dans les cellules
Caco-2, I'expression génique de la GPx est induite par la surexpression de Nrf2 et renversée
par la surexpression de son inhibiteur Keap-1 (220). Dans des cellules épithéliales
pulmonaires, I’invalidation de Keap-1 augmente I’expression génique de la GPx, alors qu’elle
est diminuée par I’invalidation du Nrf2 (221).

L’enzyme glutathion réductase (GR) est é¢galement modulée par le Nrf2. En effet, les cellules
pulmonaires de souris Nrf2”, exposées a de la fumée de cigarette, ont une expression réduite

de la GR (222).
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Le Nrf2 pourrait aussi étre impliqué dans la régulation de I’expression des SODs et de la
catalase (223). En effet, une étude clinique a démontré que I’administration de Prostandim, un

activateur du Nrf2, induit une augmentation de 30% de la SOD et 54% de la catalase (224).
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Figure 9 : Activation des génes antioxydants par le stress oxydant activant Nrf2. Le stress oxydant favorise
lexpression des génes antioxydants en activant le Nrf2 (nuclear factor erythroid-derived 2-like 2). A 1’état basal,
le niveau de Nrf2 libre est trés faible car il forme un complexe avec Keapl et la ligase E3 CUL3-Rbx-1
conduisant a sa dégradation par le protéasome. En situation de stress oxydant, le niveau de Nrf2 libre augmente
car il est dissoci¢ de Keapl. Les molécules Nrf2 entreront ensuite dans le noyau, liront I'¢1ément cis du ARE et
stimuleront l'expression des génes cibles du Nrf2. ARE : élément de réponse antioxydant; CUL3 : Cullin 3; E3:

ubiquitine ligase; Keap1 : Kelch-like ECH-associated protein 1; Rbx-1 : RING box protein 1.

Nrf2 régule également I’expression d’autres facteurs de transcription comme PPARy qui joue
un role central dans le métabolisme en raison de son interaction avec PGC-la (« PPARy
coactivator 1 a) (225;226). PGC-la est impliqué dans la biogenése et la fonction

mitochondriale (227). 11 est également fortement exprimé lors d’un stress oxydant. D’ailleurs,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yu%20ZW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22253942

51

I’expression de plusieurs enzymes antioxydantes telles que SOD, GPx et catalase augmente
parallelement a I’expression de PGC-la. PGC-1 o exerce également un rdle anti-
inflammatoire en raison de son interaction avec les PPARs. En effet, la famille des PPARs est
compos¢ de trois membres PPARa, PPARy and PPARS (ou PPAR B) (228), codés par
différent genes (228). Les PPARs sont des récepteurs nucléaires activés par des ligands
endogenes (acides gras libres, prostaglandines, leucotrienes) ou par des ligands synthétiques
(glitazones, fibrates). Lorsque ces ligands se liens aux domaines lipidiques de liaison des
PPARs une hétérodimérisation se produit avec le RXR (229-231). C’est ainsi, qu’'un
changement conformationnel a lieu induisant une transrépression ou une transactivation des
génes cibles. Durant, la transrépression, le PPAR activé se lie & un facteur de transcription
activant les cytokines, tel que le NF-«kB impliqué dans la réponse inflammatoire (232). C’est
ainsi que PPAR peut inhiber ce processus en bloquant Iinteraction NF-«kB avec les régions
promotrices des genes cibles. Durant la transactivation, le PPAR activé se lie a une séquence
spécifique des génes cibles (233) tels que apo A-I, A-II and A-V, LPL, SR-BI qui sont activés
par PPARa et ADIPOQ ainsi qu” ADRP qui sont activés par PPARy (233). PPARa qui est
abondant dans les tissus comme le foie, les reins, le cceur, le tissu adipeux brun et les
macrophages est impliqué¢ dans le métabolisme lipidique tandis que PPARy, qui est
principalement retrouvé dans le tissu adipeux, les macrophages et le grand intestin est
impliqué dans ’obésité et la résistance a I'insuline (233). Par conséquent, PPARa régule
I’homéostasie lipidique (234) alors que PPARy régule l'adipogénése et I’homéostasie
glucidique (235). Au contraire, PPARS est exprimé ubiquitairement et joue un role crucial
dans les fonctions mitochondriales, 'oxydation des lipides et la sensibilit¢ a I’insuline

(236;237). Les trois types PPARs exhibent des propriétés anti-inflammatoires (238).
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4.1.7. Le stress antioxydant

\

Le stress oxydant est a lorigine de plusieurs pathologies comme les maladies
cardiovasculaires. Plusieurs études ont proposé que lathérosclérose accélérée par le stress
oxydant soit la cause essentielle des affections cardiovasculaires (239). En effet, 'oxydation
des lipoprotéines de faible densit¢ («low density lipoproteins», LDLs) a ét¢ identifiée comme
I’un des premiers mécanismes impliqué dans la pathogenése de I'athérosclérose (240;241).
C’est ainsi que plusieurs études d’interventions de supplémentation en antioxydants ont été
mises en place puisque, théoriquement, les antioxydants tels que la vitamine C, la vitamine A
et la vitamine E, devraient prévenir I'oxydation des LDLs et interrompre le processus
d’athérosclérose.

Malgré cela, ces études de supplémentation n’ont pas donné les résultats escomptés, voire
menés a des effets adverses. En 2004, le Comité de Nutrition de la Société Américaine du
Cceur a rapport¢ que dix, cinq et deux études n’ont démontré aucun effet d’une
supplémentation en vitamine E, B-caroténe ou un mélange des deux, respectivement. Cinq et
trois études ont illustré un effet positif (diminution des infarctus et de ’épaisseur de I'intima)
lors d’une supplémentation en vitamine E et en vitamine C, respectivement. Enfin, plusieurs
¢tudes ont démontré un effet adverse d’une supplémentation en vitamine E (5 études montrant
I’augmentation des accidents cérébraux-vasculaires), en [-carotene (1 étude exposant
I’augmentation de la mortalit¢) et en un mélange des deux vitamines (3 études dévoilant une
augmentation de la mortalité) (242).

C’est ainsi que les termes «paradoxe antioxydant» et «stress antioxydant» sont apparus faisant
référence au stress pouvant étre induit par les antioxydants. Par exemple, plusieurs

polyphénols ont une importante activité antioxydante in vitro, mais sont aussi instables et
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facilement oxydables, ce qui conduit a la formation de peroxyde d’hydrogéne (243). Les
antioxydants ont démontré leur capacité a augmenter la viabilité cellulaire, mais ceci n’est pas
toujours bénéfique, surtout dans le cas des cellules cancéreuses. En effet, en diminuant la
toxicit¢ carcinogeéne, les antioxydants assurent la survie des cellules altérées et, par
conséquent, augmentent I'incidence des cancers. D’ailleurs, plusieurs études d’intervention
ont confirmé cette hypothése. Effectivement, des hommes fumeurs ont ét¢ exposés a une
supplémentation en vitamine E et en B-caroteéne pendant 5 a 8 ans et une augmentation de la
mortalité, probablement due a la prolifération cellulaire, fut observée pour ceux supplémentés
en B-carotene (244).

Les métaux de transition, tel que le fer, jouent un role important dans la production des ROS
en participant a réaction de Fenton. La réaction d’Haber-Weiss, qui implique I’anion
superoxyde, produit également la forme réduite du fer qui, par la suite, participe a la réaction
de Fenton. La présence de fer est donc nécessaire pour la génération du radical hydroxyle,
mais celui-ci est peu disponible dans les systemes biologiques. Cependant, I’anion superoxyde
et certains antioxydants, comme 1’ascorbate, réduisent le fer ferrique (Fe®") en fer ferreux
(Fe*™) qui promeut la réaction de Fenton. Bien que 1’ascorbate soit considéré comme un agent
antioxydant, il peut ainsi devenir pro-oxydant en participant a la génération du radical

hydroxyle.
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4.2. Le stress oxydant et les composantes du syndrome métabolique

4.2.1. L’obésité et le stress oxydant

L’obésité représente le principal facteur menant au syndrome métabolique. Ces dernicres
années, de nombreuses études ont démontré que 1’obésité viscérale est associée a une
inflammation systémique reflétée par I'¢lévation de marqueurs inflammatoires tels que la
Protéine Réactive C (PRC) (245) et le TNF-a (246) qui induit la production d’interleukine-6.
Cette derniére est le premier régulateur de la synthése de la PRC dans le foie, ce qui améne a
un état inflammatoire (247). D’ailleurs, les interleukines pro-inflammatoires sont induites par
le stress oxydant et inversement (124).

De nombreuses études animales ont investigué 1’association du stress oxydant avec 1’obésité.
Des souris KK Ay obéses non diabétiques (7 jours de vie) et obéses diabétiques (13 jours de
vie) exhibant une obésité sévere ont ét€¢ comparées a des souris témoins. Les souris de 7 jours
et 13 jours présentent une augmentation de la peroxydation des lipides dans le plasma, de
I’expression génique de PAI-1, de TNF-a et de la NADPH oxydase dans le tissu adipeux
blanc, par rapport aux souris témoins. Ces mémes souris ont une baisse de ’expression des
génes codant pour la CuZn-SOD, la GPx et la catalase, ainsi qu’une baisse de I'activité totale
des SODs et de la GPx dans le tissu adipeux blanc, par rapport aux souris t¢émoins (248). Le
stress oxydant associ¢ a l'obésité¢ et représenté par l’augmentation de 8-isoprostane, du
TBARS (thiobarbituric acid reactive substance) et du ratio GSSG/GSH chez des rats, est
renversé significativement par I’inhibition de la cyclooxygénase 2 puisque celle-ci induit la

génération d’oxydants lorsqu’elle est activée (249).
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Skalicky J et al. ont réalisé, en 2008, une étude avec 40 sujets adultes obéses dont 20 avec un
syndrome métabolique et 48 témoins, et ont affirmé que les sujets obeses avec un syndrome
métabolique ont une augmentation de la glycémie a jeun, du malondyaldéhyde (MDA), du
ratio GSSG/GSH, de la PRC et de la fibrinogéne2 ainsi qu'une réduction du HDL-cholestérol,
au niveau plasmatique (245). Furukawa et al. ont illustré une corrélation significative entre
I’indice de masse corporelle (IMC) et le tour de taille avec la peroxydation lipidique
représentée par le TBARS plasmatique et la 8-isoprostane urinaire, chez des sujets obeses. De
plus, les niveaux plasmatiques d’adiponectine sont corrélés de fagon inverse avec I'IMC et le
tour de taille (248). Les obeses diabétiques présentent également une augmentation du 8-
isoprostane urinaire, du LDL-oxyd¢ et du TBARS plasmatiques ainsi qu'une diminution du -
caroténe et rétinol plasmatique a jeun et aprés un repas riche en gras (250). Codofier-Franch et
al. ont réalisé une étude avec 60 enfants obeses et 42 non obéses et montrent des niveaux
¢levés de polyamines (précurseur de I’oxyde nitrique) chez les enfants obeses, en corrélation
avec des marqueurs du stress oxydant (MDA sanguin) et du stress nitrosant (spermine
sanguine) (251). Finalement, I’assignation de 40 adultes en surpoids et obéses a une diete de
maintenance du poids, faible ou adéquate en produits laitiers, démontre qu’une dicte adéquate
en produits laitiers diminue le MDA, le LDL-oxydée, le TNF-a, I'interleukine-6, le tour de
taille et accroit I’adiponectine (252).

Ces ¢études mettent en évidence que 1’obésité est associée au stress oxydant. En effet, une
dérégulation du métabolisme des glucides et des lipides expose la cellule a un exces de
nutriments qui sont oxydés par la mitochondrie. Cet excés de nutriment conduit donc a une
oxydation mitochondriale excessive pouvant résulter a la génération d’espéces réactives

dérivées de I'oxygene. De plus, une consommation élevée d’acides gras saturés altére la
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fonction des récepteurs des apolipoprotéines-B. Lorsque le contenu en cholestérol des
hépatocytes est élevé par I'ingestion d'aliments riches en acides gras saturés et en cholestérol,
les récepteurs des LDLs diminuent tandis que les niveaux de LDLs plasmatiques augmentent
(253). Dans ces conditions, les LDLs ne sont pas métabolisées normalement et restent plus
longtemps dans le plasma ou elles sont plus susceptibles d’étre oxydées (254). Les LDLs non
reconnues s’infiltrent dans 1’espace sous-endothélial ou elles induisent I’expression de
molécules d’adhésion et de facteurs chimiotactiques. Les monocytes circulants s’attachent
alors a ’endothélium, migrent dans I’espace sous-endothélial via I’action de cytokines
chimiotactiques, ingerent les lipoprotéines et se différencient en macrophages au niveau de
I’intima vasculaire. Ces macrophages génerent des radicaux libres ce qui convertit les LDLs
modorément oxydées en LDLs hautement oxydées. Ces macrophages captent les LDLs
oxydées via les récepteurs éboueurs (ou «scavengers») et sont transformés en cellules
spumeuses, impliquées dans les Iésions athérosclérotiques (255).

Il en est de méme pour les acides gras polyinsaturés qui sont trés sensibles a la
lipoperoxydation. En effet, les produits de peroxydation lipidique peuvent induire des
réponses cytotoxiques favorisant la génération de ROS et la peroxydation lipidique (256).
L’inflammation, largement présente dans l’obésité, pourrait étre également une source de
production d’especes réactives dérivées de ’oxygeéne, via les macrophages. Actuellement, des
efforts supplémentaires sont encore nécessaires afin de déterminer si le stress oxydant

intervient en amont ou en aval du développement de 1'obésité.
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4.2.2. Le diabeéte et le stress oxydant

Le diabéte de type II (DT2) est également associ€é au stress oxydant, mais aussi avec
I’inflammation. En effet, des cellules endothéliales aortiques humaines exposées a des
concentrations élevées de glucose (22 mmol/L) pendant 5 jours, démontrent une augmentation
de I'expression génique et protéique de la nitrique oxydase synthase, une augmentation de
I’oxyde nitrique mesuré indirectement par la réaction de Griess (quantification du nitrite) ainsi
qu'une augmentation de la production d’anion superoxyde (257). Ces résultats démontrent
qu’une exposition chronique a de fortes concentrations en glucose induit un déséquilibre entre
I’oxyde nitrique et I’anion superoxyde pouvant a l’origine des altérations endothéliales
retrouvées chez les diabétiques.

Des souris transgéniques surexprimant 1’aldose réductase, une enzyme catalysant la
transformation du glucose en sorbitol, présentent une augmentation du flux de glucose a
travers la voie des polyols, une source majeure de stress oxydant, de par la diminution du
glutathion et 'augmentation du MDA (258). En effet, en transformant le glucose en sorbitol,
la surexpression de laldose réductase induit une déplétion du NADPH nécessaire a la
régénération du GSH. Matsunami T ef al. ont démontré que les rats diabétiques présentent un
accroissement du TBARS sanguin, de I’autooxydation du glucose, des ROS et une diminution
de Plactivité de la SOD, au niveau des érythrocytes, du foie, du pancréas et des muscles (259).
Plusieurs études effectuées avec des patients diabétiques, ont montré que le DT2 est associé
avec une augmentation du MDA des fluides subrétinaux (260), des carbonyles protéiques des
fluides subrétinaux (260), de I’excrétion urinaire de la 8-iso-PGF2a (261), du LDL-cholestérol
plasmatique (262), du TNF-a plasmatique (262), de I’interleukine- 1o plasmatique (262) et des

dommages oxydant de I’apolipoprotéine B100 plasmatique (263). Les patients diabétiques
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démontrent une diminution des concentrations plaquettaires de vitamine E et de GPx (264)
ainsiqu’une diminution de ’activité des SODs plasmatiques (262).

Les patients diabétiques sont caractérisés par une hyperglycémie pouvant induire une
augmentation de la production d’anion superoxyde par la chaine de transport d’électrons
mitochondriale. Théoriquement, la présence d’anion superoxyde devrait activer les
superoxydes dimustases puis les autres enzymes antioxydantes. Or, les études présentées ci-
dessus démontrent plutét une diminution de Dlactivité des défenses antioxydantes par un

mécanisme qui est encore inconnu.

4.2.3. L’hypertension et le stress oxydant

L’hypertension semble également associée au stress oxydant puisque des rats hypertendus
présentent une plus grande expression rénale de p47phox et p67phox, deux sous-unités de la
NADPH oxydase (265). Cette enzyme produit de 'anion superoxyde connu pour contribuer a
I’hypertension (266). Une étude réalisée avec des souris surexprimant la NADPH oxydase au
niveau des cellules des muscles lisses vasculaires, a montré que I'infusion d’angiotensine II
augmente I’hypertension (267). Harrison, Griendling et al ont établi que 1’hypertension
induite par Pangiotensine II, chez des rats, est accompagnée du stress oxydant, dans les
vaisseaux sanguins (268;269). De plus, 'administration de superoxyde dismutase réduit la
pression artérielle dans ce modele (270). Ces auteurs ont suggéré que I’augmentation de la
NADPH oxydase est a I'origine de ce stress oxydant. En lien avec cette hypothése, une
augmentation de 1’ingestion de sel augmente la NAPDH oxydase, altére ’activité de la SOD et
cause un stress oxydant méme en I’absence d’hypertension (271). Finalement, plusieurs

auteurs ont illustré que les antioxydants peuvent diminuer la tension artérielle et



I’inflammation chez des animaux hypertendus (106;272-275).
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Tableau 4 : Syndrome métabolique, stress oxydant et inflammation

Pathologies Modeles Conclusion Référen ces
Obésité/Diabéte Souris KKAy obéses non | Peroxydation lipidique, augmentation du H202, de I’expression génique de PAI-1, de TNF-a et | (248)
de type Il diabétiques et diabétiques de la NADPH oxydase.
Diminution de 1’expression génique de la Cu,Zn-SOD, de laPGx et de la catalase. Baisse de
I’activité de la SOD totale et de la GPx.
Obésité Rats Augmentation du 8-isoprostane, du TBARS et diminuwion de GSH/GSSG reversée par | (249)
I’inhibition de COX-2.
Obésité 40 sujets adultes obeses avec | Augmentation du MDA, de la peroxydation lipidique, du ratio GSSG/GSH, de la PRC. (245)
syndrome métabolique Diminution du HDL-cholestérol
Obésité Sujets obeses Corrélation de 'IMC, dutour de taille et de la peroxydation lipidique (TBARS et 8-epi-PGF2a) | (248)
Obésité/Diabete Obeses diabétiques Augmentation du F2-isoprostane, du LDL oxydé et du TBARS. (250)
de type I1 Diminution du 3 caroténe et du rétinol
Obésité Enfants obeses Augmentation de polyamine en corrélation avec les marqueurs du stress oxydant et nitrosant. (251)
Obésité Adultes en surpoids et obéses Dicte adéquate en produits laitiers diminue le MDA, le LDL oxydé¢, le TNF-a et I'IL-6. (252)
Diabéte de type | Cellules endothéliales exposées a | Augmentation de 1’anion superoxyde (257)
11 des [glucose] élevées (22 mM)
Diabete de type | Cellules tubulaires proximales de | Augmentation de la consommation d’oxygeéne en raison du stress oxydant. Inhibition de la | (276)
11 rats nitrique oxydase prévient cette augmentation
Diabéte de type | Souris transgéniques surexprimant | Diminution du GSH, augmentation de la peroxydation lipidique. (258)
11 I’aldose réductase
Diabéte de type | Rats diabétiques Augmentation de TBARS, de I'autooxydation du glucose, et baisse de I’activité SOD totale. (259)
11
Diabete de type | Patients diabétiques Augmentation du MDA, des carbonyles protéiques (260)
11
Diabéte de type | Patients diabétiques Augmentation du 8-iso-PGF2a et de la peroxydation lipidique (261)
11
Diabéte de type | Patients diabétiques Augmentation du LDL-cholestérol, du TNF-o, du 8-isoprostane, de I’IL-1a et du LDL glycée. | (262)
11 Diminution activit¢ SOD plasmatique.
Diabete de type | Patients diabétiques Augmentation des dommages oxydatifs de I'apoB-100 (263)
11
Diabéte de type | Patients diabétiques Augmentation duthromboxane B2, diminution activit¢é GPx cytosolique et vitamine E. (264)
11
Hypertension Rats hypertendus Plus grande expression de p47phox et p67phox (NADPH oxydase) (265)
Hypertension Souris surexprimant la NADPH | Infusion d’angiotensine augmente Ihypertension (267)
oxydase (muscles lisses
vasculaires)
Hypertension Rats mfusés avec angiotensme II Plus grande expression de p22phox et de NoxI. Dimmution de I’expression de la EC-SOD | (277)
rénale.
Hypertension Cellules tubulaires rénales Augmentation de I’0O” et diminution de 'acide nitrique incitent la réabsorption du sodium | (277:278)
menant a une hypertension sodium et volume dépendant
Hypertension Injections intracérébroventriculaire | Diminution de 'hypertension causée par angiotensine II. (279;280)

d’un adénovirus SOD2
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4.3. Résumé

A présent, il est donc clair que les composantes du syndrome métabolique c’est-a-dire
I’obésité, le diabete de type II et ’hypertension sont associées avec un stress oxydant ainsi
quavec une inflammation élevée (tableau 4) et que I’anion superoxyde et le peroxyde
d’hydrogene, controlés par la SOD et les GPx, sont des joueurs clés pouvant expliquer les
phénotypes du syndrome métabolique. En effet, la protéine kinase C est activée par les especes
réactives de 'oxygene telles que le HyO, et 'O~ pour induire, par la suite, ’expression du
TNF-a (281). Le H,0; est également démontré pour étre un inducteur du NF-kB (282;283) qui
régule les génes du TNF-a, IL-1 et IL-6 (284). Le 8 isoprostane est aussi produit a partir des
radicaux libres comme ’anion superoxyde (285). Le MDA est un marqueur de la peroxydation
lipidique, un processus généré par le HO', lui-méme produit a partir du H,O; en présence de
fer ferreux. De plus, plusieurs études ont démontré des altérations des défenses antioxydantes
SOD et GPx (262;264). 11 se pourrait donc qu’une rupture de I’homéostasie du H,O, et de 'O~
puisse induire le syndrome métabolique. Toutefois, le mécanisme amenant a cette
détérioration du syndrome métabolique n’est pas élucidé. A I’heure actuelle, aucune étude ne
s’est intéressée a I'importance des modifications épigénétiques des défenses antioxydantes,

dans un contexte de syndrome métabolique.



62

5. LA METHYLATION DE L’ADN ET LE STRESS OXYDANT

Plusieurs études ont montré I'implication des ROS dans les réactions de méthylation de I'ADN,
dans des conditions physiologiques et pathologiques (286). Il a ét¢ démontré que des niveaux
anormaux de ROS peuvent affecter les mécanismes ¢épigénétiques (287;288). Plus
précisément, lanion superoxyde, participe a ce processus comme un agent nucléophile en
déprotonant la molécule de cytosine en position C-5, ce qui accélere la réaction entre I ADN et
I’intermédiaire S-adénosylméthionine (SAM) chargé positivement (289) (Figure 10). Dans ce
contexte, il a ét¢ montré que les ROS augmentent la méthylation de ’ADN puisque la
production de ROS induites par la noradrénaline augmente la méthylation du promoteur de
PKC (290). Une augmentation de [I’anion superoxyde conduit également a wune
hyperméthylation globale de ADN et stimule I'expression de Dnmtl suivant I'ancrage et le
blocus des mélanocytes (287). En outre, I’hyperméthylation de I'ADN d'un seul des
dinucléotides CpG, a proximité du site de début de transcription, est associée au stress oxydant
en raison d’une faible expression de la SOD, chez des individus adultes nés prématurément
(291). Le H,O, semble tout autant impliqué que lanion superoxyde puisqu’il augmente la
méthylation de RUNX3 (runt-related transcription factor 3) dans des cellules exposées au

H>0,(292) et régule a la hausse DNMT1 dans des cellules cancéreuses (293).
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> Hm‘l' 02'- —. (:, + HOOr

CH3.< + >c'm—> cua.lf.qz—b <-|- CH,-C,,

HOO + 0, ——> HOO + 0,
Afanas'ev I, 5(1), 52-62 (2014)
Figure 10 : Réaction de méthylation de ’ADN impliquant ’anion superoxyde. Le superoxyde peut
déprotoner la molécule de cytosine en position C-5 ce qui accélere la réaction entre 'ADN et la S-
adénosylméthionine chargée positivement (SAM).

Tel qu’expliqué ci-dessus, il est probable qu’une perturbation de 'homéostasie de H,O, et de
I’anion superoxyde, dans le syndrome métabolique, puisse €tre causée par une altération
épigénétique des défenses antioxydantes comme c'est le cas pour le cancer. En effet, 'activité
transcriptionnelle de SOD2 est controlée, pour en partie, par un mécanisme épigénétique, aux
différents stades de développement du cancer humain (294). Il a été suggéré qu’une perte
de Plactivité SOD puisse contribuer a des changements dans la régulation épigénétique, créant
ainsi un cercle vicieux en renforgant une I'instabilité épigénétique (294).

Peu d’articles se sont intéressés aux altérations épigénétiques des défenses antioxydantes dans
le syndrome métabolique excepté Archer et al qui ont montré que des rats hypertendus
présentent une hyperméthylation du promoteur du géne de la SOD2, et que cet effet est reversé
par Padministration de 5-aza-2’-desoxycytidine (295). La 5-aza-2’-desoxycytidine est un
analogue de la desoxycytosine qui inhibe la méthylation de ’ADN nouvellement synthétisé
(296), favorise la dégradation protéosomale de la DNMT1 (297) et est associée avec une faible

expression protéique de la DNMT1 et de la DNMT3b (298).
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Cependant, de nombreux articles ont démontré I’altération des défenses antioxydantes par la
méthylation de ’ADN dans des cas de cancer. En effet, le promoteur de la SOD2 apparait
hyperméthylé au niveau de la lignée cellulaire KAS6/1 humaine de myélome multiple (299),
mais aussi au niveau des cellules épithéliales humaines de poumon A549. Cependant, les
cellules de fibroblastes de poumon embryonnaire humain, MRCS5, démontrent une
hypométhylation de la SOD extracellulaire (300).

La GPx présente aussi des variations de méthylation pour ses différents isoformes puisque les
enzymes GPx3 et GPx7 sont démontrées hyperméthylées dans les cancers, des altérations
reversées par I’administration de 5-aza-2’-desoxycytidine (301-304). Le Nrf2, un facteur de
transcription activant I’expression génique des enzymes antioxydantes de phase II fait
¢galement I’objet d’é¢tude puisqu’il est démontré hyperméthylé chez des souris ayant un cancer
de la prostate (305) tout comme la catalase (306). Finalement, le géne de la glutathion
transférase I est hyperméthylé pour les lignées cellulaires RAJI et MEG-01.

La littérature démontre que 1’épigénétique, plus particulierement la méthylation de I’ ADN, a la
capacit¢ d’altérer I’expression des génes antioxydants tels que la SOD et la GPx ce qui
pourrait conduire au stress oxydant, un processus majeur du syndrome métabolique. Toutefois,
il existe quelques nutriments ayant ’aptitude d’influencer les niveaux de méthylation tels que
les précurseurs du donneur de méthyles (folates, la méthionine et la vitamine B), les
polyphénols comme le epigallocatechin 3-gallate du thé et la génisteine du soya (307-309), le

sé¢lénite (310), I'isothiocyanate (311) et le curcumin (305).
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6. RESUME ET PROBLEMATIQUE

La littérature démontre que I’environnement nutritionnel prénatal ou postnatal peut influencer
la méthylation de I’ADN de génes impliqués dans 1’obésité, le diabéte de type II (DT2) ainsi
que I’hypertension, et conduire au développement du syndrome métabolique. Bien que la
méthylation de ’ADN apparaisse comme un processus majeur dans I’étiologie du syndrome
métabolique, aucune étude ne s’est intéressée a la méthylation des génes avant le
développement du syndrome métabolique. Ainsi, la méthylation de I’ADN servirait de
biomarqueur et aiderait a prévenir les complications du syndrome métabolique.

Par ailleurs, le syndrome métabolique est associé au stress oxydant en raison d’une diminution
des défenses antioxydantes (Figure 11). Aucun mécanisme n’est encore proposé pour
expliquer ces altérations. D’ailleurs, I’association entre le stress oxydant et le syndrome
métabolique n’indique pas si le stress oxydant en est la cause ou la conséquence du syndrome
métabolique. 11 est fort probable que I’anion superoxyde et le peroxyde d’hydrogéne, dont les
niveaux sont contrdlés par la SOD et la GPx, soient centraux dans ce processus et puissent
expliquer les phénotypes du syndrome métabolique. En effet, ils ont la capacité d’affecter les
mécanismes €pigénétiques et ainsi contribuer au développement du syndrome métabolique. Il
est plausible que la méthylation de I’ADN soit responsable de ces dommages puisque
I’ensemble de la littérature propose qu’une modification épigénétique des genes SOD et GPx,

tres tot dans la vie, puisse induire un stress oxydant et finalement le syndrome métabolique.
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NUTRITION

DNA METHYLATION

METABOLIC OXIDATIVE
SYNDROME ' STRESS

INFLAMMATION

Yara et al, 2014
Figure 11 : Schéma de problématique. Relation entre la nutrition, la méthylation de IADN, le stress oxydant et
I’inflammation dans le syndrome métabolique. L’environnement nutritionnel influe sur la méthylation de 'ADN
de génes essentiels et peut conduire au développement du syndrome métabolique. Le stress oxydant et
I'inflammation sont deux composantes majeures du syndrome métabolique et il est possible que la méthylation

d'ADN soit a l'origine de leurs développements.. Un processus réciproque est également possible.
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1. HYPOTHESE

La nutrition est la premiere cause du stress oxydant en début de vie et est impliquée dans la
reprogrammation néonatale ainsi que dans le développement de pathologies comme le
syndrome métabolique. Nous avons donc émis I’hypothése qu’un stress oxydant, tot dans la
vie ou méme plus tardivement, influence des mécanismes €pigénétiques favorisant le maintien
de ce stress et le développement de I'inflammation, durant toute la vie de I'individu. Plus
précisément, ces mécanismes épigénétiques modifient ’expression de plusieurs génes codant
pour des molécules clés de la défense antioxydante pouvant se répercuter sur la balance
oxydants/prooxydants ainsi que sur I'inflammation, deux facteurs impliqués dans le syndrome
métabolique. La démonstration d’un tel processus pourrait mettre en évidence un nouveau
mécanisme épigénétique relatif a la régulation du redox, mais aussi au développement de

nouveaux outils pour le diagnostic précoce du syndrome métabolique.
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2. OBJECTIFS PRINCIPAUX

Volet n°l : Impact du stress oxydant sur ’épigénétique des défenses antioxydantes dans

Pintestin

Les objectifs sont :

1) De veérifier si, in vitro, le stress oxydant qui sera quantifi¢ a 1’aide de I'indicateur
malondialdéhyde et des marqueurs biologiques habituels associés a Iinflammation
(cyclooxygénase-2, interleukine-6, NF-kB et IkB), altere les taux de méthylation de génes
intervenant dans la défense antioxydante, particulierement ceux codant pour les SODs et la
GPX; une perturbation de leur expression affecterait le maintien de la concentration

mtracellulaire de H,O5 ;

2) De valider ’association entre leurs activités protéiques ainsi que leurs expressions géniques

avec les changements épigénétiques.

Plusieurs composés nutritionnels et pharmacologiques seront testés afin d’établir les
mécanismes biochimiques impliqués tels que 1’antioxydant Trolox, un analogue hydrosoluble
de la vitamine E, et la 5’-Aza-2'-desoxycytidine, un agent intervenant dans la déméthylation

de TADN.

Volet n°2 : Impact du stress oxydant de la nutrition parentérale (NP) sur I’épigénétique

La nutrition parentérale (NP) administrée a des cochons d’Inde sera utilisée comme un modele
in vivo de stress oxydant induit par la nutrition. En effet, ces solutions génerent d’importantes

quantités de peroxydes (312). Puisque la DNMT1 contient des cystéines sensibles au redox
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(313;314), ’objectif sera de vérifier si les peroxydes de la NP induisent une hypométhylation

de TADN enraison d’une inhibition oxydative de la DNMT.

Volet n°3 : Impact, chez la souris, du syndrome métabolique induit par une diéte riche
en gras et sucre (HFHS) et de 'inflammation induite par du LPS, sur le stress oxydant et

I’épigénétique.

Une dicte riche en gras et en sucre (HFHS) sera administrée a des souris pendant 4, 6, 8 et 12
semaines pour induire un syndrome métabolique qui sera évalué en mesurant le poids
corporel, la glycémie, I'insulinémie et les lipides. D’un autre co6té, des souris recevront du
lipopolysaccharide (LPS) afin d’induire de I'inflammation. Les objectifs sont donc de vérifier
sila diete HFHS ainsi que le LPS sont associés :

1) A de I'inflammation (cyclooxygénase-2, TNF-a, NF-«B et IkB);

2) A unstress oxydant (malondialdéhyde, acides gras, activités antioxydantes);

3) A des altérations mitochondriales (Bcl-2, Nrf:2, cytochrome C, mtRNA polymerase,

PGC-1a);

4) A des changements épigénétiques.

Le composé¢ pharmacologique, GFT505, un dual agoniste de PPARa et PPARS, sera

¢galement évalué afin d’identifier les mécanismes biochimiques impliqués.
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3. ARTICLES SCIENTIFIQUES

3.1. Atrticle 1

Sabrina Yara, Jean-Claude Lavoie, Jean-Francois Beaulieu, Edgard Delvin, Devendra Amre,

Valerie Marcil, Ernest Seidman and Emile Levy. Iron-ascorbate-mediated lipid peroxidation

causes epigenetic changes in the antioxidant defense in intestinal epithelial cells: impact on

inflammation. Plos One. 2013; 8(5): €63456.

3.1.1. Apport original et contribution

Cet article confirme que le stress oxydant et I’inflammation induits par le complexe fer-
ascorbate sont associés a des changements épigénétiques de la défense antioxydante et que
I’ajout de 5-Aza-2'-deoxycytidine, un agent déméthylant, et/ou de I’antioxydant Trolox

antioxydant prévient ces effets.

En tant que premier auteur ma contribution a ét¢ majeure. En effet, sous la supervision du Dr
Levy, j’ai participé aux choix et a la réalisation des expériences, mais aussi a la rédaction et la
révision de I'article. Le Dr Beaulieu a fourni les cellules Caco-2/15 en plus de contribuer aux
discussions des mécanismes. Les autres coauteurs (Dr Lavoie, Dr Delvin, Dr Amre, Dre
Marcil et Dr Seidman) ont contribué par leurs commentaires ainsi que leurs suggestions, et ont

participé a la révision du manuscrit.
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ABSRACT

The gastrointestinal tract is frequently exposed to noxious stimuli that may cause oxidative
stress, inflammation and injury. Intraluminal pro-oxidants from ingested nutrients especially
iron salts and ascorbic acid frequently consumed together, can lead to catalytic formation of
oxygen-derived free radicals that ultimately overwhelm the cellular antioxidant defense and
lead to cell damage. Hypothesis: Since the mechanisms remain sketchy, efforts have been
exerted to evaluate the role of epigenetics in modulating components of endogenous
enzymatic antioxidants in the intestine. To this end, Caco-2/15 cells were exposed to the ron-
ascorbate oxygen radical-generating system. Results: Fe/Asc induced a significant increase in
lipid peroxidation as reflected by the elevated formation of malondialdehyde along with the
alteration of antioxidant defense as evidenced by raised superoxide dismutase 2 (SOD2) and
diminished glutathione peroxidase (GPx) activities and genes. Consequently, there was an up-
regulation of inflammatory processes illustrated by the activation of NF-xB transcription
factor, the higher production of interleukin-6 and cycloxygenase-2 as well as the decrease of
IxB. Assessment of promoter’s methylation revealed decreased levels for SOD2 and increased
degree for GPx2. On the other hand, pre-incubation of Caco-2/15 cells with 5-Aza-2'-
deoxycytidine, a demethylating agent, or Trolox antioxidant normalized the activities of SOD2
and GPx, reduced lipid peroxidation and prevented inflammation. Conclusion: Redox and
inflammatory modifications in response to Fe/Asc -mediated lipid peroxidation may implicate

epigenetic methylation.
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INTRODUCTION

Reactive Oxygen Species (ROS) are by-products of normal aerobic metabolism. Various
studies have evidenced their effectiveness as important signaling molecules that modulate
gene expression, cell growth and survival, as well as oxygen sensing in various cell types
[1,2]. However, their excessive formation leads to lasting oxidative stress (OxS), characterized
by an imbalance between oxidant-producing systems and antioxidant defense mechanisms,
which can trigger cell damage by oxidizing macromolecular structures (lipids, proteins and
DNA) and causes cell death [3]. Thus, depending on their cell concentrations, ROS can act as
either beneficial or harmful biological agents that contribute to the development of chronic
diseases, including osteoporosis, type 2 diabetes, neurodegenerative, cardiovascular disorders,

and cancer [4].

Normally, cells struggle to efficiently remove ROS in order to avoid deleterious effects. To
this end, several enzymes metabolize reactive species and theirr byproducts, thereby reducing
OxS. For example, the superoxide dismutase enzyme (SOD) acts as an endogenous cellular
defense system that converts superoxide anion into oxygen and hydrogen peroxide, with the
latter being further detoxified by catalase and glutathione peroxidase (GPx). Variation in their
genes may impact their enzymatic antioxidant activity and, thus, the ability to scavenge,
neutralize and remove reactive species, to inhibit oxidative chain reactions, chelate reactive
metals and repar damage to biological molecules. For example, single nucleotide
polymorphisms in genes that code for endogenous antioxidant enzymes or proteins involved in
dietary antioxidant uptake and utilization may have a direct impact on the ability to manage

OxS and prevent subsequent disease development in humans [5-7]. Individual genetic



75

variation may also influence dietary antioxidant status in a fashion of gene-diet interactions
and, consequently, the body’s ability to manage OxS [8].

Recent data in the turning on/off of genes and gene regulation in organism proteins have
converged with the discoveries of epigenetic mechanisms. In fact, epigenetic modifications of
DNA alter gene expression profiles, and phenotypes as well as portions of the DNA that are
transcribed can be turned on or off depending on the epigenetic modifications physically
acting at specific loci of the genome. It has already been demonstrated that environmental
exposures, such as diets, tobacco and alcohol use, physical activity, OxS and exposure to
chemical carcinogens can influence the epigenome [9—11]. Although the information is still
very limited, it seems that the endogenous antioxidants are not immune to this type of
regulation. Notably, SOD2 transcriptional activity may be controlled at least in part via
epigenetic mechanisms at different stages in the development of human cancer by processes
that include histone methylation, histone acetylation and DNA methylation [12,13]. Similarly,
hypermethylation of GPx promoter is frequently observed in a wide spectrum of human
malignancies [14].

Growing attention is being paid to the implication of OxS in various intestinal disorders.
Marked increase of ROS may contribute to disruption of the intestinal epithelial barrier and
the subsequent development of systemic inflammation by enabling influx of endotoxin and
other noxious luminal contents into the systemic circulation as it is the case for chronic kidney
disease [15], cystic fibrosis [16] and inflammatory bowel diseases [17]. Mucosal antioxidant
defense is altered as very often evidenced by attenuated redox status that contributes to disease
progression and exacerbation of the pathological states [18]. Accordingly, obesity- and

diabetes-associated inflammation and intestinal lipoprotein overproduction may be related to
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local OxS involving weak antioxidant defense [19,20]. Under all these pathophysiological
conditions, a substantial lowering was recorded in endogenous antioxidants, including SODs
and GPx [16,21-23]. In light of these numerous findings, understanding the regulation of
intestinal endogenous enzymatic antioxidants is of the utmost importance since they provide
solid protection against stress-induced diseases. In particular, it has not been established
whether OxS alters the antioxidant status by acting on the epigenetic machinery, more
specifically the DNA-methylation pathway. To tackle this issue, we evaluated how the iron-
ascorbate (Fe/Asc) oxygen radical-generating system modulated SOD2 and GPx enzymes in
the Caco-2/15 cell line, a reliable human intestinal model. We examined whether regulatory
changes in SOD2 and GPx2 expression are attributable to epigenetic mechanisms. Evidence
for the contribution of methylation of cytosines within CpG sites in their DNA was tested by
measuring their activities and by using the demethylation agent 5-Aza-2'-deoxycytidine (5-

AZA).
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MATERIAL AND METHODS

Cell culture and treatments

The human epithelial colorectal adenocarcinoma Caco-2/15 cell line, a stable clone of the
parent Caco-2 cells (American Type Culture Collection, Rockville, MD), was obtained from
Dr. JF Beaulieu (Department of Cellular Biology, Faculty of Medicine, Universit¢ de
Sherbrooke, Sherbrooke, Quebec, Canada). Caco-2/15 cells were grown at 37°C with 5% CO,
in minimal essential medium (MEM) (GIBCO-BRL, Grand Island, NY) containing 1%
penicillin-streptomycin, 1% MEM nonessential amino acids (GIBCO-BRL) and supplemented
with 10% decomplemented fetal bovine serum (FBS) (Flow, McLean, VA) as described
previously [24—27]. Caco-2/15 cells (passages 20-25) were maintained in T-75 cm2 flasks
(Coming Glass Works, Corning, NY) and were split (1:5) when they reached 80-90%
confluence by using 0.05% trypsin-0.5 mM EDTA (GIBCO-BRL). For individual
experiments, cells were plated at a density of 5 x 10° cells/well on 6-well plate with flat
bottom (Costar, Cambridge, MA), in MEM containing 10% FBS and grown for 2 days. Before
exposure to Fe/Asc (200 uM/2 mM) for 6 h at 37°C, Caco-2/15 cells were pre-incubated with
0.25 mM 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid (Trolox), with ethanol as
a vehicle, for 24 h. Four experimental cell groups were considered: control (with 0.25 mM
ethanolas a vehicle), Fe/Asc (to induce OxS), Trolox (as antioxidant) and Trolox + Fe/Asc (to
assess the direct contribution of OxS via its neutralisation by the antioxidant). For the studies
of DNA methylation, Caco-2/15 cells were pre-incubated with 5-AZA at a concentration of 10
uM [28] for 54 h [28,29], and 5 experimental cell groups were established: control (with

ethanol as a vehicle), 5-AZA (to preclude methylation), Fe/Asct+5-AZA (to prevent


http://en.wikipedia.org/wiki/Epithelium
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methylation in the presence of OxS), Trolox+5-AZA (to evalvate the combined effect of
antioxidant and demethylating agent), and Fe/Asct+Trolox+5-AZA (to evaluate the combined

effect of antioxidant and demethylating agent in the presence of OxS).

Cellular viability assays

Cellular proliferation and viability were evaluated using the 3-(4,5-dimethyldiazol-2-yl)-2,5
diphenyl Tetrazolium Bromide (MTT, Sigma) assay. At the end of cell incubation, the
medium was aspirated and replaced with an MTT solution (0.5 mg/mL) and cells were
incubated for 2 h at 37°C with 5% CO; to allow MTT oxidation by the succinate
dehydrogenase enzyme in viable cells. The MTT solution was then aspirated and 500 ul of
dimethyl sulfoxide was added to each well to dissolve the resulting blue formazan crystals.

The absorbance was measured at 535 nm with DMSO as a blank.

Lipid peroxidation markers

Lipid peroxidation was estimated by measuring the release of free malondialdehyde (MDA)
from Caco-2/15 cells in the culture medium by HPLC as described previously [24-26].
Proteins were first precipitated with a 10% sodium tungstate solution (Sigma). The protein-
free supernatants then reacted with an equivalent volume of 0.5% (wt/v) thiobarbituric acid
solution (Sigma) at 95°C for 60 min. After cooling to room temperature, the pink chromogene
[(thiobarbituric acid) 2-MDA] was extracted with 1-butanol and dried over a stream of
nitrogen at 37°C. The dry extract was then resuspended in a potassium dihydrogen phosphate-
methanol mobile phase (7030, pH 7.0) before MDA determination by HPLC with

fluorescence detection.
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Western Blotting

To determine the protein expression of cyclooxygenase-2 (COX-2), IkB, nuclear factor-xB
(NF-xB) and interleukin (IL)-6, Caco-2/15 cells were collected in mammalian protein
extraction reagent (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL) containing a mixture of
antiproteases (Roche Diagnostics, Laval, QC). Cells were sonicated (five burst) and
centrifuged at 15,000 x g for five minutes at 4°C and the supernatant was transferred to a fresh
tube. The protein concentration of each sample was determined by Bradford assay (Bio-Rad,
Mississauga, ON). Proteins (30 pg) were denatured at 95°C for 5 min in sodium dodecyl
sulfate (SDS), dithiothreitol and P-mercaptoethanol-containing sample buffer, separated on a
12% gradient SDS/PAGE, and electroblotted onto Hybond-C Extra nitrocellulose membranes
(Amersham) in 192 mM glycine and 25 mM Tris-base. Membranes were then blocked for 60
min at room temperature with solution containing 50 mM Tris-base, 150 mM sodium chloride
(NaCl), 0.1% Tween and 5% non-fat dry milk. The different primary antibodies were added as
follow: 1:1000 rabbit anti-COX-2 (74 kDa; Novus, Oakville, ON), 1:5000 goat anti-NF-«xB
(65 kDa; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), 1:5000 rabbit anti-IkBa (39 kDa; Cell
signaling, Beverly, MA) and 1:500 mouse anti-IL-6 (25 kDa; R&D Systems, Minneapolis,
MN). After overnight incubation, species-specific horseradish peroxidase-conjugated
secondary antibodies (Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine) were added for 1 h at room
temperature to detect the primary antibodies. The B-actin protein expression was determined to
confirm equal loading (Fermentas, Glen Burie, Maryland). Protein mass was quantified using
an HP Scanjet scanner equipped with a transparency adapter and the UN-SCAN-IT gel

6.1software.
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Enzymatic activity of endogenous antioxidant enzymes

The activities of SOD2, GPx and G-Red was measured as described previously [26]. Briefly,
Caco-2/15 cells were harvested in hypotonic lysis buffer (10 mM HEPES, 1.5 mM MgCl, 10
mM KCI 0.5 mM DTT, and 0.2 mM PMSF). Total SOD2 activity was determined as
described by McCord et al [30]. Briefly, superoxide radicals (O,") were generated by the
addition of xanthine and xanthine oxidase, and oxidation of the SOD assay cocktail was
followed using a spectrophotometer at 550 nm for 5 min. The same reaction was repeated with
addition of the sample, and the SOD assay cocktail was less oxidized because of the SOD
activity in the sample. Total SOD activity was then calculated in the presence or absence of

potassium cyanide (1 mM) that allows defining the contribution of MnSOD activity.

For GPx activity, aliquots of cell homogenates were added to a PBS buffer containing 10 mM
GSH, 0.1 U of G-Red, and 2 mM NADPH with 1.5% H,O, to iitiate the reaction.

Absorbance was monitored every 30 s at 340 nm for 5 min.

For G-Red activity, cell homogenates were added to a PBS buffer containing 2 mM NADPH
and 10 mM GSSG to initiate the reaction. Absorbance was monitored every 30 s at 340 nm for

5 min.
RNA isolation and reverse transcription

Total RNA was extracted from Caco-2/15 cells using TRIzol reagent (Invitrogen), and its
amount was determined by spectrophotometer. Moloney murine leukemia virus reverse
transcriptase (Invitrogen) was used to obtain ¢cDNA according to the manufacturer's
instructions. Reverse transcription lasted 50 min at 37°C, and a quantity of 1 pg total RNA

was added in each reaction.
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Determination of mRNA by PCR

cDNA was amplified by PCR using a Tag polymerase (Feldan Bio, Quebec, QC, Canada)
according to the manufacturer's instructions. Briefly, 20-28 cycles of amplification were used
at 95°C for 30 s, annealing temperature for 30 s, and 72°C for 30 s. The primers used for the
SOD2 amplification were: sense primer 5’-CGACCTGCCCTACGACTACG-3’ and antisense
primer 5’-TGACCACCACCATTGAACTT-3’. Annealing temperature was 58°C and 22
cycles were used to obtain amplicon (198 bp). The primers used for the GPx amplification
were: 5’-TTCGCTCTGAGGCACAACC-3’ and antisense primer 5’-
ACAGGGCTCCAAATGATGAG-3’. Annealing temperature was 58°C and 28 cycles were
used to obtain amplicon (151 bp). PCR was performed using the UNO II thermocycler
(Biometra). Amplicons were visualized on standard ethidium bromide-stained agarose gels.
The number of amplification cycles corresponds to the linear portion of the exponential phase,
as determined in preliminary experiments. Fold induction was calculated using GAPDH as a
housekeeping gene, and quantification was determined with the software UN-SCAN-IT gel

6.1.

Genomic DNA isolation and bisulfite modification
DNA was isolated and modified (unmethylated cytosines) employing the EZ DNA
Methylation-Direct Kit (Zymo Research, Irvine, CA) according to the manufacturer’s

structions.
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Polymerase chain reaction of bisulfite-treated DNA

Two sequential PCRs were performed to amplify the modified DNA fragments of interest
[31,32]. 1 pl of modified DNA was used in the first PCR (a) and 1 pl of PCR product was
used in the subsequent PCR (b). The primers used for the SOD2 amplification were: sense
primer 5’-GTA TTT TTA GGG G[C/T]G GAT [C/TIGG AGG TAG GGT TT-3" and
antisense primer 5’-CCA AAC CC[A/G] ATA C[A/G]A CCA CTA TC[A/G] CCA TTA C-
3’, sense primer 5°-GGG T[C/T]G TAT TAA TTT TA[C/T] GGG GGT AGG GGT-3’ and
antisense primer 5’-AAC CCC TTA CCC CTT AAA AC[A/G] TAA CC[A/G] AAT CCC-3’
Conditions for the first PCR (a) were: initial enzyme activation at 95°C for 5 min followed by
35 cycles at 94°C 1 min for denaturation, annealing at 55°C for 1 min and extension at 72°C
for 1 min, and final extension at 72°C for 10 min. For the second PCR (b), the same conditions
were used. The PCR reaction of 50 pl contained 10 x CoralLoad PCR buffer (Qiagen,
Toronto, Ontario, Canada), 25 mM MgCl,, 200 uM of each dNTP, 0.5 uM of each primer and
2.5 units HotStarTaq DN A polymerase (Qiagen, Toronto, Ontario, Canada).

A volume of 1 pl of modified DNA and the following primers were used for GPx2 promoter
amplification. Sense primer 5’-GAG AAG AA[C/T] GTG AAT AGG AAT PGX2-3’ and
antisense primer 5’-CA ATA AAA ACC ATA ATA AAA C[A/G]C-3’._PCR conditions and
reactions were the same as those described above except the annealing temperature that was
54°C.

Statistical analysis

All values are expressed as the mean = SEM. The data were analysed by ANOVA with Prism
5.01 (GraphPad Software) and the differences between the means were assessed post-hoc

using Tukey’s test.
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RESULTS

Cellular viability following various treatments

Caco-2/15 cell viability was not affected by the addition of the various treatments. Therefore,
it could be concluded that our experimental conditions, including the use of Fe/Asc, 5’-AZA
or combination of both, did not exert any cytotoxic effects on Caco-2/15 cells following a 6h-

incubation (Figure 1).

Malondialdehyde production following Fe/Asc treatment

Before evaluating the impact of OxS on various cellular processes, we assessed the
effectiveness of Fe/Asc in initiating lipid peroxidation after incubation with Caco-2/15 cells.
At the end of a 6h-culture period, the degree of lipid peroxidation was determined by
measuring MDA in cells. As illustrated in Figure 2, Fe/Asc induced a significant increase in
MDA levels above baseline values compared with control cells. The concentration of MDA
was 20-fold higher in cells supplemented with Fe/Asc compared to untreated cells. Pre-
incubation with the strong antioxidant Trolox markedly limited the production of MDA and
displayed the ability to maintain MDA concentration near baseline values, providing direct

evidence for the ability of the Fe/Asc system to provoke profound lipid peroxidation.

Inflammation induction in response to Fe/Asc exposition
Since inflammation and OxS are closely associated, we examined the protein expression of
NF-xB, a powerful transcription factor endowed with the high capacity to activate the

inflammatory pathway. We also assessed the protein expression of IxB that prevents NF-kB



84

translocation to nucleus for transcription activation of pro-inflammatory genes. Western Blot
analysis revealed a marked rise of NF-kB protein (Figure 3A) and decrease of IkB (Figure 3B)
protein expression following incubation of Caco-2/15 cells with Fe/Asc. Consequently, the
NF-kB/IkB protein ratio was higher (Figure 3C) in experimental cells in comparison with
control cells. Nevertheless, pre-incubation with Trolox restored both of them to control levels.
As expected from the NF-«kB data, measurement of the cytokine IL-6, a pro-inflammatory
component produced by cells in response to injury, revealed the same trend of increase (Figure
4A). We finally noted in Caco-2/15 cells, incubated with Fe/Asc, higher levels of COX-2
(Figure 4B), a highly regulated enzyme that catalyzes the production of prostaglandins under
pathologic conditions. COX-2 values returned to normal with the administration of Trolox
(Figure 4B). Overall, these results provide direct evidence for the ability of the Fe/Asc system

to provoke not only lipid peroxidation, but also inflammation in intestinal epithelial cells.

Profile of endogenous antioxidants following Fe/Asc administration

Since cells have developed an enzymatic antioxidant pathway against free radicals and ROS,
which are generated during oxidative metabolism, we first measured the activity of SOD2 that
converts superoxide anion to hydrogen peroxide. The treatment of Caco-2/15 cells with
Fe/Asc led to a significant elevation of the SOD2 activity (Figure 5A). Addition of the
antioxidant Trolox cancels the effects of Fe/Asc. The next experiments aimed to assess the
anti-oxidative response of GPx, an important enzyme that catalyzes the conversion of
hydrogen peroxide to water. The addition of Fe/Asc to Caco-2/15 cells induced a significant
decrease in GPx activity (Figure 5B). Addition of the antioxidant Trolox cancels the effects of

Fe/Asc. We finally measured glutathione reductase (GR) that reduces glutathione disulfide to
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the sulthydryl form. No significant changes were found when Caco-2/15 cells were treated

with Fe/Asc (Figure 5C).

SOD2 and GPX gene expression following Fe/Asc exposition

The mRNA expression of antioxidant genes SOD and GPX was analyzed to determine
whether it presented the same trend as the enzymatic activities. The treatment of Caco-2/15
cells with Fe/Asc led to a significant elevation of the SOD2 transcript (Figure 6 A) and marked
decrease of the GPx transcript (Figure 6B). Addition of the antioxidant Trolox suppressed the

modulatory effects of Fe/Asc.

SOD2 and GPX2 promoter methylation following Fe/Asc exposition

As Fe/Asc induced a rise in SOD2 activity in Caco-2/15 cells, we sought to investigate
whether potential mechanisms implicate DNA methylation. Exposure of Caco-2/15 cells to
Fe/Asc oxygen radical-generating system decreased methylation of the SOD2 promoter (44 %
less compared to controls). Pre-incubation with Trolox before the addition of Fe/Asc almost
maintained the SOD2 promoter methylation at the level of controls (Figure 7A). Conversely,
GPx, promoter was more methylated when Caco-2/15 cells were treated with Fe/Asc (18 %
more compared to controls). Once again, Trolox prevented the increase in the GPX, promoter
methylation caused by the addition of Fe/Asc (Figure 7B). These results demonstrate that
Fe/Asc-mediated OxS alters DNA methylation modulation of SOD2 and GPx2 genes in

opposite fashion.

Reactivation of SOD2 and GPx2 expression after treatment with 5-Aza-2"-deoxycytidine
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We treated Caco-2/15 cells with 5-AZA, a strong demethylating agent to determine whether
the activity of SOD2 and GPx2 as well as their DNA methylation, could be reactivated. As
shown in Figures 5D and 5E, the activity of both enzymes was re-established at the same level
of control cells after treatment with 5-AZA. In parallel, 5-AZA restored gene expression
(Figures 6C and 6D) and the DNA methylation (Figures 7C and 7D) of these antioxidants and
counteracted all the Fe/Asc effects. Moreover, it resulted in the substantial reduction of MDA,
but without a complete neutralization of lipid peroxidation (Figure 2), the prevention of NF-
kB increase (Figure 3D) and IkB decrease (Figure 3E) protein expression as well as in
normalization of NF-kB/ IkB ratio (Figure 3F), IL-6 and COX-2 protein expression (Figures
4C and 4D). Interestingly, the combination of Trolox and 5-AZA was more effective in

reducing MDA levels (Figure 2).
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DISCUSSION

Lipid peroxides are a major source of dietary oxidants of mutagenic or carcinogenic potential
that are of nutritional and toxicological importance [33,34]. In addition, the intestine is
exposed to intraluminal oxidants from catalase-negative bacteria to oxidase-producing
desquamated cells (e.g. xanthine oxidase) that amplify the generation of free radicals, and to
hypothiocyanous acid-containing saliva (formed from the interaction between salivary
peroxidases with H»O, and thiocyanate), which may increase luminal reactive oxygen
metabolite content [35,36]. Clearly, the ingestion and/or occurrence of peroxides may have
implications for human health, particularly in the long term since they may cause transient or
permanent damage to cellular constituents, including nucleic acids, proteins, lipids, and
membranes [37—39]. By virtue of their ability to generate oxyradicals, lipid peroxides are able
to initiate degenerative processes and promote digestive system disorders, such as
inflammation and cancer [40,41]. The presence of potent cellular detoxification systems
minimizes radical generation, terminates radical processes, and repairs damaged
macromolecules [42]. Nevertheless, the mechanisms involved in these metabolic
derangements remain obscure and warrant further studies. In the present investigation, we
succeeded in achieving a reliable model of cellular lipid peroxidation and inflammation using
Caco-2/15 cells and Fe/Asc oxygen radical-generating system that modified the activity of
SOD2 and GPx enzymes. Scrutiny in the molecular mechanisms revealed the regulatory action
of epigenetic mechanisms that functionally changed methylation of promoter CpG islands of
SOD and GPx genes. The use of the Trolox and 5-AZA, as antioxidant and demethylating
agents, respectively, confirmed the implication of lipid peroxidation and epigenetics processes

since they alleviated MDA and methylation magnitude while limiting inflammatory extent.
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To evaluate the influence of lipid peroxidation on the antioxidant defense in the current study,
we used the Caco-2/15 cell line that spontaneously differentiates into polarized mature
enterocytes, expresses several morphological and functional characteristics of the small
intestine under standard culture conditions, and lends itself to the in vitro study of human gut
in view of its efficient intestinal transport processes [25,43—46]. Caco-2/15 cell monolayers
have been, by far, the most utilized cell model to predict the flux ofdrugs across human small
intestinal tissue [47,48]. They have also been demonstrated to be extremely useful for the
screening of antioxidant defense, OxS, inflammation and intestinal barrier as highlighted by
various groups [49-51] and our own laboratory [25-27,52]. The Caco-2/15 cells develop
structural characteristics like those of a small intestinal enterocyte epithelium [53] and share
functional similarities with enterocytes as a model to examine oral absorption [54], providing
an alternative to the use of other intestinal models [55]. In order to induce robust lipid
peroxidation, we used the complex of iron-ascorbate, since iron causes oxidative damage to
biological macromolecules, alters the intracellular redox environment and is involved in
numerous pathological states [25,56—60], whereas ascorbic acid can amplify the oxidative
potential of iron by promoting metal ion-induced lipid peroxidation [61]. It is noteworthy that
the iron dose used in the current study is comparable with normal iron concentration in the gut
[62]. We have extensively used iron/ascorbate as a strong oxygen-radical generating system in
our previous studies. To provide only few examples, we could document the ability of these
combined molecules to (i) initiate sturdy lipid peroxidation in native cell membranes thereby
affecting regulatory enzymes [63]; (ii) disturb the assembly and secretion of lipoproteins,
thereby resulting in abnormal lipid transport [61,64]; (iii) provoke inflammatory reactions in

intestinal cells [65]; (iv) induce various dysregulations [24—26,66]; and (v) produce harmful
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effects on mitochondrial function and DNA integrity [27]. Before performing many of these
studies, we examined the impact of Fe/Asc on lipid peroxidation as a function of concentration
and incubation periods [65]. In addition, relevant studies from our laboratory demonstrated
that a 6h-period is sufficient to induce inflammation by Fe/Asc [26,27,52]. The deteriorations
resulting from the exposure of Caco-2/15 cells to Fe/Asc are probably attributable to OxS,
because the addition of the Trolox antioxidant simultaneously alleviated, without totally
preventing, the occurrence of lipid peroxidation along with inflammation relief. Trolox was
selected as an antioxidant because it represents a powerful agent inhibiting iron-mediated OxS
and does not have any toxic effects on Caco-2/15 cell culture [67]. However, the incomplete
neutralization of lipid peroxidation may be due to the insufficient efficiency of Trolox to
scavenge the diversity of fiee radicals.

Since NF-«B is a redox-sensitive transcription factor that can be altered by OxS, we tested the
expression of its subunits. We found that upon Fe/Asc -mediated lipid peroxidation, Caco-2/15
cells exhibited an activation of NF-kB in view of the increased expression of the p50/p65
heterodimer and decreased expression of IxB. In intestinal epithelial cells, the inflammatory
response is largely controlled through regulation of the transcription nuclear factor NF-«B,
which exists primarily in the cytosol as a pS0/p65 heterodimer complexed with its inhibitor
protein IkB. Activation of the IkB kinase complex by numerous stimuli leads to the
phosphorylation of IkB, causing its dissociation from the NF-«xB heterodimer and subsequent
degradation by the proteasome. Loss of IkB reveals a nuclear localization sequence on the NF-
kB heterodimer that allows its rapid translocation to the nucleus and facilitates transcription of
pro-inflammatory proteins [68]. In our experiments, the pro-oxidant Fe/Asc system was

capable of decreasing IkB protein expression directly in line with the hypothesis that the
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release and translocation of p50/p65 heterodimer to the nucleus take place, which may trigger
the trans-activation of the inflammatory IL-6 gene. Apparently, Fe/Asc-mediated lipid
peroxidation led to amplification of the inflammatory response in Caco-2/15 cells given the
activation of COX-2 that catalyzes the formation of prostaglandins from arachidonic acid and
is found in high levels in inflammatory state [69,70].

We reasoned that excessive lipid peroxidation caused by Fe/Asc treatment in Caco-2/15
overwhelmed the antioxidant defense. Indeed, we noted activity stimulation of SOD2, the
antioxidant defense that catalyzes the dismutation of the superoxide radical into hydrogen
peroxide, which is generally converted to water by GPx. Our experiments showed an up-
regulation of SOD2 activity along with a down-regulation of GPx while GR activity remained
unchanged. Validation was obtained by RT-PCR that reveals the same trend of mRNA
expression, suggesting an upstream transcriptional regulation. Of note, previous studies have
reported that H,O, accumulation could inhibit GPx [71], activate kinases capable of
phosphorylating IK B, and promote the translocation of NF-xB components (i.e. p65, p50, p52)
to the nucleus where they bind DNA promoters and trigger transcription [72]. In view of our
findings related to mRNA elevation and available literature, one may posit that NF-kB
activates SOD transcription [73]. GR activity remained unchanged probably because oxidized
glutathione, which is the product generated by GPx, is reduced [74]. Our further studies
illustrated the hypomethylation of the SOD2 promoter as well as the hypermethylation of the
GPx2 promoter in Caco-2/15 cells exposed to Fe/Asc. Interestingly, we detected both
hypomethylation and hypermethylation in our cellular model just as has been reported in
tumors characterized by the paradoxical co-presence of local and global DNA

hypomethylation together with the regional hypermethylayion of certain genes [75]. Similar
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situations were noted following short-term arsenic-exposed newborns, which resulted in a
significant global hypomethylation and p53 hypermethylation [76]. Moreover, early
overfeeding altered DNA methylation patterns of hypothalamic promoter regions:
neuropeptide Y was methylated at low levels whereas the main anorexigenic neurohormone,
proopiomelanocortin showed hypermethylation [77]. How this methylation imbalance evolves
remains puzzling. It was hypothesized that chromatin structure changes occur during
oncogenesis that predisposes to both demethylation and de novo methylation [78]. Additional
studies are necessary to clarify this fascinating issue.

DNA methylation is controlled by DNA methyltransferase (DNMT), an enzyme that catalyzes
the transfer of a methyl moiety from S-adenosyl-1-methionine to the 5-position of cytosines in
the CpG dinucleotide [79]. In the present investigation, we employed the nucleotide analogue
5-AZA that inhibits the methylation of newly synthesis of DNA [80,81], favors the
proteasomal degradation of DNMTI [82], and is associated with lower level of DNMT1 and
DNMT3a protein expression [83]. The incubation of Caco-2/15 cells with 5-AZA led to the
reduction, but not fully, of MDA levels which is enough to prevent NF-xB, COX-2, and IL-6
expressions. In addition, it increased IxB and reestablishing the enzymatic activity and gene
expression of SOD2 and GPx2 by restoring DN A methylation. Our observations are in line
with the studies reporting that 5-AZA had the capacity to normalize Keapl, a cytoplasmic
anchor for nuclear factor E2-related factor 2, a transcription factor that induces most of the
antioxidant enzymes [84]. Moreover, a number of reports indicated that 5-AZA altered DNA
binding activation of NF-xB in macrophage [85], reversed inflammation (COX-2) in Epstein-
Barr Virus-positive gastric epithelial cells [86] and inhibited IL-6 in a cohort of ulcerative

colitis patients with varying degrees of dysplasia [87]. These observations can explain why
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Fe/Asc/5-AZA group does not generate inflammation, despite the high residual OxS.
In conclusion, our studies indicate that the Fe/Asc oxidant stress system leads to changes in
SOD2 and GPx activities that are associated with epigenetic changes in promoter DNA
methylation, and stimulation of inflammation markers. Further studies are needed to determine
the role of this mechanism in different intestinal complex diseases, especially since important
recent advances in epigenetics research have indicated that the loss of SOD2 activity itself
may contribute to change in epigenetic regulation, establishing a vicious cycle driving further

epigenetic instability [88].
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FIGURE LEGENDS

Figure 1

Figure 2

Figure 3

Figure 4

Effects of iron/ascorbate and 5-Aza-2'-deoxycytidine on cell viability in
Caco-2/15 cells. Caco-2/15 cells were incubated with Fe/Asc (200 uM/2 mM)
and Trolox (0.25 mM) for 6h at 37°C and/or with 5-AZA (10 uM) as described

in Materials and Methods, Cellular viability was assessed by MTT. Results
represent the means = SEM of n=3 independent experiments.

Malondialdehyde concentrations in Caco-2/15 cells challenged with
iron/ascorbate and/or Trolox. Caco-2/15 cells were exposed to Fe/Asc (200
uM/2 mM) and Trolox (0.25 mM) for 6h at 37°C and/or with 5-AZA (10 puM).
Oxidative stress was assessed by measuring MDA as an index of lipid
peroxidation. Values are means = SEM for three independent experiments.
"P<0.001 vs. controls; “#P<0.001 vs. Fe/Asc.

Effects of oxidative stress on transcription factor NF-kB in Caco-2/15 cells.
Caco-2/15 cells were incubated with Fe/Asc (200 uM/2 mM) and Trolox (0.25
mM) for 6h at 37°C and/or with 5-AZA (10 uM). The protein expression of NF-kB
(A, D) and IxkB (B, E) were determined by western blot as described in Materials
and Methods. Then the NF-xB/ IxB was calculated (C, F). Results represent the
means + SEM of n=3 independent experiments. *P<0.05, “P<0.01 vs. controls;
P<0.05, ¥P<0.01 vs. Fe/Asc.

Effects of oxidative stress on inflammatory markers in Caco-2/15 cells.
Cells were incubated with Fe/Asc (200 uM/2 mM) and Trolox (0.25 mM) for
6hat 37°C and/or with 5-AZA (10 uM). The protein expression of Interleukin-6

(IL-6) (A, C) and cyclooxygenase 2 (COX2) (B, D) was determined by western



Figure 5

Figure 6

Figure 7
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blot as described in Materials and Methods. Results represent the means + SEM
of n=3 independent experiments. *P<0.05, "P<0.01 vs. controls; “P<0.05,

#P<0.01 vs. Fe/Asc.

Effects of oxidative stress on regulatory endogenous antioxidant activities
in Caco-2/15 cells. Cells were incubated with Fe/Asc (200 uM/2 mM) and
Trolox (0.25 mM) for 6h at 37°C and/or with 5-AZA (10 uM). The activities of
SOD2 (A, D), GPx (B, E) and G-Red (C) were then measured as described in
Materials and Methods. Results represent the means + SEM of n=3 independent

experiments. P<0.05 vs. controls; “P<0.05, "P<0.01 vs. Fe/Asc.

Effects of oxidative stress on antioxidant genes in Caco-2/15 cells. Cells
were incubated with Fe/Asc (200 uM/2 mM) and Trolox (0.25 mM) for 6h at
37°C and/or with 5-AZA (10 uM). Gene expression of SOD2 (A, C) and GPx
(B, D) were then measured as described in Materials and Methods. Results
represent the means + SEM of n=3 independent experiments.

"P<0.05,""P<0.001 vs. controls; P<0.01, **P<0.001 vs. Fe/Asc.

SOD2 and GPX2 promoter methylation following Fe/Asc exposition. Cells
were incubated with Fe/Asc (200 uM/2 mM) and Trolox (0.25 mM) for 6h at
37°C and/or with 5-AZA (10 puM). DNA methylation of SOD2 (A, C) and
GPx2 (B, D) was then determined as described in Materials and Methods.
Results represent the means + SEM of n=3 independent experiments. ~ P<0.01,

“P<0.001 vs. controls; “P<0.05, #P<0.01 vs. Fe/Asc.
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3.2. Article 2

Sabrina Yara, Emile Levy, Wesam Elremaly, Thérése Rouleau, Jean-Claude Lavoie. Total

parenteral nutrition induces sustained hypomethylation of DNA in newborn guinea pigs.

Pediatric Research, 2013 May;73(5):592-5.

3.2.1. Apport original et contribution

Cet article confirme que ’administration d’une nutrition parentérale ou de H,O; a des cochons
d’Inde, tres tot dans la vie, induit une hypométhylation de I’ADN en raison d’une inhibition de

la DNMT.

En tant que premier auteur ma contribution a ét¢ majeure. En effet, sous la supervision du Dr
Lavoie j’ai participé aux choix et a la réalisation des dosages, aux analyses des résultats mais
aussia la rédaction et la révision de I’article. Mme Thérése Rouleau et Mme Wesam Elremaly,
sous la supervision du Dr Lavoie, se sont occupées de la création de la réalisation du dessein
expérimental (animaux) et de la collecte des échantillons. Le Dr Levy a contribué par ses

commentaires ainsi que ses suggestions, et a participé a la révision du manuscrit.
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ABSTRACT

Background: Neonatal total parenteral nutrition (TPN) is associated in animals with low
glucose tolerance, body weight and physical activity at adulthood. The early life origin of
adult metabolic perturbations suggests a reprogramming of metabolism following epigenetic
modifications induced by a change in the pattern of DNA expression. Hypothesis: Peroxides
contaminating TPN inhibit the activity of DN A methyltransferase (DNMT) by oxidation of its

sensitive thiol, leading to a modified DN A methylation state.

Methods : At three days of age, a catheter was fixed in jugular of guinea pigs. Three groups
were compared: 1) Control: enterally fed with regular chow; 2) TPN: fed exclusively with

TPN (dextrose, amino acids, lipids, multivitamins, contaminated with 350+29 uM peroxides;

3) H,O,: ControH 350 uM H,O, intravenously. After four days, infusions were stopped and
animals enterally fed. Half the animals were sacrificed immediately after treatments or eight
weeks later (n=4-6 per group) for hepatic determination of DNMT activities and of 5’-methyl-

2’-deoxycytidine levels, a marker of DNA methylation.

Results: At one week of age, DNMT activity and 5’-methyl-2’-deoxycytidine levels were
lower in TPN and H,O, compared to controls. At nine weeks, DNMT activity remained lower

in TPN whereas 5’-methyl-2’-deoxycytidine levels were lower in TPN and H,O».

Conclusion: Administration of TPN, or H,O,, early in life in guinea pigs induces a sustained

hypomethylation of DN A following inhibition of DNMT activity.
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INTRODUCTION

Total parenteral nutrition (TPN) may be required in neonates with impaired oral feeding
capability following intestinal surgery or in premature newborns with immature gastro-
intestinal track. Even if this mode of nutrition enables sustained growth and deve lopment, its
contamination by oxidant molecules such as peroxides (1) is associated with oxidative stress
(2). The neonatal impacts of this stress have been demonstrated in animal model of TPN (3) as
well as in premature neonates (2). An oxidative stress early in life is also suspected to

modulate the health status into adulthood (4, 5).

Administration of TPN or H,O; during the first week of life in guinea pig pups has been
shown to induce, three months later, a modification in energy metabolism that was associated
with a phenotype of energy deficiency (6). Compared to orally fed controls, the animals
receiving TPN had a lower body weight, a weaker spontaneous physical activity and a worst
glucose tolerance. These characteristics are also reported in young adults 20 years ofage who
were born very low birth weight (7-9), and in whom, the use of TPN was a frequent
occurance. This early-life origin of adult metabolic perturbations suggests a re-programming
of metabolism following epigenetic modifications induced by a change in the pattern of DNA
expression. We suspect that this might take place through a permanent effect of TPN on DNA

methylation.

The metabolic activities are dependent of the expression of genes. Transcription of genes is
dependant of their availability to interact with transcription factors and other components
required to induce the biochemical processes leading to production of transcripts. The

availability of genes is mainly regulated by epigenetic phenomena such as methylation /
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acetylation of histones as well as methylation of DNA (10-15). Three enzymes are implied in
methylation of DNA: DNA methyltransferase 1 (DNMT1), DNMT3a and DNM3b. DNMT3a
and 3b are implied in de novo methylation of DNA (16-18) whereas DNMT1 is responsible
for maintenance of DNA methylation between cell replications (19, 20). The activity of
DNMTI is reported to be sensitive to the redox status of its cysteine residues (21, 22). We
hypothesize that the peroxide content of TPN favors DNA hypomethylation through inhibition
of DNMT activity caused by oxidation of its sensitive cysteine residues. Therefore, the present
study aims to evaluate in guinea pigs 1) the impact of TPN infused early in life on hepatic
DNMT activity as well as on DNA methylation level immediately after treatment and 2

months later; 2) whether the effects of TPN are associated with its H,O, content.

MATERIALS AND METHODS

The institutional committee for good practice with animals in research of CHU Sainte-
Justine, in accordance with the principles of the Canadian Council, has approved the present

research protocol.

Experimental design

At three days on life, Guinea pigs (Charles River Laboratories, St-Constant, Quebec, Canada)

(109 + 4g) were anesthetized in order to fix a catheter (SAI Infusion, USA) in a jugular vein

(23-25). Animals were assigned to receive one of the following treatments for 4 days:

Control: Animals were fed orally with the laboratory food for guinea pigs, with no intravenous

solution provided; a knot obstructed the catheter.
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TPN: Animals fed exclusively with TPN [8.7% (wt/vol) dextrose, 2.0 % (wt/vol) amino acids
(Travasol; Baxter, Missisauga, Ontario, Canada), 1.6% (wt/vol) lipids (Intralipid 20%;
Pharmacia Upjohn, Baie d’Urfé, Quebec, Canada), 1 U/ml heparin, electrolytes and 1% (v/v)
pediatrics multivitamins (Multi-12 pediatric, Sandoz, Montreal, Quebec, Canada)]. This

solution was contaminated with 350 + 29 uM peroxides generated spontaneously (1).

H,0,: Animals infused through the catheter with a solution containing 350 uM H,0,, 6%
(w/v) dextrose, 0.3 % (w/v) NaCl and 1 U/ml heparin. Animals had free access to regular

laboratory food for guinea pig.

The studied intravenous solutions were infused continuously through the catheter at rate of

200 mL/kgbody/day. The solutions were changed daily.

Four days later, at one week of age, half of the animals from each group (n=4-6 per group)
were sacrificed for liver collection. For the other animals, intravenous infusions were stopped
and animals had free access to regular chow and water until the end of study, 8 weeks later,
when the animals were sacrificed for liver sampling. The collected specimens were divided

into aliquots and stored at -80°C until biochemical determinations.

Isolation of nuclei and preparation of nuclear extract

The liver nuclei were isolated following the protocol of Gorski et al. (26) and Rose et al. (27)
by homogenization in a high density sucrose buffer and centrifugation at 100 000 x g for 30
min at 4 °C. After dissolution of the pellet in a buffer containing 0.3 M KCI, DNMT protein

was isolated following the protocol of Wadzinski ef al. (28) by centrifugation at 100 000 x g
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for 30 min at 4 °C. The supernatant was mixed with 0.3 g (NH4),SO,4 /mL and centrifuged at
150 000 x g for 30 min at4 °C. The pellet was recovered in 500 pL buffer (25 mM Na-Hepes,
40 mM KCl], 0.1 mM EDTA, 1 mM DDT, 10 % glycerol) before filtration by centrifugation on
Amicon with a cut-offof 100 000 Daltons (Amicon Ultra-0.5 mL, 100 000 MWCO, Millipore,

Billerica, Massachusetts, United States).

DNA methyltransferase activity

The DNMT activity from the nuclear extract was determined by a colorimetric assay, using
the EpiQuik DNMT Activity/Inhibition Assay Ultra kit (Epigentek, Farmingdale, New York,
United States), according to the manufacturer's user guide. This essay measures the global

activity of DNMT, including all isoforms of the enzyme.

DNA extraction

The extraction of DNA from the liver was performed by using the E.Z.N.A HP Tissue DNA
Midiprep Kit (OMEGA, bio-tek) according to the manufacturer's user guide. Briefly, samples
were homogenized in a high salt buffer containing cetyltrimethyl ammonium bromide
following by proteinase digestion. After addition of 3 mL chloroform:isoamyl alcohol (24:1;
v/v), the homogenate was separated into aqueous and organic phases by centrifugation at 4000
x g for 5 min at room temperature. The aqueous phase was extracted and purified using DNA
affinity column. Extracted DNA was quantified by measuring absorbance at 280 and 260 nm
to determine the A260/A280 ratio. Values of this ratio between 1.4-1.9 indicate 85%-90%
purity. The concentration of DNA was determined according to Beckman Coulter notes as

follows: Concentration = 50 ug/mL x Absorbance260 x [Dilution Factor].
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DNA methylation level

The methylation of DNA occurs on the position 5’ of the 2’-deoxycytidine. The level of this
compound (5’-methyl-2’-deoxycytidine or SmedCyd) was quantified on 1 pg of hepatic DNA
by colorimetric assay using the Global DNA methylation ELISA kit (5°-methyl-2’-

deoxycytidine Quantification) from Cell Biolabs Inc (Arjons Drive, San Diego, CA).

Statistical analysis

Results are expressed as means + SEM and compared by ANOVA ((TPN vs. H,O,) vs.

control) after verification of homoscedasticity by the test of Bartlett’s y*. The threshold of

significance was set at p < 0.05.
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RESULTS:

At the end of the treatment, at one week ofage, the DNMT activity (Figure 1A) was lower in
TPN and H,0, groups, with no difference between TPN and H,0,. At nine weeks of age, 2
months after cessation of treatment, the activity of the enzyme (Figure 1B) remained lower

only in the TPN group.

The methylation of DNA in liver expressed as the concentration of 5 MedCyd in whole DNA,
was lower in TPN and H,0, animal groups than in controls, at the end of the treatments
(Figure 2A) and 2 months later (Figure 2B). The concentrations of 5MedCyd did not differ
between TPN and H,O, groups. The mean value for the control group in Figure 2B, excludes
two data points (2.7 and 3.3 nmol/[Jg DNA) that are outside the 99.9% confidence interval (0

- 2.3 nmol/pg DN A) of the mean.
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DISCUSSION:

The main finding of the present study is that administration of TPN early in life of guinea pig
induces a sustained DN A hypomethylation following inhibition of DNMT activity. The effects
of TPN are reproduced by an infusion of H,O,. It is the first time to our knowledge that a link
is reported between a short-term exposure (four days) to TPN and a modification of the pattern

of DNA methylation, a modification that appears to be sustained into adulthood.

DNA methylation occurs on cytosine, preferentially in the CpG islets, by the action of DNMT.
Methylation in the promoter area of the gene is recognized to modulate the level of its
transcription. Hypermethylation is associated with a silencing of genes, whereas
hypomethylation favors gene transcription. Hence, the level of methylation of a gene is
associated with the number of copies of the protein encoded by this gene. Therefore, a change
in methylation pattern of a gene is associated with a modification of the global activity of this

protein in the cell.

Pradhan M et al. (22) showed that the activity of DNMT is dependent on the integrity of
sensitive thiol functions (R-SH). Different molecules can react with R-SH. For instance, H,O,
induces the formation of R-SOH whereas 4-hydroxynoneal (HNE), derived from lipid
peroxidation, leads to formation of R-S-HNE. Both molecules (H,O, and HNE) are generated
in TPN solutions (29). The infusion of H,O, will also induce in vivo lipid peroxidation (24,
30). We can expect that the quality of the anti-oxidant defenses or/and the capacity to detoxify
peroxides and HNE molecules would play a significant role in the process leading to
hypomethylation of DNA. Thus, the level of glutathione, which is the essential co-factor in

reducing peroxides by glutathione peroxidase and in detoxification of HNE by glutathione S-
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transferase, should be a key player in the process leading to DNA methylation. In human
neonates, the glutathione level increases with gestational age (31). Because our results show
that early exposure to TPN affects DNA methylation in a term animal model, we would expect
to observe a similar effect in newborn infants receiving TPN. Premature infants would be even
more at risk of TPN induced DNA hypomethylation because of their immature antioxidant

system and low glutathione levels.

An interesting secondary observation is that the level of methylation in DNA increases as a
function of age. It was increased by 3 to 4 times between one and nine weeks of age,
independently of the treatment received during the first week of life of animals. This suggests
that normal development of the organism could need silencing of some genes. If the level of
methylation is important for the evolution of some metabolic pathways during life, it should
be no surprise that a neonatal administration of TPN would cause metabolic perturbations later
in his life (6). The persistence of a lower DNMT activity until 9 weeks of age in TPN group
relatively to the control and H,O, group is surprising and not well understood. This

observation should be elucidated by a further study.

In accordance with the finding of epigenetic modifications associated with the administration
of intravenous nutrition solutions contaminated with oxidant molecules, the present report
underlines the importance of studying in human the long-term impact of TPN administered
early in life and to develop new and improved TPN solutions devoid of undesirable oxidant

molecules.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Hepatic activity of DNA methyltransferase (DNMT) as a function of
treatments.

Control: animals fed orally with regular chow (n=6 in each panel); TPN: animals fed
exclusively with TPN between day 3 and 7 ofage, followed by regular chow (n=4 in panel A;
n=6 in panel B); H,O,: animals fed regular chow and infused with 350 uM H,O; between day
3 and 7 of age (n=5 in panel A; n=6 in panel B). Panel A: After treatments, at one week ofage,
the activity of DNMT was lower in TPN and H,O; groups compared to control. There was no
difference between TPN and H,O; groups. Panel B: Eight weeks after cessation of treatments,
the activity of DNMT remained lower in the TPN group. Means £ SEM; *:p < 0.05; **:p <

0.01.

Figure 2. Hepatic levels of 5’-methyl-2’-deoxycytidine (SMedCyd) in DNA as a function
of enteral vs. pare nteral nutrition.

Control: animals fed orally with regular chow (n=6 in each panel); TPN: animals fed
exclusively with TPN between day 3 and 7 ofage, followed by regular chow (n=5 in panel A;
n=6 in panel B); H,O,: animals fed regular chow and infused with 350 uM H,O; between day
3 and 7 of age (n=5 in each panel). The levels of SMedCyd in whole DNA was lower in TPN
and H,O; groups than in controls, both at the end of the treatments (panel 4) and 2 months
later (panel B). The concentrations did not differ between TPN and H,O, groups. In panel B,

the mean value of control group excludes two data (2.7 and 3.3 nmol/ug DNA) since they are

outside the 99.9% confidence interval (0 - 2.3 nmol/ug DNA) of the mean. Means + SEM;

*%p<0.01.
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3.3. Atrticle 3 :

Sabrina Yara, Jean Claude Lavoie and Emile Levy. Epigenetic alterations influencing

cardiometabolic derangements in high fat, high sucrose- fed mice.

3.3.1. Apport original et contribution

Cet article confirme que le syndrome métabolique, induit par ’administration d’une dicte
riche en gras et en sucre a des souris, est associ¢ au stress oxydant, a I’inflammation et a des
altérations épigénétiques. Le double agoniste de PPARa/S, le GFT105, prévient les effets de la

dite riche en gras et en sucre.

Pour cet article, sous la supervision du Dr Levy, j’ai participé a plusieurs expériences
(animaux 4, 6 et 8 semaines de dicte riche en gras et en sucre ainsi que les animaux LPS), aux
analyses des résultats mais aussia la rédaction de I’article. Les expériences sur les animaux 12

semaines de di¢te riche en gras et en sucre ont été effectuées dans 1’unité¢ du Dr Levy.
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ABSTRACT

Introduction: Metabolic syndrome (MetS) is a major public health problem characterized by
obesity, insulin resistance, dyslipidemia and cardiovascular diseases. Peroxisome proliferator
activated receptors (PPARs) play important roles in the pathogenesis of the MetS. Aim: As
there is a failure of conventional treatments to curb these MetS, we investigated the metabolic
and therapeutic effects of GFT505, a dual peroxisome proliferator-activated receptor a/d
agonist. Design: C57BL/6J mice were fed either a standard chow diet (controls), a high- fat,
high-sucrose (HFHS) diet, or the HFHS diet in combination with GFT505 (30 mg/kg) for 12
weeks. Results: The HFHS diet was effective in inducing metabolic syndrome characteristics
in view of increases in body weight, visceral adiposity, insulin insensitivity, plasma and
hepatic lipids, oxidative stress and inflammation. These derangements were accompanied with
deficient PPARao and PPARy gene expressions and hypermethylation of their respective
promoters. Addition of GFT505 to the HFHS diet prevented most of the cardiometabolic
effects induced by HFHS diet via negative modulation of promoter hypermethylation,
resulting in raised PPARa and PPARy gene expression. Conclusions: GFT 505 exerts positive
metabolic effects by improving HFHS diet-induced metabolic syndrome due to epigenetic

alterations of PPARs genes.
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INTRODUCTION

One billion adults worldwide are overweight and more than 300 million are obese (1).
Environmental factors such as dietary intake and physical activity, genetic predisposition and
individual behaviours are the various causes of overweight and obesity (2). Thus, unhealthy
diet like high saturated fat and refined sucrose are important determinants for the overweight
and obesity development (3). Obesity is a factor which can contribute to metabolic disorders, a
major cause of death in developed countries (1). The metabolic syndrome can be defined as a
cluster of disorders (e.g. hyperglycemia, hyperinsulinemia, hyperlipidemia, hypertension and
insulin resistance) (4) and represents an important contributor of type 2 diabetes (DT2) and

cardiovascular diseases (3).

Metabolic syndrome (MetS) is characterised by oxidative stress and inflammation. In
particular, visceral obesity is associated with systemic inflammation reflected by a rise in
inflammatory markers such as C-reactive protein (CRP) (5) and TNF-a (6), but also with
plasmatic lipid peroxidation and decreased expression of Copper-Zinc superoxide dismutase
(Cu,Zn-SOD), glutathione peroxidase (GPx) and catalase genes (7). In fact, several studies
conducted with diabetic patients showed that DT2 is associated with an increase in lipid
peroxidation (8) and decrease in vitamin E (9), GPx (9) and SOD activity (10). Accordingly,
Harrison, Griendling et al found that hypertension induced by angiotensin Il in rats is
accompanied by oxidative stress in blood vessels (11;12). Conversely, administration of

superoxide dismutase reduces arterial pressure in this model (13).

Among the mechanisms mentioned above in the development of obesity and MetS, the

epigenetic regulation of gene expressions has emerged as another contributor in recent years
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(2). Epigenetics, in particular DN A methylation, a biochemical process involving the addition
of a methyl group to the cytosine, can be changed by nutritional, chemical and physical
factors, and leads to gene expression profile modifications. The changes in gene expression
alter the risk of diseases and may explain the inter-individual differences in obesity and
metabolic syndrome development (2). This phenomenon is in line with the concept of an
adaptive fetal programming process where nutrition and environmental factors alter
developmental pathways during prenatal growth, thereby inducing changes in postnatal
metabolism and susceptibility to chronic disease (14).

Over the last few years, a number of studies have focused on the epigenetic impact of nutrition
and especially on methyl donors, including betaine, choline, methionine, folate and
macronutrients such as proteins and fatty acids. The reversibility of DNA methylation makes it
a target for therapeutic intervention and thus several genes implicated in metabolic syndrome
have been described as being regulated by DNA methylation. In this context, a study
conducted on animals with DT2 shows hypermethylation of the PGC-1a (PPAR gamma
coactivator 1 alpha) gene promoter that decreases its expression along with insulin production
(15). The PPARGCla promoter has also been hypermethylated in the skeletal muscles of

patients with DT2 (16).

The peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) subfamily is composed of three
members, PPARa, PPARy and PPARS (also known as PPAR B) (17). Each is encoded by a
separate gene (17). PPARs are nuclear receptors activated when endogenous ligands (i.e free
fatty acids, prostaglandins, leukotrienes) or synthetic PPAR agonists (i.e glitazones, fibrates)
bind their lipid-binding domain allowing heterodimerisation with a ligand activated retinoid

X-receptor (RXR) (18-20). Consequently, a conformational change occurs leading to a
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transrepression or transactivation of target genes. During transrepression, the activated PPAR
binds to cytokine-activated transcription factors such as NF-kB (nuclear factor kappa B)
involved in the inflammatory response (21). Thus, PPAR could inhibit this process by
blocking the interaction between NF-kB and the promoter region of target genes. During
transactivation, the activated PPAR binds to a specific sequence of nucleotides (the PPAR
receptor response element) on target genes (22). A cofactor or coactivator renders the PPAR
complex transcriptionnaly active. A large number of genes display response elements for
PPARs, including apo A-I, A-Il and A-V, LPL, SR-BI, which are activated by PP ARa, while
ADIPOQ and ADRP are themselves activated by PPARy (22). Thus, PPARa which is
abundant in highly active metabolic tissues (e.g. liver, kidney, heart, muscle, brown tissue and
macrophages) is implicated in lipid metabolism while PPARy (predominantly found in
adipose tissue, macrophages and large intestine) is involved in obesity and insulin resistance
(22). Therefore, PPARa regulates lipid homeostasis (23) whereas PPARy regulates
adipogenesis and glucose homeostasis (24). In contrast, PPARS is ubiquitously expressed and
plays a critical role in mitochondrial function, fatty acid oxidation and insulin sensitivity
(25;26). All three PPAR isotypes exhibit anti-inflammatory effects (27).

Because of the multifaceted effects on lipid and carbohydrate metabolism, inflammatory
response and innate immunity, the different PP ARs represent an important pharmacological
target. Therefore, efforts have been made to develop new agents that simultaneously combine
the beneficial effects of different PPARs. Among them, there is the dual PPAR-0/0 agonist,
GFT505, an attractive agent with therapeutic potential for DT2, metabolic syndrome and
dyslipidemia. GFT505, along with its main circulating metabolite GFT1007, shows a

preferential activity on human PPARa in vitro with an additional activity on human PPARS
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(28). Both undergo extensive enterohepatic cycling and are liver targets (29). More
specifically, GFT505 has been demonstrated as the new drug candidate for the treatment of

lipid and glucose disorders associated with metabolic syndrome (29).

Overall, it is clear that the components of the metabolic syndrome, ie., obesity, DT2 and
hypertension, are associated with inflammation and oxidative stress. Possibly, the reasons for
these alterations are still unknown and may involve epigenetic alterations of vital transcription
factor genes. Therefore, in the present work, we have attempted to determine whether MetS in
mice, induced by a high- fat, high-sugar diet (HFHS), is related to the methylation process that

directly implicates modifications of PPARs.
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MATERIAL AND METHODS

Animals

C57Bl/6 mice, 6 weeks old, were fed with chow diet (Teklad 2018, Harland, Indianapolis, IN)
or HFHS diet as previously described (30;31), for 12 weeks. A group of animals received a
daily oral gavage with GFT505 (30 mg/kg) when the other groups received the vehicle only
(0.1% Tween 80 and 1% carboxymethyl cellulose in 98.9% distilled water). The overall
composition of experimental diets is given in Table 1. The HFHS diet provides more than one
half of the dietary energy in the form of fat as opposed to chow diet where fat represents 18 %
of energy. Body weight gain and food intake were assessed twice a week. After 12 weeks of
HFHS feeding, animals were fasted for 6 h, anesthetised in chambers saturated with isoflurane
and then sacrificed by cardiac puncture. Blood was drawn in EDTA-treated tubes and
immediately centrifuged in order to separate plasma from cells. Subcutaneous and visceral fat
pads were carefully collected along with the liver, weighed, snap-frozen, and stored at —80°C.

All procedures were previously approved by CHU Sainte-Justine Animal Ethics Committee.

Fasting glyce mia and insuline mia determinations

Blood glucose values were obtained immediately after sampling using a glucose reagent strip
and a glucometer (MediSense Precision PCx, Cherry Hill, NJ). Plasma insulin levels were also
determined using an insulin radioimmunoassay kit (Linco, St Charles, MO). Insulin sensitivity
was determined using the HOMA-IR index. The score was calculated using the following

formula: HOMA-IR = glycemia (mmol/L) x insulinemia (mIU/L)/ 22.5. Plasma TG and
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cholesterol levels were measured enzymatically (Boehringer-Mannheim, Mannheim,

Germany).

Liver preparation

Hepatic tissues were ground in liquid nitrogen. They were homogenized in 8 vol of lysis
buffer (Phosphate Buffered Saline, 4 mM EDTA, 1 % BHT, protease inhibitors and
phosphatase inhibitor). 1 ml of tissue homogenate was aliquoted, stored at -80 °C after protein
concentration determination by Bradford assay (Bio-Rad, Mississauga, ON). 0.5 % of Triton
10 % was added to the rest of homogenate that was shaken for 30 min at 4 °C and then
clarified by centrifugation at 14 000 x g for 10 min. The pellets were stored at -80°C until
DNA extraction. The protein concentration of each tissue sample was determined in

supernatants by Bradford assay (Bio-Rad, Mississauga, ON).

Lipid analysis

Hepatic lipids were extracted from homogenates by overnight incubation at 4 °C with 2:1
(vol/vol) chloroform/methanol. Triglycerides were measured colorimetrically with a
commercial kit, according to the manufacturer's user guide (Boehringer-Mannheim,
Mannheim, Germany). Plasma triglycerides and cholesterol levels were also measured

enzymatically.

Lipid peroxidation analysis

Lipid peroxidation was estimated by measuring the release of free malondialdehyde (MDA)

from tissue samples by HPLC as described previously (32-34). Proteins were first precipitated
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with a 10% sodium tungstate solution (Sigma). The protein- free supernatants then reacted with
an equivalent volume of 0.5% (wt/v) thiobarbituric acid solution (Sigma) at 95°C for 60 min.
After cooling to room temperature, the pink chromogene [(thiobarbituric acid) 2-MDA] was
extracted with 1-butanol and dried over a stream of nitrogen at 37°C. The dry extract was then
resuspended in a potassium dihydrogen phosphate-methanol mobile phase (70:30, pH 7.0)

before MDA determination by HPLC with fluorescence detection.

Enzymatic activity of endogenous antioxidant enzymes

The SOD activity was determined using the Superoxide Dismutase Assay kit (Cayman
Chemical, Ann Arbor, MI), according to the manufacturer's user guide. This assay measures
all the total activity of the three types of SOD (SODI1, SOD2 and SOD3) but also the SOD2
activity.

For GPx activity, tissue samples were homogenized in a buffer (50 mM Tris-HCIl and 0.1 mM
EDTA-Na; pH 7.6), centrifuged at 10 000 x g for 5 min at 4 °C and the supernatants were
collected. GPx activity was determined as previously described (35) using 1 mM t-butyl
hydroperoxide (Aldrich) and 1 M GSH as cosubstrates. The GSSG formed was reduced by GR
using 0.1 M NADPH. The drop in absorbance at 340 nm was quantified using the molar
extinction coefficient of 6.22 mM'.cm”'. The activity reflected the amount of NADPH

oxidized (nmol/min/mg of proteins).

Prostaglandin E2 quantification
Hepatic prostaglandin E2 (PGE2) was measured by enzyme-linked immunosorbent assay

(Arbor Assay, Michigan, USA). After a short incubation, the reaction was stopped and the
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intensity of the generated color was measured in a microtiter plate reader (EnVision Multilabel

Plate Readers, PerkinElmer) capable of measuring 450 nm wavelengths.

Measure ment of mRNA by qRT-PCR

RNA from mouse liver was isolated using the RNeasy Mini kit (Qiagen), cDNA was
synthesized, and qRT-PCR performed as previously described (36;37). As reported, we used
Custom Tagman® Gene Expression Assay (Applied Biosystems) and primers that amplified
mouse COX-2, TNF-a, NF-kB, FAS, PPARa , PPARy or Gapdh (that served as a housekeeping

gene).

Quantitative DNA methylation analysis

Genomic DNA from liver was isolated by DNeasy blood and tissue kit (Qiagen) and the
methylation status of Ppara was evaluated by EpiTYPER, which uses MALDI-TOF MS
analysis with base-specific cleavage of single-stranded nucleic acids. Primers were designed in
the CpG island of the promoter region in Ppara immediately upstream of the transcription start
site; methylation of individual CpG nucleotides in this region has been reported to affect Ppara

expression (38-40).

Statistical analysis
The data were analysed with Prism 5.01 (GraphPad Software) and are expressed as
means+S.E.M. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA with a post hoc

Bonferroni multiple comparison test. P<0.05 was considered significant.
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RESULTS

Body weight, body fat pad weight and organ weight

As shown in Fig. 1, the 12-week HFHS diet induced a significant increase in body weight
(Fig. 1A), liver weight (Fig. 1B), visceral adiposity (Fig. 1C) and subcutaneous adiposity (Fig.
1D). However, the dual PPAR-o/0 agonist GFT50, an attractive agent with therapeutic
potential for type 2 diabetes, MetS and dyslipidemia, was capable to prevent the HFHS diet-

mediated increments (Fig. 1A-1D).

Glycemia and insulinemia

Glucose and insulin homeostasis were measured in all animal groups while the HOMA-IR
index was calculated. As noted in Fig. 2A and 2B, the HFHS diet led to augmented glycemia
and insulinemia compared to mice on regular chow diet. As a result, the HOMA-IR index
showed a significant elevation in the HFHS group (Fig. 2C), indicating less insulin sensitivity.
Nevertheless, these alterations were avoidable in the presence of the GFT505 drug (Fig. 2A-

20).

Plasma and Liver lipids

Since the MetS is frequently associated with hyperlipidemia, we measured lipids in the plasma
and liver. As shown in Fig. 3, the 12-week HFHS diet resulted in a significant rise in plasma
triglycerides (Fig. 3A), plasma cholesterol (Fig. 3B) and hepatic triglycerides (Fig.3C)

compared to the control group. The GFT505 administration to the animals was able to prevent
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these changes in lipid risk factors (Fig. 3A-3C). A similar pattern characterized the impact of

GFT505 on FAS that is considered as an important marker for lipogenesis (Fig 3D).

Inflammation

As mentioned before, the metabolic syndrome is associated with inflammation. Therefore, we
have examined the gene expression of NF-«xB, a powerful transcription factor endowed with
the high capacity to activate the inflammatory pathway. qRT-PCR analysis revealed a
significant rise in hepatic NF-kB gene expression (Fig. 4A) as well as in TNF-a induced NF-
kB activation (Fig. 4B), a process that was ruled out by GFT505, in HFHS group compared to

the chow group.

We have also measured gene expression of cyclooxygenase-2 (COX-2), a pro-inflammatory
component and a highly regulated enzyme that catalyzes the production of prostaglandins
under pathologic conditions. Apparently, COX-2 was also triggered in the liver of mice
belonging to the HFHS group (Fig. 4D). Accordingly, its proinflammatory PGE2 product was
induced in this same group (Fig. 4E), Besides, the activation of COX-2 and the production

were inhibited by the treatment of mice treated with GFT505 (Fig. 4D-4E).

Oxidative stress

Since inflammation and oxidative stress are closely associated, we examined different markers
of oxidative stress. As illustrated in Fig. 5, the 12-week HFHS diet provoked a significant
increase in hepatic MDA levels compared to the chow group while the GFT505 drug

prevented this increment (Fig. 5A). We next evaluated the profile of endogenous antioxidants
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SOD which converts superoxide anion to hydrogen peroxide and GPx an important enzyme
that catalyzes the conversion of hydrogen peroxide to water. We observed a significant
decrease in hepatic SOD2 (Fig. 5B) and GPX (Fig. 5C) activities for the 12-week HFHS group
compared to the control chow group, but GFT505 addition prevented these marked inhibitions

(Fig. 5B and 5C).

PPARSs variations

Because of their multifaceted effects on lipid and carbohydrate metabolism, inflammatory
response and innate immunity, we have decided to analyze the different PPARs. qRT-PCR
analyses revealed a significant decrease in hepatic PPARa (Fig. 6A) and PPARy (Fig 6B)
gene expressions in the 12-week HFHS group compared to the chow group. Concomitantly,
the epigenetic data showed a significant hypermethylation of hepatic PPARa (Fig. 6C) and
PPARy (Fig. 6D) gene promoters. The ability of GFT505 to prevent the down-regulation and

hypermethylation of PPAR is observed in Fig. 6A and Fig. 6B.
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DISCUSSION

The MetS, a group of metabolic diseases occuring concomitantly, leads to the development of
type 2 diabetes or cardiovascular diseases (41). The risk factors include hyperinsulinemia,
impaired glucose tolerance, liver steatosis, abnormalities in circulating lipid levels, oxidative
stress and systemic inflammation (42). The results of the present study show that DNA
methylation, one type of epigenetic mechanisms, serves as a postreplication modification of
PPAR and occurs in response to environmental influences such as HFHS. Our data also
provide evidence that normalizing DNA methylation in PPAR promoters by a powerful, dual

PPARa/6-agonist has the potential to eliminate several pathological aberrations ofthe MetS.

GFT505 is a relatively novel PPAR modulator that has the potential to address multiple
biological processes involved in the more global-associated metabolic and cardiovascular risk
factors. In recent phase II studies in obese patients with combined dyslipidemia and
prediabetes, a 1-month treatment with GFT505 significantly improved lipid and glucose
homeostasis (43). A marked improvement of liver function markers was also observed in
GFT505-treated patients, illustrated by decreases in gamma-glutamyl transpeptidase, alanine
aminotransferase and alkaline phosphatase (ALP) levels (43). The efficacy of GFT505 in
mouse models of NAFLD/NASH was proposed by the first preclinical study of Staels et al.
(44). Based on these studies, we used the dual GFT505 PPAR-a/d agonist to document its
potential to counteract cardiometabolic disorders in the HFHS mouse model. Altogether, these
data suggest the critical importance of GFT505 for the treatment of the MetS and its

associated consequences.
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PPARs are lipid-activated nuclear receptors that, upon activation by proper ligands, control
complex networks of target genes involved in numerous processes, including energy
homeostasis, inflammatory response, and lipid and carbohydrate metabolism (45).

Several epidemiological and animals studies demonstrated that a detrimental environment
during fetal and postnatal periods like maternal obesity and diabetes, is associated with
increased risk of obesity and metabolic complications later in life (46;47). This long term
complications are explained by epigenetic alterations, particularly DNA methylation
modifications of key genes like PPARs, due to exposition to nutritional, chemical and physical
factors (2;48). PPARs were described as regulated by DNA methylation since it has been
demonstrated that PPARy gene expression, regulated by DNA methylation and decrease in
PPARYy in adipocytes, may contribute to the pathogenesis of the MetS (49). Moreover, hepatic
PPARa promoter methylation was significantly lower in a protein-restricted diet group in the
F1 and F2 generations (50). Our data are not only consistent with this statement, but they also
demonstrate the role of methylation in the regulation of PP AR-a and PPAR-y, with an evident
impact on insulin resistance, hyperlipidemia, oxidative stress, inflammation and liver steatosis.
This key cellular epigenetic mechanism highlighted by the activation of both PPAR-a and
PPAR-6 by GFT505 appears to be fully operational in the MetS.

We examined inflammation that represents a major etiologic factor of the MetS (51). The
transcription nuclear factor NF-kB exists primarily in the cytosol as a p50/p65 heterodimer
complexed with its inhibitor protein IxB. Activation of the IxB kinase complex by numerous
stimuli leads to the phosphorylation of IkB, causing its dissociation from the NF-xB
heterodimer and subsequent degradation by the proteasome. Loss of IkB reveals a nuclear

localization sequence on the NF-xB heterodimer that allows its rapid translocation to the
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nucleus and facilitates transcription of pro-inflammatory proteins (52). In our experiments, the
12-week HFHS diet induced an increase in hepatic gene expression of NF-kB and its TNF-a
product. The PPARa/y promoter hypermethylation could explain liver inflammation observed
in the present work. Indeed, DNA methylation patterns were responsible for the decreased
mRNA level of PPARy in chronic hepatitis B patients, liver inflammation and fibrosis that
collectively were found to be associated with hypermethylation of PPARy promoter (53).
Moreover, low maternal PP ARa expression, possibly through the promoter hypermethylation,
increased Interferon y and decrease IL-10 levels (54). Upregulation of PPAR-y mRNA and
protein levels induced inhibition of the NF-«xB pathway, which in turn decreased the protein
overexpression of the downstream inflammatory mediators TNF-a, IL-6 (55).

We have also measured the COX-2 gene expression, an enzyme which catalyzes the formation
of prostaglandins from arachidonic acid, and is found in high levels in inflammatory state
(56;57). COX-2 gene expression was increased in the liver of the 12-week HFHS group, and
this could be explained by PPAR inhibitions. In fact, hyperosmolar medium, in renal epithelial
cells, decreased PPARYy protein resulting in the induction of COX-2 expression (58). It has
also been demonstrated that the recovery of PPARYy expression with a recombinant deficiency
adenoviral PPARY resulted in the inhibition of COX-2 in MC-3T3 El cells. (59). COX-2
protein expression was also decreased by an upregulation of PPAR-y mRNA and protein

levels (55).

We next examined oxidative stress because it is closely associated with inflammation by
different signaling pathways. We have measured lipid peroxidation reflected by the

malondialadehyde (MDA) and found an increase in the liver of the 12-week HFHS groups.
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Moreover, the 12 weeks HFHS diet was associated with the inhibition of hepatic SOD2 and
GPx activity probably due to a high oxidative since it has been demonstrated that these
enzymes could be inhibit in the case of high oxidative stresses {Pigeolet, 1990 1 /id}. This
oxidative stress could be explained by PPARo/y inhibition due to the hypermethylation of
their promoters. In fact, cyclophosphamide administration to rats induced a PPARy
downregulation, which was associated with reduced SOD and GPx activities as well as
increased liver lipid peroxidation (60). Administration of urolithins (the metabolites of ellagic
acid by intestinal flora in gastrointestinal tract) and ellagic acid increased the PPAR-y protein
expression, which was associated with a decrease in the intracellular ROS and MDA levels,
and an increase in SOD activity in H,O,-treated T24 cells (61). This oxidative stress found in
the HFHS mouse model could also participate to the epigenetic alterations of PP ARy
promoters since altered ROS levels could affect epigenetic mechanisms (62;63). It was
suggested that ROS, more precisely the superoxide anion, participates in this process as a
nucleophilic agent by deprotonating the cytosine molecule at C-5 position, thereby
accelerating the reaction of DNA with the positive charged intermediate S-adenosyl-L-

methionine (SAM), a methyl donnor (64).

By using the dual agonist PPARa/6 agonist GFT505, all MetS features, including oxidative
stress and inflammation, were eliminated in HFHS mouse model. Collectively, our data show
that in addition to counteracting cardiometabolic disorders, GFT505 significantly attenuates
inflammation. Indeed, GFT-505 effects correlated with reduced hepatic gene expression of
proinflammatory genes like interleukin-1B and TNF-a (44;65;66). Its impact on oxidative

stress could be explained by its effects on inflammation since these two phenomena are
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closely related, but also because PP ARy agonists were able to reduce superoxide generation in

endothelial cells (67) and generation of ROS (68).

In conclusion, this study has demonstrated that HFHS diet has induced hypermethylation of
key metabolic genes PPARa and PP ARy, thereby promoting most of the features of the MetS,
including inflammation and oxidative stress. The dual PPARo/d agonist GFTS505 has
counteracted several pathological aberrations of the MetS in the HFHS mouse model by

normalizing DNA methylation of PPAR promoters.
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FIGURE LEGENDS

Table 1

Figure 1

Figure 2

Figure 3

Figure 4

Composition of dietary regimens. The overall composition of dietary
regimens is expressed as a percentage of total weight. HFHS diet is composed

0of65.4 % fat and the chow diet is characterized by 18 % fat.

Effects of the 12-week HFHS diet and GFTS505 on body and tissue weights.
Body (A), liver (B), visceral adiposity (C) and subcutaneous adiposity (D)
weights were measured as described in “Materials and Methods”. Values are
expressed as means + SEM of seven animals per group. ~ P<0.001 vs. 12

weeks HFHS group; *#P<0.001 vs. 12 weeks chow.

Effects of the 12-week HFHS diet and GFTS505 on fasting glycemia and
insulin sensitivity. Blood glucose concentrations (A) and plasma insulin level
(B) were determined as described in “Materials and methods”. To evaluate
glucose/insulin homeostasis the HOMA-IR index was calculated (C). Values
are expressed as means + SEM of seven animals per group. "P<0.05, ""P<0.01,

"P<0.001 vs. 12 weeks HFHS group; *P<0.01 vs. 12 weeks chow.

Effects of the 12-week HFHS diet and GFT505 on lipid accumulation.
Plasma (A) and liver (C) triglycerides as well as plasma cholesterol (B) were
measured as described in “Materials and methods”. Values are expressed as
means = SEM of seven animals per group. "P<0.05, * P<0.001 vs. 12 weeks

HFHS group; "P<0.01, " P<0.001 vs. 12 weeks chow.

Effects of the 12-week HFHS diet and GFT505 on inflammatory markers.

Gene expressions of NF-kB (A), TNF-a (B), FAS (C) and COX-2 (D) were



Figure 5

Figure 6
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determined by qRT-PCR as described in “Materials and Methods”. Hepatic
PGE2 amount (E) was measured as described in “Materials and Methods”.
Values are expressed as means = SEM of seven animals per group. = P<0.001

vs. 12 weeks HFHS group; "P<0.01 vs. 12 weeks chow.

Effects of the 12-week HFHS diet and GFT505 on oxidative stress. Lipid
peroxidation reflected by malondialdehyde (A) as well as SOD2 (B) and GPx
(C) activities were measured as described in “Materials and methods”. Values
are expressed as means + SEM of seven animals per group. ~ P<0.001 vs. 12

weeks HFHS group.

Effects of the 12-week HFHS diet and GFT505 on PPARa and PPARYy.
PPARa and PPARy gene expressions were determined by qRT-PCR as
described in “Materials and methods”. PPARa and PPARy promoter
methylations were determined as described in “Materials and methods”. Values
are expressed as means + SEM of seven animals per group. ~ P<0.001 vs. 12

weeks HFHS group. #P<0.001 vs. 12 weeks chow.
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Table 1

Chow diet HFHS diet
Ingredients (g/100g) Crude protein 18.6  Casein 20
Fat 6.2 Lard 19.8
Carbohydrate 44.3  Cornoil 19.8
Crude fiber 3.5 Sucrose 27
Insoluble fiber 14.7  Cellulose 5
Ash 5.3 Vitamin + mineral 8.4
Composition (kcal %)
Protein 24 15
Carbohydrate 58 19.6
Lipid 18 65.4
Energy density (kcal/g) 3.1 5.4
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Figure 3
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Figure 6
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Figure 8

Figure 9

Figure 10
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SUPPLEMENTARY DATA

Effects of dietary regimens on body and liver weights. The effects of dietary
regimens on body (A) and liver weights (B) are expressed as means £+ SEM of

five animals per group. "P<0.05 vs. 8 weeks chow group; "P<0.05 vs. chow
group.

Effects of dietary regimens on fasting glycemia and insulin sensitivity.
Blood glucose concentrations (A) and plasma insulin levels (B) were measured
as described in “Materials and methods”. To evaluate glucose/insulin
homeostasis the HOMA-IR index was calculated (C). Values are expressed as

means + SEM of five animals per group. P<0.05 vs. 8 weeks chow group.

Effects of dietary regimens on lipid accumulation in the liver and intestine
of mice. Hepatic (A) and intestinal (B) triglycerides as well as hepatic (C) and
intestinal (D) cholesterol, and hepatic (E) and intestinal (F) phospholipids were
measured. Values are expressed as means = SEM of five animals per group.

"P<0.05, “P<0.01 vs. 8 weeks chow group.

Effects of dietary regimens on hepatic and intestinal transcription factor
NF-kB. The protein expression of hepatic (A) and intestinal (B) NF-«xB and
hepatic (C) and intestinal (D) IxB were determined by western blot. Then the

NF-kB/ IkB was calculated (E, F). Values are expressed as means + SEM of
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Figure 12

Figure 13

Figure 14
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five animals per group. P<0.05 vs. 8 weeks chow group; “P<0.05, “*P<0.001

vs. chow group.

Effects of dietary regimens on inflaimmatory markers. The protein
expression of hepatic (A) and intestinal (B) COX-2 were determined by western
blot. Values are expressed as means + SEM of five animals per group. “P<0.05

vs. chow group.

Effects of dietary regimens on lipid peroxidation. Hepatic (A) and intestinal
(B) lipid peroxidation reflected by malondialdehyde were measured as
described in “Materials and methods”. Values are expressed as means = SEM of
five animals per group. *P<0.05 vs. 6 weeks chow; “P<0.05 vs. 8 weeks chow;

#P<0.01 vs. chow group.

Effects of dietary regimens on total SOD and SOD2 activities. Hepatic (A)
and intestinal (B) total SOD activities as well as hepatic (C) and intestinal (D)
SOD2 activities were measured as described in “Materials and methods”.
Values are expressed as means + SEM of five animals per group. "P<0.05 vs. 8

weeks chow.

Effects of dietary regimens on peroxidase and reductase activities. Hepatic
(A) and intestinal (B) peroxidase activities as well as hepatic (C) and intestinal
(D) reductase activities were measured as described in “Materials and

methods”. Values are expressed as means + SEM of five animals per group.
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Figure 16
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Effects of dietary regimens on Bcl-2, Nrf2 and cytochrome C protein
expressions. The protein expressions of hepatic (A) and intestinal (B) Bcl-2,
hepatic (C) and intestinal (D) Nrf2, and hepatic (E) and intestinal (F)
cytochrome C were determined by western blot. Values are expressed as means

+ SEM of five animals per group. = P<0.001 vs. 8 weeks chow.

Effects of dietary regimens on LINE-1methylation. Hepatic (A) and intestinal
(B) LINE-1 methylations were measured as described in “Materials and
Methods™. Values are expressed as means + SEM of five animals per group.

**P<0.01 vs. 8 weeks chow.
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Figure 12
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Figure 13
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Figure 14
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3.4. Article 4

Sabrina Yara, Jean Claude Lavoie and Emile Levy. Oxidative stress and DNA methylation

regulation in the metabolic syndrome. Article accepté. Epigenomics 2015.

3.4.1. Apport original et contribution

L'objectif de ce document est essentiellement de revoir le contexte central du syndrome
métabolique et d'analyser 1’impact des modifications épigénétiques sur l'apparition du stress
oxydant et des complications cardiométaboliques. En tant que premier auteur ma contribution
a été majeure puisque j’ai rédigé cette revue la supervision du Dr Levy, qui s’est ¢galement
chargé de sa traduction du francais en anglais. Le Dr Lavoie a également participé a cette

revue de part ses suggestions et ses commentaires.
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LIST OF ABBREVIATION

ACE-1: enzyme 1 that converts angiotensin
AT1b: angiotensin II receptor

ATP III: adult treatment panel 11

CpG: Cytosine phosphate Guanine

CRP: C-reactive protein

DNA: deoxyribonucleic acid

DNMT: DNA methyltransferase

DT2: type 2 diabetes

GPx: glutathionw peroxidase

GSH: glutathione

GSSG: glutathione disulfide

H,0;: hydrogen peroxide

HADHB: hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase
HDL: high density lipoprotein

HNF4A: Hepatocyte nuclear factor 4 alpha
HO': hydroxyl radical

HO™: hydroxyl anion

HSL: hormone sensitive lipase

IDF: international diabetes federation
Igf2: insulin- like growth factor-2

Igf2r: insulin-like growth factor-2 receptor
IL-6: interleukin-6

IRS: insulin receptor substrate

LDL: low density lipoprotein

LXR: liver X receptor

MBD: methyl-CpG-binding domain protein
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MCR4: melanocortin-4

MDA: malondialdehyde

MS: metabolic syndrome

NADPH: nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
NKCC1: Na"-K"-2CL  cotransporter 1

NOX: NADPH oxidase

0, : superoxide anion

PAI-1: plasminogen activator inhibitor-1
Pdx-1: pancreatic and duodenal homeobox 1
PGC-1a: PPARa coactivator 1

POMC: proopiomelanocortin

PPARa.: peroxisome proliferator activator receptor-o
PTPbl1: protein-tyrosine phosphatase 1B

RG: glucocorticoid receptor

ROS: reactive oxygen species

RUNXS3: runt-related transcription factor 3
SAM: S-adenosylmethionine

SERPINAS3: serine protease inhibitor

SOD: superoxide dismutase

TBARS: thiobarbituric acid reactive substance
TNF-0.: tumor necrosis factor alpha

UCP: uncoupling protein

WHO: world health organisation
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SUMMARY  DNA methylation is implicated in tissue-specific gene expression and

genomic imprinting. It is modulated by environmental factors, especially nutrition. Modified
DNA methylation patterns may contribute to health problems and susceptibility to complex
diseases. Current advances have suggested that the metabolic syndrome (MS) is a
programmable disease, which is characterized by epigenetic modifications of vital genes when
exposed to oxidative stress. Therefore, the main objective of this paper is to critically review
the central context of MS while presenting the most recent knowledge related to epigenetic
alterations that are promoted by oxidative stress. Potential pro-oxidant mechanisms that
orchestrate changes in methylation profiling and are related to obesity, diabetes and
hypertension are discussed. It is anticipated that the identification and understanding of the
role of DNA methylation marks could be used to uncover early predictors and define drugs or
diet-related treatments able to delay or reverse epigenetic changes, thereby combating MS

burden.

DNA METHYLATION

In 1942, Conrad Hal Waddington designed a study of processes in which programmed
changes to the genotype, during development, led to phenotypes. Subsequently, epigenetic
was shown to be hereditary and implicated in gene expression and not due to nucleotide
sequence impairment [1]. Currently, epigenetic is defined as being the study of stable genomic
modifications that impact on gene expression and function without any alterations in the DNA
sequence. Epigenetic mechanisms promote DNA methylation, histone posttranslational
modifications and non-coding RNAs. This review focuses specifically on DNA methylation in

relation to metabolic syndrome and oxidative stress. Most of the papers were found using the
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PubMedecine database with the following keywords: DNA methylation, nutrition, oxidative

stress, antioxidant defense, inflammation, metabolic syndrome and fetal programming.

DNA methylation is the most studied epigenetic post-replication modification and consists of
the methylation of CpG dinucleotide cytosines [2]. This covalent biochemical modification to
the cytosine base leads to 5-methylcytosine. In human somatic cells, methylated cytosines
count for 1% of total DN A bases and affect 70% to 80% of all CpG dinucleotides in the
genome [3]. CpG dinucleotides are asymmetrically represented in the genome with CpG-poor
or -rich regions. The latter are called CpG islands and cover promoter regions up to the first

exons of some genes [4]. They are usually non-methylated in normal cells [5].

The enzymes implicated in this reaction are DN A methyltransferases (DNMTs) that establish
and maintain DNA methylation. DNMT1, DNMT3a and DNMT3b catalyze the transfer of a
methyl group from S-adenosylmethionine (SAM) to cytosine. Maintenance methylation
between cell generations is very evident and carried out by DNMT1. This is the most abundant
enzyme in somatic cells and it is responsible for the maintenance of DNA methylation. It is
known to copy methylation patterns to the DNA strand after replicating it [6, 7], and is
required for proper embryo development, heredity and chromosome X inactivation [8, 9]. It
should also be stated that DNMT3a and DNMT3b are essential for embryo development, and
de novo methylation in the genome [10-12] after embryo implantation [13, 14]. Studies show
that these three enzymes not only cooperate, but they also participate in de novo methylation

pattern and maintenance [15, 16].

Although DNA methylation prevents the fixation of some proteins, it is attractive for others. In

fact, methyl groups protruding from the nucleotide skeleton prevent the linking of
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transcription factors [17]. Consequently, exposed methylation sites attract “CpG methyl-
binding protein” implicated in transcriptional repression [18]. Specifically, human proteins
MBDI1, MBD2, MBD3 and MBD4 are known to form a family of nuclear proteins related by
the presence of a methyl-CpG-binding domain [19], specifically able to link to methylated

DNA [19, 20] except for MBD3, which is implicated in recruiting DNMTs (Figure 1).

Methylation patterns are generally retained after DNA replication in order to pass the
epigenetic pattern on to cell offspring, thus creating a link (communication) for the
transmission of development or environmental pressures produced by preceding generations.
DNA methylation is the best known epigenetic mechanism, and it is clearly implicated in
regulating gene expression. In fact, DNA methylation suppresses the transcription process
depending on the location and density of the promoter CpG islands [21-23]. The most
eloquent examples include chromosome X inactivation [24-26] and retroviral inactivation
[27], which are attenuated by the treatment of somatic cells with a demethylating agent; an
action that explicitly demonstrates the implication of DNA methylation in the stable
inactivation of genes. This inactivation mechanism has been validated following the
reactivation of X transgenes of mouse embryo and somatic cells in culture when DNMTI is
absent or inhibited [28]. DNA methylation is also implicated in heredity, since for the same
cell, one of'the two alleles is stably suppressed by epigenetic modifications, whereas the other
allele is maintained in an active state. Furthermore, a DNMT]1 deletion leads to impairment of
the monoallelic expression of a number of hereditary genes [8]. Noteworthy, this specific
regulation is determined based on the parental origin of the allele. It has only been since 1991
that investigators have started to isolate a variety of genes whose expression depends on their

parental origin such as [gf2r (insulin-like growth factor-2 receptor), H19 and Igf2 (insulin-like



192

growth factor-2). Igf2r and H19 are active only when they are inherited from the mother,

whereas Igf2 is active when it is inherited from the father [29].

Overall, DNA methylation appears as a key mechanism for which a copy of a gene is
preferentially suppressed according to parental origin and kept switched off during cell
division by DNMTI [11, 30]. Nevertheless, an epigenetic deregulation of gene footprints is

associated with a number of human syndromes and pathologies [31].

DNA METHYLATION AND NUTRITIONAL ENVIRONMENT

Epigenetics is a process that responds to environment variations. In fact, impairment of DNA
methylation status as a result of environmental stress has been documented. Tobi et al. [32]
demonstrated that individuals who had been exposed to the Dutch Hunger Winter in 1944,
during their prenatal period, showed a reduction in DNA methylation of the imprinted Igf2
gene sixty years later, compared with their unexposed same-sex siblings. The study supports
evidence that environmental conditions, very early in life, can lead to persistent epigenetic
modifications later in life. This is a confirmation of Barker’s hypothesis that intrauterine and
postnatal malnutrition results in persistent fetal reprogramming during adulthood, and may
contribute to the appearance of pathologies such as cardiovascular diseases and type 2 diabetes

[33].

The best studies that show environmental conditions affecting offspring are those that study
maternal diet. A good example is related to Agouti mice. Agouti alleles regulate the production
of a pigment in hair follicles. Mice that express the viable yellow Agouti gene (4vy) are
yellow, spotted, obese and prone to develop diabetes and cancer as opposed to Pseudoagouti

mice, known as thin and non-diabetic. The Agouti mouse phenotype depends on the
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expression of the Agouti-related peptide (AgRP), which is regulated by the DNA methylation
status at the Agouti promoter level [34]. Supplementation of Agouti mice before and during
gestation with folic acid (folate), vitamin B12, choline and betaine, which are known to be
involved in generation of the methyl donors (S-adenosylmethionine) (Figure 2), has the
potential of increasing metabolic pathways such as the synthesis of phospholipid and lipid
metabolism. This supplementation leads to the substantial elevation of DNA methylation of
the Agouti gene in target tissues, specifically in offspring, largely accompanied by a change in
phenotypes [35-38]. This study clearly shows how nutrition can affect the epigenetic
organization of genes while having long-term consequences on gene expression and specific

phenotypes.

Furthermore, over the last few years, a number of studies have focused on the epigenetic
impact of nutrition. In this context, a rodent study shows that dietary restriction in maternal
protein can reduce the methylation of promoter regions of metabolic regulators such as
peroxisome proliferator activator receptor-o. (PPAR-a), glucocorticoid receptor (RG) and acyl-
CoA oxidase in the liver of first and second generation offspring (F1 et F2) [39]. This is
mainly attributed to the reduced DNMT1 expression. The same restriction in maternal protein
produces the hypomethylation of RG, PPAR-a and acyl-CoA oxidase, which is reversed by
folic acid supplementation [40]. These findings are also observed when offspring receive a
protein-restricted diet, ie., hypomethylation of the RG gene caused by a decrease in Dnmtl
(and not Dnmt3a or Dnmt3b) gene expression [41]. Although RG and PPAR-a
hypomethylation is re-established by folate supplementation, hypomethylation of the
promoters of other genes, such as that of the insulin receptor, weight increase and

triglycerides, is maintained, meaning that the specificity of the epigenetic changes during
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development does not reverse the phenotype induced by the maternal diet [42]. A recent study
also showed that mouse offspring with protein restrictions exhibit hypomethylation of the Lxr
transcription factor in the liver, and to a lesser extent, in the gut. This gene is implicated in
cholesterol and fatty acid metabolism, which confirms the capacity of transgenerational
epigenetic processes to modulate the homeostasis of hepatic lipids [44]. This suggests that
perinatal nutrition has the capacity to influence lipid metabolism during adulthood via DNA
methylation, thereby contributing to the development of adult pathologies. It is also worth
mentioning that a protein-poor maternal diet leads to hypomethylation of the receptor gene
Atlb of angiotensin II in developing fetuses, which could lead to an overexpression of the
gene in the adrenal glands with potential contribution to the development of hypertension

during adulthood [43].

Precursors of SAM (the methyl donor substrate of DNMTs) such as folic acid, methionine and
vitamin B12 seem to have a major impact on methylation status. In fact, in sheep, a restriction
in folate, vitamin B12 and methionine, during the periconceptual period, is associated with
heavier offspring characterized by epigenetic impairment, insulin resistance and hypertension
[45]. Conversely, experiments performed on Wistar rats demonstrated the ability of low
protein diet with folate supplementation to prevent an increase in blood pressure during
offspring adulthood [46] while neonatal overfeeding leads to a hypermethylation of the
promoter of the anorectic neurohormone gene called proopiomelanocortin (POMC) along with
the development of the metabolic syndrome, ie., obesity, hyperleptinemia, hyperglycemia,

hyperinsulinemia as well as [47].
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Other examples ofepigenetic modulations, in response to environmental factors, include those
linked to pancreatic functions. In fact, female rats that are poorly nourished during their
gestation and present offSpring with growth restrictions, have given birth to litters
characterized by a decrease in the number of a and B cells, perturbations of endocrine and
pancreas functions and a decrease in the expression of Pdx-1 [51], whereas restriction of
methionine, vitamin B12 and folate during sheep gestation, leads to a 4% impairment of the
methylation status of the CpG islands in combination with offspring overweight, insulin

resistance and hypertension [45].

Humans are no exception to this epigenetic regulation. Indeed, a population study (conducted
on 468 men born in England between 1920 and 1930 with known birth weights) proves that
growth restriction at birth and/or very early on in life is strongly associated with impaired
glucose tolerance, non-insulin-dependent diabetes, B-cell dysfunction, high blood pressure and
consequently hypertension [52].
Taken together, all these studies demonstrate that environmental conditions, such as diets,
during gestation or very early in life, induce epigenetic changes that can persist later in life
and with the potential lead to numerous pathologies such as cardiovascular diseases, insulin
resistance, type 2 diabetes, hypertension and metabolic syndrome (Table 1). Nutrition,

therefore, appears to be a trigger of metabolic syndrome. The purpose of the following is to
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verify whether the metabolic syndrome is associated with specific epigenetic changes, more

particularly DNA methylation.
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DNA METHYLATION AND METABOLIC SYNDROME

Metabolic Syndrome

In 1988, Dr. Gerald Reaven used the expression “Syndrome X to describe the grouping of
several risk factors (dyslipidemia, hypertension and hyperglycemia) and its relation to insulin
resistance. Currently, several organizations have defined clinical criteria for the diagnosis of
the metabolic syndrome, which include obesity, hyperglycemia, hypertriglyceridemia, low

HDL cholesterol and hypertension (Table 2).

DNA Methylation and Metabolic Syndrome

Over the last few years, a number of studies have focused on the genetics of metabolic
syndrome. In fact, the genes of the leptin receptor and leptin, an anorectic hormone, have been
found mutated in obese individuals [53]. Other candidate genes such as the genes of the
melanocortin 4 (MCR4) and proopiomelanocortin (POMC) receptors are molecularly affected
under conditions of morbid obesity [54, 55], and S2 adrenergic receptors (implicated in
lipolysis) appear to have done so as well [56]. Moreover, the Hs/ (Hormone Sensitive Lipase)
gene has a polymorphism associated with type 2 diabetes that characterizes the metabolic
syndrome [57]. Finally, other genes associated with metabolic syndrome present mutations
such as Ucp-1 (Uncoupling Protein 1) [58], Pc-1 [59], PPAR-y [60] and Irs-1 (Insulin
Receptor Substrate) [61]. Subsequently, various have examined the epigenetics (ie. DNA

methylation) in association with the metabolic syndrome.
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Obesity has been the focus of particular attention in epigenetic studies. In fact, cell studies
show methylation variations in genes involved in energy metabolism such as ppara,
phosphoenolpyruvate carboxykinase and Ucpl [39, 62]. A study, on male Wistar rats
receiving a high energy diet, claimed that the promoter of the leptin gene is much more
methylated and coincides with a lower rate of leptin production [63]. Neonatal overfeeding of
these rats leads to a rapid weight gain and results in a metabolic syndrome phenotype (obesity,
hyperleptinemia, hyperglycemia and hyperinsulinemia) in link with promoter
hypermethylation of proopiomelanocortin (POMC), an anorectic neurohormone gene and the
promoter hypomethylation of the neuropeptide Y gene [47]. Evidently, overfeeding appears as
an epigenetic risk factor in programming obesity and diabetes and, consequently, the
metabolic syndrome. Accordingly, a 2009 study shows that men who are successful in their
energy-restricted diet had a low promoter methylation of the gene TNF-a in correlation with
TNF-a circulating levels. One can conclude that the methylation status of the TNF-a promoter
may serve as a good marker not only for inflammation, but also for various parameters
accompanying the metabolic syndrome. Inaddition, weight loss induced by a hypocaloric diet

constitutes a first step to a personalized nutrition based on epigenetic criteria [64].

Intra-uterine growth retardation, associated with diabetes development, reveals a Pdx-1
expression turning off via the methylation of its promoter, which shows an influence on the -
cell differentiation and the insulin gene expression [65]. Furthermore, data collected from
animals with type 2 diabetes showed hypermethylation of the PGC-Ia (PPAR gamma

coactivator 1 alpha) gene promoter, and PPARGCla (Peroxisome proliferator activated
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receptor gamma coactivator 1a) with a consequent decrease in PGC-1a and insulin production
[66]. The PPARGCla promoter is also hypermethylated in the skeletal muscles of patients
with type 2 diabetes. This hypermethylation, in the myotubes is induced by the presence of
both TNF-a and saturated fatty acids ( palmitate) in a way that is dependent on DNMT3B,
whereas insulin and glucose have no effect [67]. Curiously, treatment of animals with a diet
rich in fat and sucrose does not induce changes in the expression of glucokinase and NAPDH
oxidase genes, but it rather rises the expression of hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase
(HADHB). Nevertheless, no change is observed in the status of the methylation of the HADHB
and glucokinase genes in spite of increased lipid intake [68]. This is intriguing since these two
genes are involved in B oxidation of fatty acids and glycolysis, respectively. Finally, the
HNF4A4 gene, a candidate gene for diabetes, presents aberrant methylation levels in cells
derived from the cord blood of babies with intra-uterine growth retardation [69]. This
distinctly demonstrates the implication of DNA methylation in the fetal programming of adult
pathologies. It would have been interesting to verify whether this deregulation of DNA
methylation is present in the long term and could have an impact on adulthood, especially in
link with the appearance of pathologies, which would help to adopt DNA methylation as an

effective biomarker.

Hypertension, another component of the metabolic syndrome, shows variations in DNA
methylation. In fact, studies with hypertense rats have demonstrated hypomethylation of the
promoter of the (pro)renin gene [70], hypomethylation of the adrenergic f1 gene [71] and an
increase in the expression of NKCCI (Na"™-K™-2CL" cotransporter 1), epigenetically regulated
during the postnatal hypertension development [72]. Other genes appear to have variations in

ther DNA methylation; they include the SERPINA3 (serine protease inhibitor) that is
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hypomethylated in the placentas of preeclamptic pregnancy with growth restriction [73], the
proximal promoter of the A7 (1 b) that is hypomethylated [43] and the promoter of the ACE-1/
(enzyme 1 that converts angiotensin), a key regulator of hypertension in adults, that is also

hypomethylated during maternal protein restriction [74].

It seems, therefore, that DNA methylation is closely implicated in the emergence of the
metabolic syndrome components through the epigenetic regulation of numerous candidate
genes (Table 3). If obesity seems to be associated with the hypomethylation of the
neuropeptide Y gene and sensitive genes implicated in appetite regulation (e.g.,/eptin and
POMC), numerous genes in diabetes, on the other hand, appear to be hypermethylated : Pdx-1
implicated in the pancreatic development and maturation of f cells, PGC-I/a implicated in
energy metabolism, UNCI3B implicated in carbohydrate metabolism, and HNF4A4 implicated
in the development of the liver, kidneys and the intestine. Meanwhile, hypertension is related
to the hypomethylation of prorenin, p adrenergic, NKCCI1, SERPINA3, AT(1b) and ACE. All
these methylation variations cause alterations in genes that play a significant role in metabolic
syndrome programming according the scrutiny of most available studies. We do not know so
far whether these epigenetic modifications are the causes or consequences of the development
of metabolic syndrome. Therefore, it would be important to tackle this issue in order to
identify the biomarkers capable to predict the cardiometabolic defects before their occurrence.
Among the above-mentioned genes, some seem to have been linked to oxidative stress such as
PGC-10 [75]. This phenomenon could thus have an influence on metabolic syndrome. In the

future, other studies will be necessary to expand the list of genes implicated in this syndrome.
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OXYDATIVE STRESS AND METABOLIC SYNDROME

A metabolic stress occurs when homeostasis is broken. Oxidative stress takes place in
circumstance where the normal concentration of oxidants molecules is abnormally elevated.
The intracellular generation of oxidants occurs mainly during mitochondrial reduction of
oxygen into water, especially during the process leading to ATP formation. In mitochondria,
about 1% ofoxygen is partly reduced in superoxide anion (O,") [76]. This free radical species
of oxygen is spontaneously dismutated in hydrogen peroxide (H,O») but, in vivo, the reaction
is catalyzed by the superoxide dismutases (SOD). The cytosolic concentration of H,O; is
dependent of its production by the mitochondrial SOD (MnSOD or SOD2) [77] and its
reduction by the glutathione peroxidase (GPx) (Figure 3). In exception of erythrocytes,
catalase, which has a very high activity [78], is located in peroxisones and in mitochondria

[79]. Its affinity for H,O, is about 10° - 10°, lower than for GPx [78, 80].

Superoxide anion is also produced by other enzymatic systems, for exemple NADPH oxidases
(NOX). This enzyme is involved in several metabolic pathways and its perturbation leads to
many pathologies. Here are three examples where the enzyme plays a crucial role. 1) In
endothelial cells, the enzyme is located in the cellular membrane. Its activity is mainly in
response to Angiotensin II [81] for the formation of superoxide anion that will quench the
nitric oxide in circulation, thereby inducing vascular contraction [82]. 2) In neutrophiles, the
activity of NOX is high and fast in order to produce a burst of radical species in reaction of
invaders [83]. 3) NOX is also known to be activated following the stimulation of insulin
receptor [84]. The formed superoxide anion is dismutated by cytosolic SOD (CuZnSOD or

SOD1) leading to formation of H,O,, which is important in inhibition of PTPb1 phosphatase
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[85-87]. This inhibition by oxidation of thiol group allows to the insulin receptor to be

phosphorylated for a longer time, allowing thus the signal transduction [86].

Hydrogen peroxide is an important intermediary in the intracellular signaling as it reacts with
thiol functions of several proteins, which alters their functions. H,O; is the famous substrate
for the Fenton reaction leading to the no less notable hydroxyl radical (HO"). In this reaction,
transition metals such Fe*" or Cu'* give an electron to the peroxide that will be splitted into
hydroxyl anion (HO") and HO" (Figure 3). This last one is well known to induce oxidation of
macromolecules such as proteins, lipids and DNA. GPx transfers two electrons from two
glutathione (GSH) molecules to the peroxide for its reduction into water. During the reaction
the disulfide form of glutathione (GSSG) is generated (Figure 3). A modification in
intracellular concentration of GSH and GSSG is at the origin of the disruption of redox

signaling [88, 89].

A rupture in the normal balance between oxidants and antioxidants in tissue can cause toxic
effects through the production of peroxides and free radicals that lead to the deterioration of
certain cell components. Numerous functional aberrations result such as gene mutations and
organite/membrane impairment, which can be the source of the aging process and chronic
diseases (cancer, diabetes, cystic fibrosis and cardiovascular diseases). Indeed, superoxide
anion and hydrogen peroxide are key players in several metabolic pathways whose
perturbations may lead to the metabolic syndrome. The next paragraphs will demonstrate the
relations between on one side, these molecules and the activity of MnSOD and GPx, enzymes
regulating their concentrations, and in the other side, obesity, inflammation, type 2- diabetes

and hypertension. The activity of MnSOD and GPx is dependent on the transcription level of
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their related genes, which are themselves subject to regulation by methylation of their

promoter region.

Obesity and Oxidative Stress

Obesity is the main factor that leads to the metabolic syndrome. Over the last few years, many
studies have shown that visceral obesity is associated with systemic inflammation
characterized by a rise in inflammatory markers such as C-reactive protein (CRP) [90] and
TNF-a [91], which leads to the production of interleukin-6. This last molecule is the major
regulator of hepatic CRP synthesis [92]. Pro-inflammatory interleukins are induced by

oxidative stress that is correlated with inflammation magnitude [93].

Many animal studies have investigated the association of oxidative stress with obesity. Obese
non-diabetic and obese diabetic KK Ay mice exhibit severe obesity compared with control
mice. They present an increase in plasma lipid peroxidation, H;O, concentration and gene
expression of PAI-1, TNF-a and NADPH oxidase in white adipose tissue compared with
control mice. The same mice experienced a decrease in expression of genes encoding for
Cu,Zn-SOD, GPx and catalase in adipose tissue as well as a decrease in SOD and GPx activity
in white adipose tissue compared with control mice [94]. Oxidative stress closely associated
with obesity and represented by an increase in 8-isoprostane, plasma TBARS (thiobarbituric
acid reactive substance) and a decrease in the GSH/GSSG ratio in rats, is significantly
reversed by the inhibition of cyclooxygenase 2, an enzyme implicated in the generation of pro-

oxidant eicosanoids when activated [95].
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Study with obese adult subjects reveals that the metabolic syndrome is accompanied by
increased fasting glucose, malondialdehyde (MDA), lipoperoxidation, GSSG/GSH ratio, CRP
and fibrinogen2 and cholesterol in plasma [90]. Another investigation with obese subjects
displays a significant correlation between Body Mass Index (BMI) and waist circumference
with lipid peroxidation as indicated by plasma TBARS and urinary 8-epi-prostaglandin-F2a
(8-epi-PGF2a). Moreover, adiponectin plasma levels are correlated inversely with BMI, waist
circumference and pro-oxidants [94]. Further evidence for the occurrence of oxidative stress in
the presence ofthe metabolic syndrome is provided in another group of obese diabetic subjects
who exhibit a rise in urinary F2-isoprostane, oxidated LDL and plasma TBARS as well as a
decrease in plasma B-carotene and retinol either in fasting or after a high-fat meal [96]. In
addition, high levels of polyamine (a nitric oxide precursor) in obese children are correlated
with oxidative stress markers (plasma malondialdehyde) and nitrosative stress (plasma
spermin) [97]. Finally, assigning 40 overweight and obese adults to a weight maintenance diet
low or adequate in dairy products shows that adequate dairy products reduce MDA, oxidated

LDL, TNF-q, interleukin-6 and waist circumference while increasing adiponectine [98].

These studies show that obesity and the metabolic syndrome are associated with oxidative
stress. In particular, an excess of nutrients expose cells to dysregulation of carbohydrate and
lipid metabolism. Nutrient abundance also leads to mitochondrial dysfunctions and generation
of reactive species derived from oxygen. Inflammation, widely present in obesity, may also be
a source of production of reactive species derived from oxygen, via macrophages in particular.
Additional efforts are necessary to determine whether oxidative stress intervenes upstream or

downstream during the development of obesity and metabolic syndrome.
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Diabetes and Oxidative Stress

Type 2 diabetes (DT2) is not only associated with oxidative stress, but also with inflammation.
In fact, human endothelial cells exposed to high glucose concentrations over five days showed
a rise in the gene and protein expression of nitric oxidase synthase, resulting in an increase of
nitric oxide and in an overproduction of superoxide anion [99]. These results demonstrate that
chronic exposure to high glucose concentrations induces an imbalance between nitric oxide
and superoxide anion, which could be at the origin of endothelial alterations found in diabetic

patients.

Transgenic mice that overexpress aldose reductase, an enzyme that catalyzes the
transformation of glucose into sorbitol, present an increment in glucose flux through the
polyol pathway, a major source of oxidative stress as noted by glutathione reduction and MDA
increase [100]. In fact, by transforming glucose into sorbitol, the overexpression of aldose
reductase depletes the NADPH required for GSH regeneration. Accordingly, diabetic rats with
high glucose autoxidation exhibit a rise in blood TBARS and reactive oxygen species (ROS)
along with a decrease in SOD activity in the erythrocyte, liver, pancreas and muscle [101].
Similar findings are obtained in humans since DT2 remains associated with elevated levels o f
MDA in subretinal fluid [102], protein carbonyls in subretinal fluid [102], urinary 8-iso-
PGF2a excretion [103], plasma LDL-cholesterol [104], TNF-a [104], interleukin-1a [104] and
oxidative damage to apolipoprotein B100 [105]. Conversely, diabetic are characterized by low
vitamin E concentrations [106] and defective antioxidant defense as demonstrated by the
decline of cytosolic GPx in platelets [106] and SOD activity in plasma [104]. These

observations indicate that the hyperglycemia in diabetic patients can induce the production of
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superoxide anion through mitochondrial electron chain transport. Theoretically, the presence
of small superoxide anion concentrations should activate superoxide dimustases and other
antioxidant enzymes via the NRF2transcription factor. However, the studies presented above
demonstrate rather a decrease in the activity of antioxidant defenses probably because of the
exaggerated levels of oxidative stress. Nevertheless, additional work is needed to elucidate the

responsible mechanisms.

Hypertension and Oxidative Stress

Hypertension is also associated with oxidative stress, since hypertensive rats present a higher
renal expression of p47phox and p67phox, two sub-units of NADPH oxidase [107]. This
enzyme produces superoxide anion known to contribute to hypertension [108]. A study
conducted with mice overexpressing NADPH oxidase in vascular smooth muscle cells shows
that angiotensin II infusion increases hypertension Hypertension induced by angiotensin II in
rats is also accompanied by oxidative stress in blood vessels [110, 111]. On the other hand,
administration of superoxide dismutase alleviates arterial pressure in this animal model,
probably down-regulating NADPH oxidase that is proposed as the source of oxidative stress
[112]. In line with this hypothesis, an increase in salt intake increases NAPDH oxidase, affects
SOD activity and elicits oxidative stress [113]. Finally, confirmation has been obtained by
several groups that show that antioxidants are able to reduce blood pressure and inflammation

in hypertensive animals [114-118].
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At this time, it is clear that the components of the metabolic syndrome, ie., obesity, type 2
diabetes and hypertension, are associated with oxidative stress and inflammation (Table 4),
and that superoxide anion and hydrogen peroxide, controlled by SOD and GPX, are key
players in this process, which can explain phenotypes of metabolic syndrome. In this context,
the activity of protein kinase C is sensitive to ROS like H,O, and O, which then increases the
expression of TNF-a by regulated signal transduction [119]. For its part, HO, appears as an
inducer of NF-kB [120] being effective in up-regulating inflammatory genes, including those
of TNF-a, IL-1 and IL-6 [121]. The eicosanoid 8 isoprostane is also produced from H,O;
[122] whereas HO' generates MDA and TBARS lipid peroxides particularly in the presence
of ferrous iron. Consequently, there are disturbances in enzymatic defenses, including SOD
and GPx. In the end, the imbalance between oxidative stress and antioxidant defense in
combination with inflammation triggers the development of the metabolic syndrome.
Nevertheless, the mechanisms leading to this marked deterioration has not been elucidated. In
addition, little information is available on the regulation of antioxidant defenses by epigenetic

modifications in the context of metabolic syndrome.
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DNA METHYLATION AND OXIDATIVE STRESS

Several studies have demonstrated the involvement of ROS in the DNA methylation reaction
under both physiologic and pathologic conditions [123]. In fact, ROS overproduction could
affect epigenetic mechanisms [124, 125]. Superoxide anions participate in this process as
nucleophilic agents since they deprotonate the cytosine molecule at C-5 position, thereby
accelerating the reaction of DNA with the positive charged intermediate S-adenosyl-L-
methionine (SAM) [126]. Accordingly, DNA methylation of protein kinase C promoter
increases in response to norepinephrine-induced ROS production in rat fetal hearts [127]. The
augmentation of superoxide anions also leads to global DNA hypermethylation and stimulates
Dnmtl expression following melanocyte anchorage blockade [124]. Moreover, DNA
hypermethylation of a single CpG dinucleotide, close to the transcription start site, is
associated with oxidative stress and low expression of SOD in adult individuals born preterm
[128]. Definitely, H,O, appears to play a significant role in epigenetic modifications in view
especially of'the increased methylation of RUNX3 (runt-related transcription factor 3) in cells
exposed to H,O; [129] and the up-regulation of DNMTI in colon cancer-derived cell lines

[130].

As explained above, it is possible that disruption of the homeostasis of H;O, and O, i the
metabolic syndrome, could be caused by an epigenetic impairment of antioxidant defenses as
is the case for cancer. Indeed, SOD2 transcriptional activity is controlled, in part, by an
epigenetic mechanism at different stages of human cancer development [131]. On the other
hand, loss of SOD activity may contribute to changes in epigenetic regulation, thereby

establishing a vicious cycle that further drives epigenetic instability [131].
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However, only few research groups have focused on these issues in relation with the metabolic
syndrome state. Among the very few studies, one can note that hypertensive rats present
hypermethylation of the SOD2 gene promoter, a process prevented by the administration of 5-
aza-2’-deoxycytidine [132]. This chemical agent is a nucleotide analogue that inhibits the
methylation of newly DNA synthesis [133], favors the proteosomal degradation of DNMT1

[134], and it is associated with lower level of DNMT1 and DNMT3a protein expression [135].

By cons, numerous investigators have shown the impairment of antioxidant defenses by DNA
methylation in cancer cases. To cite a few examples, the SOD2 promoter appears
hypermethylated in the human KAS6/cell line of multiple myeloma [136], in A549 human
lung epithelial cells and in peripheral blood mononuclear cells [137], whereas the promoter of
extracellular SOD displays a strong hypomethylation in fibroblasts of human embryo lung
(MRC5) [138]. On its side, glutathione peroxidase exhibits hyper methylation in its different
isoforms (e.g., GPx3 and GPx7) in cancers and this impairment is reversed by the
administration of 5-aza-2’-deoxycytidine [139-142]. In line with these observations, a study
conducted with double-knockout mice, deficient in both GPx/ and GPx2, reveals aberrant

methylation of polycomb target genes in intestinal cancer mediated by inflammation [140].

Nrf2, a transcription factor that activates the gene expression of antioxidant enzymes, has also
been the focus of studies since it has been found to be hypermethylated in mice with prostate

cancer, but the hypomethylating effect of curcumin allows it to be reexpressed [143].

Catalase has also been reported to be hypermethylated in the CpG II island of its promoter,
with consequently low gene and protein expression, in particular when it is exposed for a

long time to reactive oxygen species [144]. Finally, the glutathione transferase I gene can be
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hypermethylated with repression of its transcript in the RAJI and MEG-01 cell lines.

Treatment with 5-aza-2'-deoxycytidine favors demethylation [145].

Overall, these findings indicate that epigenetics, more specifically DNA methylation, has the
ability to impair the expression of antioxidant genes such as SOD and GPx, thereby worsening
oxidative stress and inflammation, major processes in the metabolic syndrome. Fortunately,
many nutrients, including methyl donor substrates for DNMTs (folates, methionine and
vitamin B), polyphenols (like epigallocatechin 3-gallate from tea and soya genistein) [146-
148], selenite [149] and curcumin [143] have the ability to prevent or reverse these

phenomena.

CONCLUSION AND FUTURE PERSPECTIVE

All of these studies have provided evidence that the prenatal or early postnatal nutritional
environment is critical in determining susceptibility to cardiometabolic disorders via
epigenetic modifications. Although DNA methylation appears as a major process in the
etiology of complex diseases, no studies have focused on its relationship with the development
of the metabolic syndrome, even if the latter is closely associated with a an increase in
oxidative stress and a decrease in antioxidant defenses that trigger inflammation (Figure 4). In
this regard, a quite recent investigation demonstrates that female offspring generated from
H202-treated sperm become glucose intolerant and markedly accumulate adipose tissue later
in life, demonstrating that elevated ROS concentration could act as a mediator of metabolic
syndrome and obesity programming [150]. This concept has further been emphasized in view
of the epigenetic changes observed in the antioxidant defense system in response to various in

utero stimuli/exposures, which could explain numerous adulthood diseases, including the



211

metabolic syndrome [151]. Surprisingly, very few studies are available in this crucial area,
which requires significant efforts from the scientific community in order to better understand
the oxidative stress-inflammation-DNA methylation-metabolic syndrome development
relationship. Animal models may represent an effective and valuable tool in establishing this
proof-of-concept. Results of this future research may be used in preventing and managing the

disturbances of the metabolic syndrome.
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EXECUTIVE SUMMARY

DNA methylation

o DNA methylation consists of cytosine methylation in carbon 5’ of the CpG islands
resulting in 5-methylcytosine. DNA methylation is implicated in gene inactivation and genetic
footprint.

DNA methylation and nutrition

. DNA methylation is modulated by nutrition, particularly methyl donors and protein
restriction.
. Environmental conditions, including inappropriate diets, during gestation or very early

in life, can induce epigenetic changes that can persist later in life and lead to numerous
pathologies such as insulin resistance, type 2 diabetes, hypertension, metabolic syndrome and
cardiovascular diseases.

DNA methylation and metabolic syndrome

. Metabolic syndrome is a programmable disease that is characterized by epigenetic
modifications of vital genes.

o No studies have focused on the relationship between gene methylation and the
development of metabolic syndrome.

Oxidative stress, metabolic syndrome and DNA methylation

o The components of the metabolic syndrome, ie., obesity, type 2 diabetes and
hypertension, are associated with oxidative stress-antioxidant defense imbalance and

inflammation.
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o Superoxide anion and hydrogen peroxide, controlled by SOD and GPX, are key players
in metabolic syndrome phenotypes.

. Alterations in ROS levels may affect epigenetic mechanisms and elicit metabolic
syndrome components.

. Superoxide anions, as nucleophilic agents, and deficient SOD activity contribute to
epigenetic instability and modifications, which may contribute to metabolic syndrome
development.

Conclusion

. Further investigations are needed in the future to better understand whether DNA
methylation may be at the origin of oxidative stress and even inflammation, two key palyer in

the initiation of the metabolic syndrome development.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1.

Figure 2.

DNA methylation reaction by DNA methyltransferase (DNMT) and

transcriptional inhibition.

The methylation reaction of DNA is carried out by DNMTs. Exposed
methylation sites of CpG dinucleotide attract “CpG methyl-binding protein”
(MBP) implicated in the transcription inhibition due to the prevention of

transcription factors (TF) binding.

The methylation/transulfuration pathway.

Folate in the form of 5-methyltetrahydrofolate (*™THF) is involved in the
remethylation of homocysteine to methionine, which is the precursor of the S-
adenosylmethionine (SAM), the methyl donor of DNA. The methionine
adenosyltransferase (MAT) catalyzes SAM synthesis. S-adenosylhomocysteine
(SAH), produced from demethylation of SAM, is usually quickly transformed
into homocysteine by SAH hydrolase (SAHH). Homocysteine can wrreversibly
enter to the transsulfuration pathway to produce the amino acid cysteine, which
can be used to form the glutathione, via the transulfuration pathway that includes
cystathionine beta synthase (CBS). Homocysteine can also be converted back to
methionine by methionine synthase (MS). Betaine is also a source of methyl
group transfers to homocysteine via betaine-homocysteine- methyltransferase

(BHMT). MTHFR (methyl tetrahydrofolate reductase) catalyzes the conversion
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of 5,10-methylenctetrahydrofolate (>'""THF) to 5-methyltetrahydrofolate

(C™THF).

Enzymatic activities of superoxide dismutase (SOD), glutathione pe roxidase

(GPx), glutathione reductase (GR) and catalase (CAT).

SOD, GPX, GR and CAT provide protection by directly scavenging superoxide
anion (O ) and hydrogen peroxide (H,O,), and by converting them to less
reactive species. SOD catalyzes the dismutation of O,  to H,O, that is
neutralized by GPX using hydrogens from two glutathione (GSH) molecules, to
form two H,O. GR then regenerates GSH from GSSG. CAT (the important part
of enzymatic defense) neutralizes H,O, by converting it to HO. Although H,O,
is not a radical, it can be rapidly converted by Fenton reaction into *OH reactive

radical.

Figure 4. DNA methylation via a mechanis m involving superoxide anion.

Superoxide can deprotonate the cytosine molecule at C-5 position, which then
accelerate the reaction of DNA with the positive charged intermediate S-

adenosylmethionine (SAM).
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Diagram of the relationship between nutrition and DNA methylation in the

metabolic syndrome.

Nutritional environment influences the DNA methylation of vital genes and may
lead to metabolic syndrome development. Oxidative stress and inflammation are
two major components of metabolic syndrome, and it is possible that DNA
methylation may be at the origin of their impairments. Reciprocal processes are

also possible.
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TABLE



Table 1: Impact of Nutritional Environme nt on DNA Methylation and Metabolic Syndrome

Nutrients Models Organs Conclusion Conclusion 2} Beferences
Maternal Protem Restriction Rodent oftfsprmg (F2) Liver Hypomethylation of PPARa, RG and acyl-CoA oxidase Change m gene methylation m F1 offspring | [39]
Increase in gene expression of PPARa, RG and acyl-CoA | through matemal protein restriction is transmitted
oxidase. to generation F2.
Maternal Protein Restriction Rat offspring Liver Hypomethylation of PPARa, RG and acyl-CoA oxidase. Folic [ Unbalanced prenatal nutrition induces epigenetic | [40]
acid supplementation preventsthese changes changes in specific genes, which corresponds to a
fetal reprogramming mechanism.
Protein  Restriction of the | Rat offspring Liver Hypomethylation of RG. Epigenetic change in RG gene m offspring is dueto | [41]
Offspring Reduction in DNMT 1 but not DNMT3a and DNMT3b a drop in DNMT 1 expression.
Maternal Protein Restriction Folate supplementation of | Liver Weight gain, increase in hepatic an plasmatriglycerides Folate supplementation during juvenile period and | [42]
rat offspring Plasma Restoration of methylation of puberty does not reverse the phenotype induced by
Adipose PPARa and RG in the liver. Hypomethylation of the nsulin | maternal diet.
Tissue receptor in the liver and adipose tissue
Low-Protein Matemal Diet Wistar rats Adrenal Hypomethylation of the AT(1b) promoter Prenatal offenses induce epigenetic changes | [43]
Gland In vitro expression of the AT(1b) gene is dependent on the | resulting in gene expression modifications and,
methylation of its promoter consequently, hypertension during adulthood.
Low-Protem Matemal Diet Mouse oftspring Liver Hypomethylation of LXR in the liver. Same effect m the gut, | Prenatal nutrition can influence adult lipid | [44]
Gut but less pronounced metabolism through DNA methylation and,
consequently, contribute to the development of
adult pathologies.
Folate, Methionine and Vitamin | Sheep, periconceptual | Liver Heavier and fatter adult offspring, epigenetic changes, insulin | Reduction in methyl donors during periconceptual | [45]
B12 Restrictions period resistance and hypertension period can lead to epigenetic changes and modify
the phenotype of the offspring in relation to adult
pathologies.
Iron Restriction, Anemia 8684 pregnant women Placenta Heavy weight placenta and high placenta weight/birth weight | Maternal iron deficiency causes des discordance | [48]
ratio between placental and fetal growth.
Low-Protem Matemal Diet Offspring Pancreas Pancreatic structure and function change An unbalanced diet results in a change m the | [50]
Reduction in cell proliferation development ofthe pancreas.
Decrease in island size and vascularization
Change in insulin secretion
Island apoptosis
Bad Maternal Rat Diet Rat offspring Pancreas Reduction in f and a cells Malnutrition very early m life mduces a decrease m | [51]
Perturbations of endocrine and pancreas functions. Drop in | B andPdx-1 cells.
Pdx-1 expression
Folate Supplementation of a | Wistar rats Arteries Prevention of hypertension during offspring’s adulthood Fetal status during gestation can influence fetal | [46]
Low-Protein Diet development and therefore the risk of MCVs in the
following generation.
Neonatal Overfeeding Wistar rats Hypothalami | Development of metabolic syndrome, hyperleptinemia, | Overfeeding appears as an epigenetic risk factor in | [47]
¢ Tissue hyperglycemia, hyperinsulinemia and hypermethylation of | the programming of obesity and consecutively
POMC MCVs.
Growth Restriction 468 men born between 1920 | Plasma Change in glucose tolerance. Growth restriction very early in life is associated | [52]

and 1930

Development of diabetes,
hypertension

dysfunction of f cells and

with glucose mtolerance and hypertension.
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Table 2: Criteria Used by Various Organizations for the Diagnosis of Metabolic Syndrome

WHO
World Health Organisation

ATP III
Adult Treatment Panel I1I

IDF
International Diabetes Federation

Insulin resistance identified by one of
the following criteria:

. Type 2 diabetes

Abnormal fasting glycemia

Abnormal glucose tolerance

Or for those with normal levels
of fasting glucose (110 mg/dL or
5.6 mmol/L), glucose absorption
below lowest quartile for the
background population under
hyperinsulinemic and euglycemic
conditions

Plus two of the following factors:

e Antihypertensive medication
and/or high blood pressure (>
140 mm Hg systolic or > 90 mm
Hg diastolic)

e Plasma triglycerides > 1.7 mmol/L

e HDL cholesterol < 0.9 mmol/L for
men or < 1.0 mmol/L for women

e IMC > 30 kg/m’ and/or a height-
to-hip ratio > 0.9 for men or >
0.85 for women

e Urinary albumin excretion rate >
20 pg/min or albumin-to-creatine
ratio > 30 mg/g

Combination of 3 of the following 5
factors:

. Abdominal obesity measured
by waist circumference (men >
102 ¢cm, women > 88 cm)

. Triglycerides > 150 mg/dL
(1.7 mmol/L)

. HDL cholesterol (men <
40 mg/dL, women < 50 mg/dL)

o Blood pressure > 130/>
85 mm Hg

. Fasting glucose > 110 mg/dL
(5.6 mmol/L)

Central obesity defined by waist
circumference and specific ethnic
values plus two of the four following
factors:

o High triglycerides: 2
150 mg/dL. (1.7 mmol/L) or a
specific ~ treatment  for  lipid
anomalies

J Reduction in HDL

cholesterol: men < 40 mg/dL or
1.03 mmol/L, women < 50 mg/dL
or 1.29 mmolL or a specific
treatment for lipid anomalies

. High blood pressure: systolic
> 130, diastolic > 85 mm Hg or a

treatment for diagnosed
hypertension
. Elvated fasting  plasma

glucose: > 100 mg/dL (5.6 mmol/L)
or diagnosed type 2 diabetes. If the
value is below 100 mg/dL (5.6
mmol/L), an oral glucose tolerance
test is highly recommended, but
necessary for the definition of the
syndrome.
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Pathologies Models Conclusion References
Type 2 diabetes Rodents Hypermethylation of Pdx-1 [65]
Type 2 diabetes 48 non-diabetics Hypermethylation — of =~ PPARGC-1o, | [66]
reduction of PGC-1a, inhibition of insulin
Type 2 diabetes Skeletal muscles of | Hypermethylation of PPARGC-1a, [67]
type 2  diabetic
patients
Type 2 diabetes Cord blood, intra- | Aberrant methylation of HNF4A [69]
uterine growth
retardation
Obesity Adipocytes Variations in the methylation of PPARa, | [39, 62]
phosphoenolpyruvate kinase and Ucpl
Obesity Wistar rats, diet rich | Hypermethylation of leptin [63]
in fat and energy
Obesity Wistar rats, diet rich | Hypermethylation of POMC, | [47]
in fat and energy hypomethylation of the Y neuropeptide
Obesity Wistar rats, diet rich | No change in the level of HADHB and | [68]
in fat and energy glucokinase methylation
Obesity Men, energy | Hypomethylation of TNF-a, weight loss | [64]
restriction marker
Hypertension Hypertense rats Hypomethylation of  prorenin, the | [70],[71],
adrenergic 1 gene and NKCC1 [72]
Hypertension Pregnancy/placenta | Hypomethylation of SERPINA3, ATIb, | [73],[43],
with preeclampsia ACE-1 [74]
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Pathologies Models Conclusion References
Obesity/ Diabetic/non-diabetic obese KKAy mice | Lipid peroxidation, increase in H202, gene expression of PAI- | [94]
Type 2 diabetes 1, TNF-a and NADPH oxidase.
Decrease in gene expression of Cu, Zn-SOD, PGx and catalase.
Lowering of total SOD and GPx activity.
Obesity Rats Increase in 8-isoprostane and TBARS; decrease in GSH/GSSG | [95]
reversed by COX-2 inhibition.
Obesity 40 obese adult subjects with metabolic | Increase in MDA, lipid peroxidation, GSSG/GSH ratio, CRP. [90]
syndrome Decrease in HDL-cholesterol
Obesity Obese subjects Correlation of BM I, waist circumference and lipid peroxidation | [94]
(TBARS and 8-epi-PGF2a)
Obesity/ Obese diabetics Increase in F2-isoprostane, oxidated LDL and TBARS. [96]
Type 2 diabetes Decrease in  carotene and retinol
Obesity Obese children Increase in polyamine in correlation with oxidative and | [97]
nitrosative stress markers.
Obesity Overweight and obese adults Adequate diet in dairy products diminishes MDA, oxidated | [98]
LDL, TNF-a and IL-6.
Type 2 diabetes Endothelial cells exposed to high | Increase in the gene and protein expression of nitric oxidase | [99]
[glucose] (22 mM) synthase, nitric oxide and superoxide anion
Type 2 diabetes Transgenic mice that overexpress aldose | Decrease in G SH, increase in lipid peroxidation. [100]
reductase
Type 2 diabetes Diabetic rats Increase in TBARS, glucose autoxidation and decrease in total | [101]
SOD activity.
Type 2 diabetes Diabetic patients Increase in MDA, protein carbonyls [102]
Type 2 diabetes Diabetic patients Increase in 8-is0-PGF2a and lipid peroxidation [103]
Type 2 diabetes Diabetic patients Increase in LDL-cholesterol, TNF-a, 8-isoprostane andIL-1o. | [104]
Decrease in plasma SOD activity.
Type 2 diabetes Diabetic patients Increase in apoB-100 oxidative damage [105]
Type 2 diabetes Diabetic patients Decrease in cytosolic GPx activity and vitamin E. [106]
Hypertension Hypertense rats Greater expression of p47phox and p67phox (NADPH oxidase) | [107]
Hypertension Mice overexpressing NADPH oxidase | Infusion of angiotensin increases hypertension [109]
(vascular smooth muscles)
Hypertension Rats infused with angiotensin II Oxidative stress in blood vessels [110, 111]
Hypertension Rats infused with angiotensin II Superoxide dismutase reduces arterial pressure [112]
Hypertension Hypertensive animals Antioxidants can reduce blood pressure and inflammation. . [114-118]
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Le syndrome métabolique est un probléme majeur de santé publique qui se caractérise par le
regroupement de plusieurs facteurs de risque tels que ['obésité, I'hyperglycémie,
I’hyperinsulinémie, I'hyperlipidémie et 1’hypertension. Chacun de ces facteurs constitue un
risque pour le diabete de type 2 et les maladies cardiovasculaires. La combinaison de 2 de ces
facteurs ou plus constitue le syndrome métabolique. En plus de l'inactivité physique, de la
génétique, du vieillissement et des changements hormonaux, le stress oxydant, I'inflammation
ainsi que [I'épigénétique apparaissent comme des facteurs responsables du syndrome

métabolique.

L’implication de I’épigénétique, particuliecrement la méthylation de I’ADN, dans le syndrome
métabolique, est tout a fait récente. Elle provient du nouveau concept de «programmation
feetale» définit comme un processus adaptatif ou la nutrition et d’autres facteurs
environnementaux altérent des voies développementales prénatales responsables des
changements métaboliques postnataux et du développement de maladies chroniques durant la
vie adulte. Les études moléculaires ont révélé que cette programmation feetale pouvait étre
expliquée par D’épigénétique décrite comme des altérations stables et héréditaires de
I’expression de génes a travers des modifications covalentes de ’ADN sans aucun changement
de la séquence. Dans ce contexte, plusieurs génes en lien avec le syndrome métabolique ont
été¢ démontrés régulés par la méthylation de I’ADN (ex. Pdx-1, PGC1-a, POMC, la leptine et

le neuropeptide Y), tel qu’évoqué dans I’ introduction de cette thése.

Le syndrome métabolique est aussi associé a un déséquilibre redox en raison de

I’augmentation du H,O,, TBARS, MDA, 8-is0-PGF2a et de la diminution des défenses
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antioxydantes SOD et GPX, ainsi qu’avec I’inflammation reflétée par ’augmentation de TNF-

a et d’IL-6, tel qu’évoqué dans I'introduction de cette thése.

Dans le cadre de ce doctorat, le stress oxydant et 1’inflammation qui caractérisent le syndrome
métabolique ont particulierement ét¢ étudiés puisque les mécanismes sous-jacents a ces deux
processus sont encore inconnus. Grace a nos modeles expérimentaux de stress oxydant et
d’inflammation (complexe Fer-Ascorbate dans les Caco-2/15, nutrition parentérale chez le
cochon d’Inde et diete riche en gras et en sucre chez la souris), nous avons pu faire avancer
significativement les connaissances sur les mécanismes responsables du stress oxydant, dans

le foie et I’intestin, notamment la méthylation de I’ADN.

L’intestin est un organe particuli¢rement impliqué dans le syndrome métabolique puisqu’il
participe au métabolisme des lipides et est donc d’une importance majeure dans les problémes
de dyslipidémie (315). De plus, il est en contact avec les nutriments pouvant induire un stress
oxydant. Nous avons donc utilisé la lignée cellulaire intestinale Caco-2/15 pour notre premicre
étude. Les cellules Caco-2/15 ont la particularit¢ de se différencier spontanément en
entérocytes matures, d’exprimer plusieurs caractéristiques morphologiques et fonctionnelles
de I'intestin gréle dans des conditions de culture standard et donc d’assurer la fonction de
transport intestinal (316-320). Elles se prétent parfaitement pour étudier in vitro les fonctions
de l'intestin humain. Ces cellules ont aussi €té trés utilisées dans le cadre des études portant sur
le stress oxydant et I’inflammation (316;321-323).

Pour induire un puissant stress oxydant au niveau des cellules Caco-2/15, nous avons utilisé le
complexe fer-ascorbate. En effet, le fer libre joue un réle unrole important dans la production

des especes réactives dérivées de 'oxygene (ROS) en participant a réaction de Fenton ou le
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radical hydroxyle (HO") est généré a partir du peroxyde d’hydrogéne. La réaction d’Haber-
Weiss, qui implique 1’anion superoxyde, produit également la forme réduite du fer (Fe*"), qui
par la suite, participe a la réaction de Fenton pour générer le radical hydroxyle. La présence de
fer est donc nécessaire pour la génération du radical hydroxyle, mais celui-ci est peu
disponible dans les systtmes biologiques. Néanmoins, I’anion superoxyde et certains
antioxydants, comme I’ascorbate, réduisent le fer ferrique (Fe®*) en fer ferreux (Fe®") le
rendant ainsi disponible pour la réaction de Fenton (324). C’est ainsi que le fer induit un stress
oxydant en causant des dommages aux macromolécules biologiques telles que les lipides, et
altere I'environnement redox comme c’est le cas pour de nombreuses pathologies (316;325-
329). La concentration de fer utilisée pour cette étude est comparable a celle de I’intestin dans
des conditions normales (330). Le complexe fer-ascorbate a aussi ét¢é combiné avec
I’antioxydant Trolox, un analogue hydrosoluble de la vitamine E non toxique pour les cellules.
Le début de cette ¢tude consistait a vérifier ’efficacité du complexe fer-ascorbate a induire un
stress oxydant via la mesure de la peroxydation lipidique. Nos résultats ont démontré une
augmentation significative de la peroxydation lipidique reflétée par le MDA lorsque les
cellules sont incubées avec du fer-ascorbate, et une diminution de celui-ci lorsque le Trolox
est ajouté a ce complexe. Puisque le stress oxydant et I'inflammation sont deux phénomenes
étroitement liés, plusieurs marqueurs de I'inflammation ont ét¢ mesurés tels que le facteur de
transcription NF-kB et son inhibiteur IkB. En effet, dans les cellules épithéliales de I'intestin,
la réponse inflammatoire est en grande partie controlée par le facteur de transcription NF-kB,
qui existe dans le cytosol comme un hétérodimere p50/p65 complexé avec sa protéine
inhibitrice 1kB. L'activation des kinases d’lIkB, par de nombreux stimuli, conduit a sa

phosphorylation, provoquant ainsi sa dissociation du NF-KB et sa dégradation par le
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protéasome. La Perte d'TkB permet une translocation rapide du NF-kB vers le noyau pour la
transcription des protéines pro-inflammatoires. Nos expériences ont démontré que le complexe
fer-ascorbate est capable d’augmenter ’expression de la protéine NF-«xB et de diminuer celle
de la prot¢ine IkB. Dans le méme sens, nous observons une augmentation de la
cyclooxygénase-2 qui catalyse la formation de prostaglandines a partir de I'acide
arachidonique et de I’interleukine-6.

L’augmentation de la peroxydation lipidique en réponse a I’incubation des cellules avec du
Fer-ascorbate laisse supposer une dérégulation de la défense antioxydante. Effectivement,
nous avons observé une augmentation de I’activité superoxyde dismutase 2 (SOD2) qui
catalyse la dismutation du radical superoxyde en peroxyde d’hydrogeéne, une diminution de
I’activité glutathion peroxydase (GPx) qui convertit le peroxyde d’hydrogéne en eau et aucun
changement pour la glutathion réductase (GR). Ces résultats étaient en accord avec ceux des
expressions géniques laissant suggérer une régulation transcriptionnelle.

Les résultats des activités antioxydantes laissent supposer une accumulation de H,O;
démontrée pour inhiber GPx (331), activer les kinases d’IkB et promouvoir la translocation du
NF-«B vers le noyau ou il déclenche la transcription de genes (332) tels que celui de la SOD
(333). La GR reste inchangée probablement en raison de la diminution du glutathion oxydé
généré par la GPx (334). Notre étude a aussi révélé une hypométhylation du géne SOD2 et une
hyperméthylation du géne GPx, une situation identique a celle des cancers caractérisés par une
hypométhylation globale et par des hyperméthylations localisées (335). Certains suggerent que
cette situation serait due a des changements de la chromatine lors de I'oncogenése, qui

prédisposent la déméthylation et la méthylation de novo (336).



254

Dans la présente étude, la 5-aza-2’-desoxycytidine (5-aza), un analogue nucléotidique qui
inhibe la méthylation de I ADN nouvellement synthétisé¢ (337;338), favorise la dégradation
protéosomale de la ' ADN méthyltransférase 1 (DNMTTI) (297) responsable de la méthylation
de ' ADN, et qui est associée avec de faibles expressions des protéines DNMTI et DNMT3a
(339), a ¢été utilisé. L'incubation des cellules Caco-2/15 avec de la 5-aza a conduit a une
réduction partielle du taux de MDA mais suffisamment pour empécher I'augmentation des
expressions protéiniques du NF-kB, de COX-2 et d’IL-6. Elle a augmenté ’expression
protéique d’IxkB et a rétabli les activités enzymatiques ainsi que les expressions des genes
SOD2 et GPX2, via la restauration de leurs niveaux de méthylation. D’autres études vont dans
le méme sens en démontrant que la 5-aza a la capacit¢ de normalisé¢ Keapl, I'inhibiteur du
Nrf2 (nuclear factor E2-related factor 2) impliqué dans I’activation des enzymes antioxydantes
(340) et d’inhiber les marqueurs inflammatoires COX-2 (341), IL-6 (342) et NF-kB (343).

Cette premiere étude a démontré, pour la premiére fois, que le stress oxydant induit par le
complexe fer-ascorbate conduit a de I’inflammation ainsi qu’a des changements dans les

méthylations et les activités SOD2 et GPx.

Bien que cette premiére ¢étude ait démontré le rdle important du stress oxydant dans la
survenue de changements €pigénétique, une étude in vivo était nécessaire pour valider les

résultats.

Nous avons donc choisi la nutrition parentérale comme modele in vivo de stress oxydant induit
par la nutrition pour notre deuxiéme étude. La nutrition parentérale est en générale administrée
durant les deux a trois premiéres semaines de vie des prématurés et est spécifique a chaque

enfant. Elle est composée d’acides aminés, de lipides, de glucose, d’oligo-¢éléments et d’un
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complexe multivitaminique. Comme évoqué ci-dessus, la NP est génératrice de stress oxydant.
Lorsqu’elle est exposée a la lumicre, la riboflavine, une vitamine hydrosoluble du groupe des
vitamines B, est photo-excitée et catalyse un transfert d’électrons entre 1’acide ascorbique et
Ioxygene (344;345). 1l en résulte la formation de H,O». Il est maintenant bien connu que la
NP exposée a la lumicre crée un environnement néfaste pour le prématuré en raison de la perte
des vitamines antioxydantes et de la génération de peroxydes (346). Dans cette seconde étude,
des cochons d’Inde agés de 3 jours avaient re¢u une alimentation réguliere, la nutrition
parentérale ou une alimentation réguliere combinée a une solution contenant 350 pM H,O».
Quatre jours plus tard, a 1 semaine de vie, la moitié des animaux de chaque groupe a été
sacrifiée pour la collection des foies. Pour les autres animaux, les infusions intraveineuses ont
¢été stoppées. Ils ont eu acces a une alimentation réguliére ainsi qu’a de I'eau jusqu’a la fin de
I’étude, soit 8 semaines plus tard, ou ils ont été sacrifiés pour la collecte des foies.

La principale découverte de cette étude est que l'administration de la NP, tot dans la vie, induit
une hypométhylation de 'ADN persistante dans le temps, en raison d’une inhibition de
lactivitt DNMT. Les effets de la NP ont été¢ reproduits avec I'infusion de H,O,. C'est la
premicre fois, & notre connaissance, qu'un lien est effectué entre une exposition a court terme
(quatre jours) a la NP et une modification de la méthylation de 'ADN, un changement qui
semble se maintenir a 'age adulte.

L’activit¢ DNMT est dépendante de I'intégrit¢ des groupements thiols (R-SH) (314) connus
pour réagir avec le H,O; et le 4-hydroxynoneal (HNE), deux molécules présentes dans la NP
(347). 1l s’ensuit la génération de R-SOH et de R-S-HNE. Il est donc clair que la qualité des
défenses antioxydantes et/ou la capacit¢ de détoxification des peroxydes ont un rdle

significatif dans le processus de méthylation de 'ADN dépendante de la DNMT. Par
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conséquent, le niveau de glutathion qui est le cofacteur de la GPX détoxifiant les peroxydes et
de la glutathion-S-transférase détoxifiant le HNE, devrait étre un joueur clé¢ dans les réactions
de méthylation de I’ADN. Les enfants prématurés sont donc a risque d’une hypométhylation
de 'ADN en raison de leur dispositif antioxydant immature et de leur faible niveau de
glutathion. Une autre observation intéressante est que le niveau de méthylation augmente en
fonction de I’age (3 a 4 fois entre 1 et 9 semaines de vie), indépendamment du traitement recu.
Ceci suggere que le développement normal pourrait nécessiter 1’inhibition de I’expression de
certains génes. Si le niveau de méthylation est important pour 1'évolution de certaines voies
métaboliques, au cours de la vie, il n'est donc pas surprenant que l'administration néonatale de
NP cause des perturbations métaboliques plus tard dans la vie. Cette étude in vivo souligne la
nécessité¢ d’une étude clinique pour comprendre les effets a long terme de la NP administré tot
dans la vie, et I'urgence du développement de nouvelles solutions de NP dépourvues de

molécules oxydantes.

Jusqu’ici les 2 premiers volets de ce doctorat se sont intéressés au stress oxydant caractérisant
le syndrome métabolique et ont démontré son impact sur I'épigénétique. 11 était alors devenu
indispensable d’obtenir un modele in vivo du syndrome métabolique conduisant ou non au

stress oxydant, et d’étudier son impact sur la méthylation de I’ADN.

Le dernier volet de ce doctorat a donc porté sur 1’étude du syndrome métabolique induit chez
des souris par une dicte riche en gras et en sucre (HFHS), pendant 12 semaines. Ces animaux
provenaient d’une collaboration avec le Dr Marette (348). D’autres études ont démontré que le
syndrome métabolique pouvait étre induit par une HFHS (67;349;350). De plus, il a été illustré

que les sucres simples réduisent la sensibilité a I’insuline (351). Un autre groupe de souris
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s’est vue administré une dicte HFHS en combinaison avec du GFT505, un double agoniste de
PPARa/6. Le GFT505 est un agent attractif ayant un potentiel thérapeutique pour le diabéte de
type 2, le syndrome métabolique et la dyslipidémie. GFT505, avec son principal métabolite
circulant GFT1007, montre une activité¢ préférenticlle pour le PPARa avec une activité
supplémentaire sur PPARS (352). Les deux subissent un cycle entéro-hépatique et sont les
cibles du foie (353). GFT505 a ¢ét¢é démontré comme un médicament candidat pour le
traitement des troubles lipidiques et glucidique associés au syndrome métabolique (353). Les
résultats de cette étude démontrent que les promoteurs des PP ARs subissent une modification
de leurs méthylations en réponse a des influences environnementales telles que la diete HFHS.
Nos données démontrent ¢galement que la normalisation des méthylations des promoteurs des
PPARs, par GFT505, a permis d'éliminer plusieurs aberrations pathologiques du syndrome
métabolique.

Les PPARs sont des récepteurs nucléaires qui controlent Pexpression de genes impliqués dans
de nombreux processus notamment 'homéostasie énergétique, la réponse inflammatoire ainsi
que le métabolisme lipidique et glucidique (354). Plusieurs études animales et
épidémiologiques ont montré qu’un environnement néfaste en période feetale et postnatale
comme lobésité et le diabéte maternels, est associée a un risque accru d'obésité¢ et de
complications métaboliques plus tardivement (355;356). Ces complications tardives peuvent
étre expliquées par 1’épigénétique, plus particulierment par des modifications de méthylation
de genes clés tels que les PPARs, en raison d’une exposition a des facteurs nutritionnels
physiques et chimiques (357;358). Les PPARs sont décrits comme régulés par la méthylation
de I’ ADN puisqu’il a démontré que l'expression du géene PPARYy, régulée par la méthylation de

I’ADN et diminué¢e dans les adipocytes, peut contribuer a la pathogenése du syndrome
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métabolique (359). De plus, la méthylation du promoteur du PPARa hépatique était
significativement plus basse pour les générations F1 et F2 ayant re¢u une diete restreinte en
protéine (360). Nos données sont non seulement conformes a ces observations, mais elles
démontrent également le role de la méthylation dans la régulation de PPARa et de PPARy,
avec un impact évident sur la résistance a l'insuline, I'hyperlipidémie, le stress oxydant et
l'inflammation. Ce mécanisme €épigénétique cellulaire clé, mis en évidence par l'activation des
PPARa et PPARy par GFT505, semble étre pleinement opérationnel dans le syndrome

métabolique.

Nous avons examiné I'inflammation, un facteur majeur entrant dans I’étiologie du syndrome
métabolique (361). Nos expériences ont démontré que la dicte HFHS, pendant 12 semaines, a
induit une augmentation de l'expression génique du NF-kB et du TNF-o hépatiques, et que
I’hyperméthylation de PPARa et PPARy pourrait expliquer ces observations. En effet, la
méthylation de 'ADN était responsable d’une diminution des niveaux d'ARNm de PPARy,
d’une inflammation et d’une fibrose, chez les patients atteints d'hépatite B chronique (362). De
plus, une faible expression maternelle de PPARa, éventuellement par l'intermédiaire d'une
hyperméthylation de son promoteur, a induit une augmentation de l'interféron-y et une
diminution des niveaux d'IL-10 (363). Une régulation a la hausse de  ARNm et de la protéine
PPAR-vy a induit une inhibition de la voie NF-kB, qui a son tour a réduit la surexpression du
TNF-a et de I'1L-6 (364). L'expression du gene COX-2 était augmentée dans les foies des
souris ayant regu la dicte HFHS et ceci qui pourrait s'expliquer par I’inhibition des PPARs. En
effet, un milieu hyperosmolaire, dans des cellules épithéliales de rein, a diminué la protéine
PPARy ce qui a conduit a l'expression de COX-2 (365). Il a également ét¢ démontré que

I’induction de lexpression de PPARy a entrainé l'inhibition de COX-2 dans les cellules MC-
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3T3 E1 (366). L’expression de la protéine COX-2 a également ét¢ diminuée par une régulation

a la hausse de 'ARNm et de la protéine PPARy (364).

Nous avons, par la suite, examiné le stress oxydant puisqu’il est étroitement lié a
I’inflammation par différentes voies de signalisation. Les souris traitées avec la di¢te HFHS
pendant 12 semaines, présentaient un stress oxydant hépatique en raison de I’augmentation du
MDA et de I’inhibition des activités antioxydantes SOD2 et GPx, pouvant étre expliqué par
I’inhibition des PPARa et des PPARy. En effet, ladministration de cyclophosphamide a des
rats a provoqué une régulation négative du PPARYy, qui a été associée a des activités SOD et
GPx réduites ainsi qu’avec une augmentation de la peroxydation lipidique hépatique (367).
L'administration d’urolithine et d'acide ellagique a augmenté lexpression de la protéine
PPARYy ce qui a été associé¢ avec une diminution des taux de ROS et de MDA intracellulaires
ainsi qu’avec une augmentation de lactivité SOD, dans des cellules T24 traitées au H,O,
(368). Il est important de préciser que le stress oxydant retrouvé chez les souris nourris avec la
diete HFHS pourrait participer aux modifications épigénétiques des promoteurs PPARs
puisque des niveaux de ROS modifiés peuvent affecter les mécanismes épigénétiques
(287;288). 11 a été suggéré que les ROS, plus précisément, 1'anion superoxyde, participe a ce
processus comme un agent nucléophile en déprotonant la molécule de cytosine en position C-
5, ce qui accéléere la réaction de ADN avec le S-adénosyl-L-méthionine (SAM) chargé

positivement (289).

En utilisant le double agoniste GFT505, toutes les caractéristiques du syndrome métabolique,
y compris le stress oxydant et l'inflammation induits par la dicte HFHS, ont été éliminées.

Collectivement, nos données montrent que, en plus de lutter contre les troubles
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cardiométaboliques, GFT505 atténue sensiblement I'inflammation. Dans une étude récente de
phase II, un traitement de 1 mois avec du GFT505 avait considérablement amélioré
I’homéostasie lipidique et glucidique chez des patients obeses souffrant de dyslipidémie
combinée a un prédiabéte (369). Une amélioration des marqueurs de la fonction hépatique
gamma-glutamyl transpeptidase, alanine aminotransférase et phosphatase alcaline (ALP) a
¢galement ét¢ observée chez des patients traités avec GFT505 (369). L'efficacité du GFT505
dans des modeles de souris de NAFLD/NASH a ét¢ proposée par la premicre étude
préclinique de Sta€l et al (370). Les effets du GFT505 corrélaient également avec une
diminution de l'expression des génes hépatiques pro-inflammatoires comme l'interleukine 1§
et le TNF-a (370-372). L’impact du GFT505 sur le stress oxydant pourrait s'expliquer par ses
effets sur l'inflammation étant donné que ces deux phénomeénes sont étroitement liés, mais
aussi parce que les agonistes de PPARy ont réussi a réduire la production de superoxyde dans

les cellules endothéliales (373) et la génération de ROS (374).

En conclusion, ce troisieme volet a démontré que la dicte HFHS a induit une hyperméthylation
de génes métaboliques clés tels que PPARa et PPARy favorisant les caractéristiques du
syndrome métabolique, y compris I'inflammation et le stress oxydant. Le double agoniste
PPARa /5, GFT505, a neutralisé plusieurs aberrations pathologiques du syndrome
métabolique dans ce modéle syndrome métabolique en normalisant la méthylation des

promoteurs PPARSs.

Les travaux de cette thése ont démontré que le redox a la capacité d’induire des changements
épigénétiques (hyperméthylation de PGx et hypométhylation de SOD2 dans les cellules Caco-

2/15, hypométhylation globale de I’ADN induite par le stress oxydant de la nutrition
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parentérale et hyperméthylation des PPARa et PPARY induit par le stress oxydant d’une dicte
riche en gras et en sucre). Plusieurs mécanismes peuvent expliqués 1I’impact du redox sur
I’épigénétique (Figure 12):

- La S-adénosylméthionine (SAM) est générée par la méthionine adénosyltransférase
(MAT) et représente un donneur de groupes méthyles. La MAT contient une cystéine sensib le
redox au niveau de son site actif la rendant ainsi sensible a I'environnement redox. Un
environnement oxydé inhibera son activité tandis qu’un environnement réducteur augmentera
sa production (375-377). Dr’ailleurs, il a été suggéré que les cellules cancéreuses, qui
contiennent un environnement plus oxydé, doivent avoir une diminution de Pactivit¢ MAT, et
par conséquent, une diminution des niveaux de SAM (378).

- L’enzyme méthionine synthase (MS) qui utilise un mécanisme folate/cobalamine,
produit de la méthionine a partir de "homocystéine (379). Elle permet le transfert d’un
groupement méthyle provenant du SAM vers I'homocystéine. Il a été démontré que
I’oxydation de la cobalamine de la MS la rend inactive ce qui inactive le cycle de Ia
méthionine (380;381). La MS peut étre recyclée par 'enzyme méthionine synthase réductase a
partir de SAM. Par conséquent, les ROS peuvent influencer 1’épigénétique via 1’inactivation
de 'enzyme MS.

- Le stress oxydant a un impact sur la production de glutathion. Il a la capacité
d’augmenter la sortie de I’homocystéine du cycle de la méthionine vers la production de
glutathion en augmentant I’activité de la cystathione -synthase (382). I1 a été proposé que les
défauts métaboliques, dus au stress oxydant et trés présents dans les cancers, exercent une
influence sur I’épigénétique en dirigeant les métabolites vers la voie de production du

glutathion plutdét que vers la production de SAM. En effet, une diminution de glutathion
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diminuera les niveaux de SAM, augmentera la production de glutathion et conduira a une
hypométhylation du génome (383;384).

- La 8-oxoguanine représente le dommage oxydant de ’ADN et est susceptible d’induire
des changements épigénétique si les dommages oxydants ont lieu au niveau des ilots CpGs. En
effet, la présence de 8-OG au niveau des ilots CpG inhibe la DNMT ce qui conduira a une
hypométhylation (385;386).

- Une oxydation des groupes méthyles des cytosines méthylées est €galement possible et
produira de la 5-hydroxyméthyle-cytosine. La reconnaissance des CpGs par les protéines liant
les groupes méthyles sera compromise et aboutira a une hypométhylation (387;388).

- Il a ét¢ démontré qu’une oxydation au niveau d’une guanine ou au niveau d’une
cytosine méthylée appartenant a un ilot CpG empéche la fixation des MBD (methyl-binding-
proteins) ce qui a altére la structure de la chromatine (389) et favorise la déméthylation ainsi
que la méthylation de novo (390). Ce profil est également retrouvé au niveau des tumeurs
caractérisées par une hypométhylation globale du génome ainsi que par des hyperméthylations

localisées de certains genes (391).
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Figure 12 : Inhibition du cycle de la méthionine par le redox. L'oxydation des enzymes clés (représentée dans
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methionine.
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IV CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES
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1. CONCLUSION

Les connaissances sur les modifications épigénétiques des geénes dans le syndrome
métabolique sont limitées. Nous sommes les premiers a démontrer que 1’induction d’un stress
oxydant in vitro (cellules Caco-2/15) cause une augmentation de I'inflammation et une
altération des principales défenses antioxydantes telles que la SOD et la GPx via une
modulation de leurs niveaux de méthylation. Nous sommes également les premiers a
démontrer in vivo (chez le cochon d’Inde) que le stress oxydant de la nutrition parentérale
induit une hypométhylation de I’ADN persistante dans le temps en raison d’une inhibition de
I’activité de la DNMT tres tot dans la vie. Finalement, nous sommes les premiers a démontrer
in vivo (chez la souris) que le syndrome métabolique induit par une diéte riche en gras et en
sucre est associé a des altérations épigénétiques de genes métaboliques clés tels que les PP ARs
ce qui favorise le stress oxydant et I'inflammation puisque le double agoniste GFT505 a pu
neutraliser les effets induits par la diete HFHS.

Le stress oxydant induit par la nutrition a induit d’importants changements épigénétiques
pouvant conduire au développement du syndrome métabolique.

La nutrition apparait donc comme un facteur crucial dans la prévention de la reprogrammation
feetale et du développement du syndrome métabolique. Puisque les mécanismes suggérent que
le stress oxydant agit principalement sur les métabolites du cycle de la méthionine pour altérer
I’épigénétique, une supplémentation en ces molécules ainsi qu’en antioxydants permettrait de

restaurer 1’équilibre redox et épigénétique.
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2. PERSPECTIVES

Il serait intéressant d’évaluer in vitro et in vivo I'impact d’une supplémentation en folate,
vitamine B12, choline, et bétaine sur les niveaux de méthylation des genes des défenses
antioxydantes en présence d’un stress oxydant. Au niveau in vitro, une étude pourrait
s’intéresser a I'impact du LPS sur la méthylation des génes antioxydants et anti/pro-
inflammatoires. Au niveau de notre étude in vivo, une photoprotection de la nutrition
parentérale pourrait étre réalisée afin de diminuer le stress oxydant et par la suite examiner la
méthylation des génes des défenses antioxydantes. En effet, une photoprotection de la
nutrition parentérale permettait de diminuer les peroxydes (392) générés a partir de la
riboflavine (393). L’addition d’hexapeptides dérivés du lait humain semblerait également une
bonne solution pour réduite le stress oxydant de la nutrition parentérale (réduction des
peroxydes de moiti€) (394) et représenterait un excellent modele pour des études
épigénétiques. Il apparait crucial que les résultats des études de nutrition parentérale soient
pris en considération afin de réduire les complications associées au stress oxydant de ce mode
de nutrition. Cette é¢tude souligne la nécessité d’une étude clinique pour comprendre les effets
a long terme de la NP administré tot dans la vie.

Il serait intéressant d’analyser, in vivo, I’impact d’antioxydants tels que les polyphénols sur les
effets épigénétiques induit par la dicte HFHS.Finalement, I'utilisation de la technique
«Illumina » permettrait de mesurer la méthylation de 450 000 sites CpG couvrant 14 000
genes et ainsi de cartographier des familles de génes modifiées €pigénétiquement dans le

syndrome métabolique.
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