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INTRODUCTION GENERALE



Les malaies cardiovasculare¥ RQW OD SUHPLqUH FDXVH GYLQFDSDFL'
dans le monde. Par conséquent, ces pathologies constituent un probleme majeur de santé
publigue 6HORQ OY206 GYLFL j SUqV GH ederoRtidOrdadiBQYV GH S
cardiovasculaires par an et selon les projections ces affections resteront la premiere cause de
mortalité devant les canceEn 2012, ces pathologies étaient responsables de 31,5% des déces
prématurés dans le monde (soit 17,1 millions dont envifh 000 en France). La France
compte également 3,5 millions de patients recevant un traitement contre ces mh&slies.
maladies cardiovasculaires sont regroupées en différentes catéglasesardiopathies
coronariennes, les maladies céréebasculaires les artériopathies périphériques, les
cardiopathies rhumatismales, les malformations cardiaques congénitales, les thromboses
veineuses profondes et les embolies pulmonaires. Parmi-celles sont les pathologies
ischémiques (infarctus du myocarde, ideats vasculaires cérébraAVC) ou embolies
pulmonaires), définies comme un déficit entre les apports et les besoins en oxygene et
nutriments aux cellules irriguées, qui sont les plus fréquentes. Les pathologies ischémiques sont
reconnues comme ayant §d&J RULJLQH XQH G\VWIRQFWLRQ HQGRWKpOL
pierres angulaires du systeme cardiovasculaire, est une monocouche cellulaire tapissant
OfLQWpPULHXU GHV abt KXMHDOH/ BQLRREG HMO GDQV OH PDLC
vascuhire. De par son contact aviecsang il va réagir localement et rapidement a différents
VWLPXOL SK\VLTXHV RX FKLPLTXHV SDU OD OLEpUDWLRQ G
GRQW OH PRQR[\GH G1D]RW Hau hi2eau /diddti¢ligdar Whe hziee X4 W
eNOS éndothelial Nitric ide Synthas¢ au niveau endothélial, qui est majoritairement
responsable de la relaxation endothélidépendante desisseauxXForstermann and Munzel,

2009.

3DUPL OHV IDFWHXUV GH ULVTXH LQGXLVDQW QYDSSDU|
IDYRULVDQW OH GpYHORSSHPHQW GH OYDWKpURVFOpPpURVH
classées en facteurs de risque irréversibles ou en facteurs de risques modifiables selon la World
Heart Federation en 2013.

Les facteurs de risque irrévinies ou non modifiables sont :

¥ le vieillissement (qui est considéré comme le premier facteur de risque
cardiovasculaire),

¥ le genre (le risque de développer une maladie cardiovasculaire est plus important
FKH] OTKRPPH HW LO DXJPHQméhbpausé)] OD IHPPH DSUQqV

Y% OfHWKQLFLWQDP



% OfKpUpGLWp RX QfKLVWRLUH IDPLOLDOH

Les principauxfacteurs de risque modifiables notamment parchangement de régime

alimentare sont:

% OTK\SHUWHQVLRQ ! PP+J

¥ le tabagisme,

¥% OYREpPVLWp RoceWE n&SBelc@ptlle> 25),

¥, la sédentarité,

¥% OD FRQVRPPDWLRQ H[FHVVLYH GYDOFRRO

¥ le diabetg>126 mgde glucose pail de sany

¥% OfK\SHUOLSpPLH QRWDPPHQW OYK\SHUFKROHVWpPURO

Chez un individu ou dans une populatiofid Y DOXDW LR Q G H axise\dohRe¢Y IDF W
apres pondération, un score de risque, qui comparé aux données épidémiologiques, indique la
SUREDELOLWp GILQFLGHQFH GH PDODGLHRankimha@wR Y DV F X (
SCORB (Perk et al., 2012

/IH SULQFLSDO IDFWHXU GH ULVTXH PRGLILDEOH HVW OfI
alimentation de type occidental. Cette alimentation comprend une part excessive de lipides
saturés et i WVDWXUpV GH YLDQGH URXJH GH JOXFLGHBette GIDOLF
DOLPHQWDWLRQ SUpVHQWH pJD padweHeR Wug@iDiédudés Dr&isyV p UL VW
céréales et poissons. De plus, le ratioajgsorts etipides polyinsaturés omégeet enoméga

SHXW DWWHLQGUH GDQV FH W\SH GYDOLPHQWDWLRQ
indiquant une surconsommatienacides gras omeéga 6. Les acides gras polyinsgiNéiBI)
sontsensiblesauxSURFHV V XV @fiRé¢uven Wik R@de maniére exogéne dans les
aliments lors de la conservation ou lors la préparation mais également de maniere endogéene
ORUV GH OD GLJHVWLRQ /TR[\GDW LR QolattiSd &bdustxtidedd OW qUH
nutritionnelle des acidedUDV HQ UpGXLVDQW OfYDSSRUW BQAUPHQWDL
niveau gastrique, les conditions physiElK LPLTXHV R[\JgQH S+ VRQW IDYRU
G Hox@dfton des AGPI par diverses fornede fer alimentaire (fer héminique de la
myoglobine du muscle, fer libr§KannerandLapidot, 2001 Lorrain etal., 201D /fR[\GDWLRQ
OLSLGLTXH SHXW H[DFHUEHU OHV HIIH®®rdioGpdIpiW,gduts/ GT1XQ
par une alimentation riche en lipides et par la formation de composés néfastes et toxiques pour
OYKRPPH K\GURSHUR[\GHVY DOGpK\GHV FpWRQHV HWF
G TR[\G Dew L4h@droxynorenal ou 4HNE) semblent étre absorbables au niveau de
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OfLQWHVWLQ JUrOH SRXU rWUH HQVXLWH SULV HQ FKDUJH
du plasma (LDL, HDL)DYDQW GfIfrWUH UHWURXYpV PpWDEROLVpPV GL
DYHF OYDFLGH P Hkbmpesddmnte lc@lxX & ét8 mbontré pour le (taeller et al.,

2015. La modification des LDL par interaction avec leHNE SURGXLW GY{R[\GD
cytotoxique et génotoxique spécifique d€sPI oméga6, conduit aud_-DL oxydées (LDLoX)

qui sont considérés comnakes facteurglésdans H GpYHORSSHPHQW GH OYDWK
plus, la dysfonction endothéliale pouvant étre induite par le stress oxgderégalement étre

unrole clé dans ledéveloppement d®© 1D W K p U RV F Qla dyRfwndtiorf @nddthekaW va
notamment se caractger par une altération de la voie du NEnh effet OfHQGRWKpOL>
notamment via la synthése du NO, a un role-plaijuettaire, artihrombotique et limite la
prolifération des cellules musculaires liss€s, ce sont des mécanismes impliqués dans |
phénanéne i DWKpURVFOpURVH

Les changements dans les comportements alimentaires, notammeat@&mocratisation
de la qunkfood» et de la 4astfood2 O § D X J P H @\bbBsoniniRatipn@&gtats industriels
peu cditeux maistrop riches en lipidesasso@s a une trop forte consommation de viande
URXJH SDUWLFLSHQW | OfpY ROnaaieR Qardbitisddl@iresS Wpe&y DOHQ
VHQVLELOLVDWLRQ GHV SRSXODWLRQV DX GDQJHU GH FH
consommation et ainsi réduire lesvifr XHV FDUGLRYDVFXODLUHV DVVRFLp)\
sensibilisation efficace, une meilleure compréhension des mécanismes délétéeres induits par ces

déséquilibres alimentaireemble nécessaire

,O HVW SRVVLEOH GH UpGXLUH @ehehtsglinktt® ¢t kh moft@itt SD U L W
prématurée chez les personnes présentant une pathologie cardiovasculaire avancée et chez les
personnes dont le risque esgjoré SDU OD SUpV Hdé&phubleuBsTfxc@umR e risque
comme QRWDPPHQW O {DOL RHIRAY Bigpadrat@ il & B RB0BI ansQue ta
nourriture soit ton médicament et que ton médicament soit ta noursitukinsi, la mise en
SODFH GY{XQH VWUDW pJL HavedDuwegund @lthentdddhc@pdmivt HIESW L R Q
aliments dis antioxydans apparait nécessaire et pourrait prévenir ou ralentir le développement

et les manifestations cliniques des pathologies ischémiques.

/I TDOLPHQWDWLRQ HVW VR X t¢l6 gudeMddiids Rds Golyihévidds D W X U |
les caroténoides. Les polyptods sont les micrgonstituants les plus abondants apportés par
les fruits et les léegumeBiverses métanalyses ont révélé que la consommation de fruits et
légumes était associée a un risque réduit de développement de maladies coronariennes

GAVC (He et al., P06). Ces métaanalyses onégalemenmontré que la consommation de
4



FDFDR RX GYXQ UpJLPH DOLPH Qesddsisirhajelrs detbolypéh@L) Y DQR O
améliorait la fonction endothéliale en réduisant la pression artérielle par améliorateon de
YDVRPRWULFLWpPp GpSHQGDQWH GH OfHOQ&IRawet al Q20X GH P D¢
/IHV 1ODYDQROV SHUPHWWUDLHQW pJDO Hyrdd QW c8lidlesUp G XL U
endothéliales etat inflammatoir§dAndre et al., 2012Macready et al., 20)4Par dleurs,

O 1D S S R U \WeohbQudnts RabtiBxydants semigeotéger és lipides polyinsaturés contre
OTR[\GDWLRQ G Dgasitrair@estinaV(Gabertwet Val., 2014 Or, les flavants
monomeriques (catéchine, épicatéchine) et oligomériques (procyanid@gsont largement

présents dans la pomme, qui est le fruit le plus abondamment consommé en Faance.
conséquentdémontrer les bénéficasir la santé cardiovasculgir& { X Q pléexitatioren

fruits riches en molécules antioxydantes, telles que les flavgrmisiettrait defavoriserla
réintroduction des fruits et légumesl sein de ces régimes alimentaires reconnus comme

néfasts.






REVUE DE LIT TERATURE



Nous présenterons dans ceteue de littérature une premiere patii¢aillant O f{DOLPHQW D W L
OLSLGLTXH HW OYLQLWLDWLRQ GH OfYR[\d2MiEReQpa@ie SLGLT?
présenteles conséquences biologiques induites pae alimentationoccidentalesur la
physiologie cardiovasculairdNous décrirons également Iegcanismes responsables de la
dysfonction endothéliale et de la formatiates plagus G{DWKpURPH DERXWLYV
développement de pathologies ischémiques. lisidrae partie de la revue de littérature traite
de la prévention panne supplémentation alimentaire riche en polyphénols potentiellement

protectrice de la fonction vasculaire a long terme.

1. Alimentation et oxydation lipidique

1.1. Les lipides alimentaires

Les lipides alimentaires font partie des sept constituants de base de notre alimentation avec
les glucides, les protéines, les vitamines, lesepg@ pPHQWY OHV PLQpPpUDX[ HW O
macronutriments hydrophobes ou amphiphiles les plus énergétiggeeprésente 9,3 kcal).
, OV VRQW WUqV GLYHUVLILpY HW FODVVpV:HQ VHSW SULQFL

- Les acides gras

- Les acylglycérols (glycérides dont les triglycérides)
- Les phospholipides

- Les sphingolipides

- Les stérols dont le cha&rol

- Les terpénes

- Les glycolipides

La majeure partie des lipides alimentaires est constituée de triglycérdeslton et al.,
1997. Les lipides alnentaires sont apportés a la fois papiexiuits animaux SRLVVRQV °XIV
fromages, charcuteseet viande), lesproduits végétauggraines et fruits oléagineux, huiles)
ainsi que certaingroduits transformég/iennoiseries, barres chocolatées, etal) @n

contiennent beaucoupes recommandations officiellete O 1 $ 1 6 AgenceNationale de
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SécuritéSanitaire de Alimentation, de Environnement et diiravail) indiquent que lebpides

devraient représent@&5 a 40% deCafiport énergétique totalu quotidien. Cette fourchette
SHUPHW G DVVXUHU OD FRXYHUWXUH GHV EHVRLQY HQ DF
linolénique) et de prendre en compte la prévention de pathologies notamment cardiovasculaires.

La limite haute de cetfieurchette estépassée en France pour environ 43% des adultes et 34%
GHV HQIDQWYs Garf@qudrguie alimentation trop riche en lipide

1.1.1.Lesacidesgras

Les acides gras sont des acides organiques a chaine hydrocarbonée de longueur variable (de
4 a 24 atomede carbone) comprenant une fonction acide carboxyligge2@ + 'TXQ SRLQW
de vue biochimique, on distingue les acides gras saturés ne possédant aucune double liaison
carbonecarbone, les acides gras monoinsaturés possédant une seule double liaigg@rek les
possédant plusieurs doubles liaisons. Cependant, les doubles liaisons ne sont que rarement
conjuguées et sont séparées par un groupement méthy@ieGHCH2-CH=CH-). Les
DFLGHVY JUDV H[LVWHQW JpQpUDOHPHQW GiB(QU\V) quiidie® L PH QW I
évoluer vers une configuratiarans (ou E) apres transformation ou oxydation. Dans la nature,
plus de 150 acides gras différents ont été identifiés et ils sont caractérisés pour la plupart par un
QRPEUH SDLU G 1DWR P HNs @idandabtt ot QeHype R 15 &t CleH(dau 1)



Tableau 1 : Principaux acides gras et leurs originégétale ou animale.

Nom systématique Nom commun Nombre  Nombre Poids Principales
de de doubles moléculaire sources
carbone liaisons (Da) alimentaires

Dodécanoique Laurique 12 0 200,31 Huile de coprah

Tétradécanoique Myristique 14 0 228,36 Produits laitiers

Hexadécanoique Palmitique 16 0 256,42 Huile de palme

HexadéeQRwTXH 1 Palmitoléique 16 1 254,39 Huile de noix de
Macadamia

Octadécanoique Stéarique 18 0 284,47 Graisses animales

OctadéeQRwWTXH ( Oléique 18 282,44 +XLOH GYRC
de pépin de raisin,
beurre de karité,

Octadécadienoique( - Linoléique 18 2 280,43 Huile de tournesol,

12 (n-6)° de lin, de mais, de
SoOja, etc.
phospholipides
animaux (jaune
GY°Xl FHUY

2FWDGpFDWU-L .-Linolénique 18 3 278,41 Huiles de noix,

12-15 (n-3) colza, soja

Eicosanoique Arachidique 20 0 312,5 +XLOH GIf,Dé
germes de mais

(LFRVDQRWTLX} Arachidonique 20 4 304,45 Graisses animales

14 (n-6)

Eicosapentaénoique EPA (n3) 20 5 302,45 Huiles de poissons
(foie de morue,
hareng, saumon)

Docosanoique Béhenique 22 0 340,57 +XLOH GYDL

Docosénoique Erucique 22 338,55 Huile de colza,
graines de moutard

Docosahexaénoique DHA (n-3) 22 6 328,49 Huiles de poissons

& & position du premier carbone portant la double liaison (a partir de la fonction acide).

b: n= position du premier carbone portda double liaison (& partir de la fin de la chaine

carbonée)

/HV DFLGHV JUDV j QRPEUH LPSDLU GH FDU ER®eAtertR P P H
une teneur inférieure a 0,2% des acides gras totaux dans les huiles végétales (tournesol, olive).
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/IYDFIS®GOPLWLTXH & HW OYDFLGH VWpDULTXH & VRQ
GDQV OHV JUDLVVHYVY DQLPDOHV /YDFLGH ROPpPLTXH & FR

i HVW XQ DFLGH JUDV PRQRLQVDWXjihgaturd ®deuGH OLQ
double liaisons esguant aluLDERQGDQW GDQV OfKXLOH GH WRXUQHVRC

&KH] OTKRPPH FHUWddpenvablzfd samt Yas)dymhétisés ou en quantité
LQVXIILVDQWH S idso00tfiR WekBe@ties.Alsl appsiennent aux oméga 3-3)
et oméga 6 (%, position du premier carbone portant la derniére double liaison avec une
numerotation en partant de la fin de laickeacarbonée). Il existe 2 acides geasentiels Of{DFLGH
linoléique (n  HW OBIDdétdnigue (n TXL QH VRQW SDV VIQWKpWLVpV .
doivent étre obligatoirement app@at& D U O D O LR sy@n&dddaslaRides gras a longue
chahe des deux famillgg-3 etn6) pWDQW SHX HIILFDFH LO DdpMjpeGplILQL
(C20:4n O 1 (G2R:5 n3), et le DHA (C22:6 1) sont des acides gras essentiels.

Les graisses alimentaires contiennent A€#1 n-3 et 6 qui jouent des rbles importants
dans de nombreux processus biologiques humains. De nombreuses étiégepigiques et
FOLQLTXHV LQGLTXHQW TXH OD FRQVRPPDWjua@éesH '+$ HW
bénéfique pour réduire les risques de maladies cardiovasculaires et ds (Rieckger et al.,
2009. CesAGPIn-3 ont un role bénéfique poubl VDQWp PDLV OHXU VHQVLELOL\

confére également un rdle potentiellement délétere.

Les acides laurique, myristique, et palmitique sont des acides gras saturés a lofmgue cha
qui, en excésont un effefpro-athérogenelesacides gras satés a courte et moyenne ties
QIRQW SRXU CffeXKpdo8H2dnsS DV G

1.1.2. Les triglycérides

Les triacylglycérols ou triglycérides (TG) sont des lipides neutres formés par un glycérol
acylé par trois acides gra&igure 1). Les TG peuvent étre saturés, monoinsaturés ou
SRO\LQVDWXUpVY VHORQ OHV DFLGHV JUDV TXYJLOV FRQWLHC
GDQV OfDOLPHQWDWLRQ HW VRQW OHV FRQVWLWXDQWYV &
végétales. En effet, les huiles végétales sont constituées a 100% de lipides pnraipabus
forme de TGLes acides gras peuvent comprendre de 4 a 22 carbones mais les acides gras a 16

et 18 carbones sont les plus courants.
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Figure 1: 5SHSUpV HQ WIBYRLRG Bt ¥Qch@ HV GIDFLGHV JUDV

/IHV 7* FRQWHQDQW DFLGHYV JUDV LGHQWLTXHY VRQW
tristéarine, TG constitué par trois acidestéariqus). La plupart des corps gras naturelstson
FRPSRVpV GIXQ PpODQJH FRPSOH[H GH 7* GH FRPSRVLWLRC

lIs ont un réle fondamental par leur fonction de réserve énergétique anhydre dans les cellules

adipeuses (énergpar lesacides gras et de stockage des acides gras grace au glycérol).

Une matére grasse ne présente pas un point de fusion net mais une zone de fusion. Pour une
température donnée, les TG les plus saturés sont sous différentes formes cristallines en
VXVSHQVLRQ GDQV XQH SKDVH OLTXLGH SOXV¥dedgriisses HQ 7* |
alimentaires complétement saturées ou insaturées et les différentes graisses se caractérisent par
la composition relative descl@HV ODWpUDOHY GYIDFLGHYV JUDV

/T$PHULFDQ +HDUW $VVRFLDWLRQ D GplL @iréXique#wmd X[ QRU
de lipides alimentairegsL QI pULH XU | J / PPRO / WDQGLV TXTXQ

(2,25 mmol/L) représente un facteur de risque cavdsxulaire

1.1.3. Les phospholipides

/HV SKRVSKROLSLGHV VRQW IRUPpPV G TXXQunigioupgnieRIO O Lp
SKRVSKDWH /HV SKRVSKRVSKLQJROLSLGHVY TXDQW j HX[ Q
Les phospholipides sont amphiphiles avec une téte polaire (liée au groupement phosphate) et
deux ch@nes aliphatiques (apolaire). Cette assammatpermet aux phospholipides de
VIRUIJDQLVHU HQ ELFRXFKH HW GH FRQVWLWXHU OHV PHPE!
QLYHDX GX JO\FpURO SHXYHQW YDULHU PDLV HQ JpQpUDO
phosphate en position-§hdu gly@rol peut étre estérifié avec différentes molécules (sérine,

éthanolamine, choline, glycérol ou inositol). La phosphatidylcholine (Iécithine), la
12



phosphatidyléthanolamine (céphaline), la phosphatidylsérine et la phosphatidylinositol sont les
principaux pho SKROLSLGHV GIRBigueZ).H DOLPHQWDLUH

4 cH
— C—C—N—CH, Phosphatidylcholine
H, H :
2 CH,
—c—c—NH, Phosphatidyléthanolamine
CH, —OCOR, H, H,
R,0CO—CH o X = < ]
<|TH —0-P-0X oo Phosphatidylsérine
2 T — 5
© NH3+
OH OH
/ \OH o
Aon \} Phosphatidylinositol

L

Figure2: 5SHSUpVHQWDWLRQ GHV SULQFLSDX[ SKRVSKROLS

1.1.4. Le cholestérol

Le cholestérol est un lipide de la famille des stérols jouant un réle majeur dzorsloieux
processus biochimiques. La molécule de cholestérol comprend quatre cycles carbonés notés A,
% & ' DLQVL TXTIXQ JURXSHPHQW K\GUR[\OH 2+ VXU OH FI
partie hydrophile du cholestéretipeut étre estérifié par ugide gras saturé ou insaturé rendant
OD PROpPFXOH LQVR@XBHOH GDQV OfHDX

Figure 3 : Représentation de la structure du cholestérol.
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Le cholestérol est un composant majeur des Innanes cellulaires animales contribuant a
OHXU VWDELOLWpP HQ VYLQWH HIDe6t EgalémdthiQovédeirt dand VesS KRV §
lipoprotéines.

Le cholestérol est le précurseur de nombreuses moléculededombrmones stéroidiennes
(cortisol, corisone et aldostérone), les hormones stéroidiennes sexuelles (pragestéro
°VWURJgQHYV HWe thdtecarcifedMyjpdni ©1p] le facteur nucléaire NF% HW OHV
sels biliaires.'DQV OTDOLPHQWDWLRQ OH FKROHVWmpwB/as HVW H|
animaux./H FKROHVWpURO DOLPHQWDLUH HVW UHWURXYp HQ JI
viande rouge et les abaBans les végétaux, les phytostérols, des molécules de la méme famille

que le cholestérol, soptésentegn faible quanté et ont comme propriété la capacité a limiter
Of{DEVRUSWLRQ GX FKROHVWpPpURO DOLPHQWDLUH

I MTHIFqQV GH FKROHVWpPURO HVW QpIDVWH SRXU OD VDQWp
etGIDSUQqV OD )pGpUDWLRQ, présbe26% teatqu@dtiol. dalulterhrRase J L H
présenterait une hypercholestérolémi® V\QWKqVH FRPPH obdd3teryl RodtS WL R Q
Of{REMHW GYXQH UpJXODWLRQ ILQH SHUPHWWDQW GYfDVV
OfRUJDQLVPH

&KH] OfKRPPH OH W DX [taBxtefcKdRe&iddoV MDp Bt R aM&t que 5
du taux deTG) doit étre inférieur & 2 g/L. Le taux de cholestérol LDL ne doit pas dépasser 1,6
J/ 3RXU XQH SURWHFWLRQ RSWLPDOH GX F°XU OH WDX][ ¢
0,45 g/L (Fédétion Francaise de Cardiologie).

1.2. Physiologie de la digestion

1.2.1. Généralité

/ID GLIJHVWLRQ HVW XQ SURFHVVXV VpTXHQWLHO FRPSO
ofyboLPHQW (OOH SHUPHW OD WUDQVIRUPDWLRQ PpFDQLT
assimlaEOHV RX QRQ SDU OTRUJDQLVPH /D GLIHVWLRQ HVW D\
GH PgWUHV FKH] OfKRPPH HW FRPSUHQDQW OD FDYLWp E
OfLQWHVWLQ JUrOH GXRGpQXP MpMXQiXe cologsgeRdanOH F{OT

14



F{ORQ WUDQVYHUVH F{ORQ GHVFHQGDQW HW VLJPRWGH (
associés des organes annexes comme les dents, la langue, les glandes salivaires, le pancréas, le
foie et la vésicule biliairéFigure4). 8QH GHV IRQFWLRQV SULQFLSDOHV GH
réduire les macromolécules des aliments en composés des ailie faibles et plus
hydrosolubles permettant leur assimilatibes protéines sont dégradéespeptides puis en

acides aminés par des enzymes protéolytiques (pepsine, cathepsine, trypsine, chymotrypsine,
carboxypeptidase, aminopeptidase et dipepticatdes lipidesconvertisen acides gras par des

lipases (linguale, gastrique et pancréatique)estcarbohydrates en oses simples par des

glycosidases (amylase, maltase, saccharase, invertase et lactase).

3OXVLHXUV IDFWHXUV SHXYHQW LQIOXMOQFHGLWPHVIWRDIPHLF
vidange gastrique, le taux de sécrétion des diffé&d¢tV HQ]J\PHV GLJHVWLYHV OH
gréle, la durée du transit intestinal et la flore microbienne en sont des exdmpig®, les
systemes de digestion simulés se sont réveélés étre des outils adaptés pour comprendre les

processus complexes inguiés pendant la digestigGuerra et al., 2032

Glandes
pTd}ks
i \
Glandes sab- y 2
linguales \ '
Glnidcs mb-
mandibulaires
= Ocsophage
|
Fole Estomac

| Rate

Angle splénique du

Vésicule biliaire
cblon tramverse

Duodénum
Pancréas

Cilon transverse

Angle hépatique
Jéjuaum
Célon ascendant
lléon Célon descendant
Caccum - —a = N
Appendice J— o~ Cilom

Angle du cilom

| sigmaolde
sigmaide /7\ Rectum

Anus

Figure 4 : Représentation du tube digéstvec les organes annexes.
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Le tube digHVWLI pWDQW LQLQWHUURPSX GH OD ERXFKH j OfD
OTHQYLURQQHPHQW H[WpULHXU /D SDURL FRPSRUWH FRX
les couches les plus profondame muqueuse, une semsiqueuse, une musculeusxterne et

une séreuse.

¥ ITHVWRPDF

&KH] Of{DGXOWH OYHVWRPDF PHVXUH FP GH KDXW HW VI
4 litres en période pogtrandiale. Il se compose de trois parties distinctes ayant des fonctions
physiologiques différees fFigure5). /H FDUGLD TXL HVW OD UpJLRQ VLWXp
VpFUqQWH GX PXFXV HW IDYRULVH DLQVL OfYK\GUDWDWLRQ G
pointant sous le diaphragme a proximitéadudia, sécrete les sucs gastriques contenant les
HQ]J\PHVY GLJHVWLYHVGHWT ¥ DIFQ B H VF Kdai® LEKEni© WétielireV LW X p
génere des forces mécaniques pour mélanger le contenu gastrique etieafaie(Lundin et
al., 2008 Marciani et al., 2006 Le sphincter pylorique permet le passage vedsiéelénunde
particules alimentairede taille millimétrique. Le bol alimentaire comprend les aliments et des
seécrétions telles queD VDOLYH TXL DSS RahWlabe Qds \Eri2yrriedd dodstivey .
(pepsine, lipase gastrique), des protéines glycosylées (mucines) et des électrolytes. La mucine
forme un réseau de typgdHO TXL SURWqgJH OD SDURL JDVWULUWitéeXH GHV
protéolytique de la pepsin{&ingh and Sarkar, 20L1Les lipides alimentaires sont émulsifiés
SDU SpULVWDOWLVPH GDQV O HVWRPDF VRXV IRih&id GH JRX
et al., 1994
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Figure5: $QDWRPLH GH OfHVWRPDF

/H S+ GH O {HMMWWR BDZFerHcomilition gethne UQH pWXGH D PRQWUp T
OfLQIJHVWLRQ GTXQH ERLVVRQ j EDVH GH FDFD(Rios&H S+ JD\
al., 2002 avant de décroitre linéairement pour atteindre un pH basal de 1,9. Par ailleurs, la
FRQVRPPDWLRQ GfXQ UHSDV OLTXLGH GH P/ DGGLWLRQQ
GH WRPDWHYV RX GYpSLQDUGY KDFKpV FpHyasXigw de X H DXJI

54% VXLYLH GIXQH GLPLQXWLRQ SAPRres3vantey te BgRstich UH Y H
(Tyssandier et al., 2003

Le tempsGH SDVVDJH GDQV OYHVWRPDF YDULH GH TXHOTXH"
QRWDPPHQW OD TXDQWLWp OfpWD \WcSlgmgrisTaxdiLiG2a3@ TDOLP}
8QH UpJXODWLRQ UpWURDFWLYH EDVpH VXU OHV QXWULPI
vidange gastrique a un maximu@ Y H Q Y L U i@ (Kwiteloedal., 200 Uneautre étude
a montré que la vidange gastrique était plus rapide pour les graisses émulsionnées que pour le
glucose et leprotéinegGoetze et al., 20Q7De plus, la présenceshibres alimentaires raleti
OD YLGDQJH JDVWULTXH QWidigni @tfeK, QOQLHStRIN rraRiP&doddd H
SDUWLFXOHY DOLPHQWDLUHV SDVVDQW GX S\ORUH YHUV O
GpJUDGpHV MXVTXY) FHWWH WDLOOH SRXU SRXYRLU SDVVH!
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% ITLQWHVWLQ

A ce nieau, le bol alimentaire ou chyme arrive dans le duodénum qui est le premier segment
GH O L Q WIYivdaibahald He@ddium (NaHEOGXRGpQDO SHUPHW GH QHXW
GX FK\PH HW GfREWHQLU XQ S+ RSWLPDOGs(BritReX@et@ (€3S FWLYLW
glycosidases et les protéases pancréatiques agissent pour dégrader les constituants glucidiques
HW SURWPpPLTXHYVY GH OYDOLPHQW /D ELOH XQ PpODQJH FRF
bilirubine, produite par le foie joue udle spécifique dans la digestion des lipides via leur
intégration a la surface des gouttelettes lipidiques, structures de taille micrométrique a
OfLQWHUIDFH GHVTXHOOHYV VH Legsbl&RbXigres ot daris 8riRp@emniad SD QF
temps a lasurfacede la gouttelette lipidiqueetmulsion) leur présence va permettre a la lipase
SDQFUpDWLTXH HW j OD FROLSDVH GH V vibdQiteld HdlyseOD VXU I
(Q SDUDOOQgOH GYIDXWUHV VHOV ELOLiDpésHQI vehUuseHiQW GHV
GIDFFHSWHXU GHV SURGXLWY GH OD OLSRO\VH HW GRQF G|

/ITpSLWKpOLXP LQWHVWLQDO HVW XQH EDUULgQUH LQWHL
EDFWpULHV SDUDVLWHV HW YL §xéfocydd i ot peUfibREtionO HV W
O 1 D E V Riessntrinfie@sle maniére souvent active et régulée. Les cellules épithéliales
intestinales sont renforcées par une couche de glycocalyx et de mucus épais, secrétés par les
cellules caliciformes et contenant de gramdencentratioa de peptides antnicrobiens. De
plus, des cellules M induisent le passage de macromolécules et de microorganismes de la
lumiere intestinale vers les cellules immunitaires gaaentes. Il es& noter également la

présencele cellules neusendocrines.

/ITpSLWKpOLXP HVW Rbaugbeptam a st@ack¥ deOocorravtle@@ p SLWKpOL XF
et la lumiére intestinaleLes cryptes de Lieberkiihn ou sont localisées les cellules souches
intestinales assant le renouvelement des cellules éplihles intestinaleainsi que és cellules
de Paneth, responsablentre autre de la synthese de défensines (peptidesraittiobiens).

Les cellules épithéliales forment une monocouche polarisée reposantasainia propriavia

leur pble basolatéral sbnt étroitement liées par des jonctions serrées.

/H ERO DOLPHQWDLUH FRQWHQDQW OHV UpVLGXV QRQ DEV
DX QLYHDX GX F{ORQ R D OLHX OYDEVRUSWLRQ GH OfYHD
polysaccharidest des protéines pl microbiote, la réabsorption des sels biliaires ainsi que la
IRUPDWLRQ OH VWRFNDJH(GU&ra@tlgh, 20RLQDWLRQ GHV IgFHV
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1.2.2. Uneprotéase gastriquela pepsine

1.2.2.1. Structure et activité de la pepsine

La pepsine est la premiere enzyme du régne animal a avoir été découverte par le
physiologiste allemand Theodor Schwann en 1836. La pepsine est une endoprotéase constituée
de 327 acideaminés dont 5 tryptophanes en positions 39,11811,,190 et 300. Elle est présente
dans le suc gastrique et hydrolyse les liaisons peptidiques engageant des acides aminés
aromatiquegtyrosine, tryptophane et phénylalanine) au niveau de leur fonctiore a@ette
VSpFLILFLWp QTHVW SDV WRXMRXUV REVHUYpH SXLVTXH G
mises en évidencée pH optimum de la pepsine est situé entre 1,8 et 4,4 (activité minimale a
S+ HW VD WHPSpUDWXUH R St BPdD42 MC.GE iz psWd esticangtitte W V L \
GIXQ KDXW SRXUFHQWDJH GH UpVL &ablé €D trds @dtive mém&/x U
pH /I Y DFWLYLWp GH OD SHSVLQH GpSHQG GH OD TXDQWLWp
plus le ratio enzymelbstrat eséleve, SOXV OfHQ]\PH (WwéV alkl ROD¥ DaF H
multiplicité des sites de clivage implique que les peptides prodigstgénéralement compris
entre 3 et 30 résidZhang and Smith, 1993

La pepsine est synthétisée sous forme de pepsinoggmedene inactif) par les cellules
SULQFLSDOHY GH OfHVWRPDF Re HOOH HVW VWRFNpH GDQ
excrétée lors de la digestion. Le pepsinogene contient 44 résidus supplémentaires au niveau du
domaine Nterminal de la protéinelD SUpVHQFH GX SURSHSWLGH LQKLEH O
EORTXDQW OfYDFFqV DX][ DVSDUWDWHY FDWDO\WLTXHV /1D
SDU OYOKWHRKQGURO\OHN OFHIGEIH FKBIDIRUK\G UL T X idasrldqueVHQW G
(James and Sielecki, 1986

/ID SHSVLQH SUpVHQWH WURLV GLIIpUHQWYV GRPDLQHV C
feuillet t antiparallele a 6 brinsitué derriére le site catalytique. Les deux autres domaines sont
respectivemenes lobes Neminal et Gterminal, constitués de 142 et 123 résidus. Ces deux
lobes présentent des structures secondaires et tertiaires distinctes. De plus, la pepsine contient
un court peptide interdomaine a proximité du feuillet/ D VWUXFWXUH VHFRQGDLU!
HVW ULFKH HQ EULQV /ID IHQWH GX VLWH DFWLI HVW SU
aspartatesatalytiquegZhang et al., 2003 Figure6).
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Domaine
central

Domaine N-terminal |

Domaine C-terminal

Figure 6 : Structure de la pepsine.

1.222. OpFDQLVPH GYDFWLRQ GH OD SHSVLQH

%ULqQYHPHQW OH PpFDQLVPH GYDFWLRQ GH OD SHSVLQH
F\FOLTXHj DWRPHV DYHF OHV GHX[ U@Y H@XMoE JM) SDUWDV
Le processusatalytigue commence lorsque le complexe adopte la bonne conformation. Un
SURWRQ HVW VRXVWUDLW GH OD PROp RN @attaq@Efdfanztioo LpH IR
FDUERQ\OH GH OD OLDLVRQ SHSWLGLTXH GX VXEVWUDW (
GID]RWH GH OD OLDLVRQ SHSWLGLTXH HW OH FRPSOH[H VI
(Figure?).
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Figure 7 : Mécanisme catalytique de la protéase aspartique (adapté de Northrop, 2001).

1.2.3. Digestion des lipides

Quotidiennement, notre alimentation apporte différents lipides représentant 30 a 40% de
O 1 D S Bdrgétiuep Un adulte ingére entre 60 et 150 §@e2 a 8 g dghospholipides
(principalement des Iécithines) et 0,2 a 0,8 g de cholestérol libre ou e¢taifey et al., 1983
La biodisponibilité des lipides est rendue possible parpdesessus complexes impliquant
OfpPXOVLILFDWLRQ GHV OLSLGHY GDQV OH PLOLHX DTXHX][
par lalipasegastrique ou pancréatique, la solubilisation des produits de la lipolyse dans des
micelles mixtequi permettentdur absorption deur transport plasmatique vers les cellules

par des lipoprotéing$-ave et al., 2004

/ITpPXOVLILFDWLRQ GHV OLSLGahY ldHmllied RguuxVstb@atal/&gtHV O L
permise par les contractions péristaltiques antrales et la présence de molécules amphiphiles
comme les phospholipides, les protéines et les acides gras libres. Les gouttelettes lipidiques
présentent alors une distributiotonomodale avec la moitié des diametres compris entre 1 et
10 pm(Carey et al., 19893
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La lipase gastrique a un rble essentiel dans la digestion des lipides car elle participe a
OfK\GURO\VH GTXQH SDUWLH G HUYdowle frdcedsue  p Bk QJIp UpV
conditionnatV . OfDFWLYLWp GH OD OLSDVH SDQFUpDWLTXH GDQ
sécrétée directement sous forme active pendant la dig¢S@oriere et al.,, 1993 FTHVW XQH
protéine globulaire présentant une seulaireh polypeptidique de 379 résidus. Elle possede
également une partie polysaccharidique (12 a 15% de la masse totale), un seul pont disulfure
(cystéines 227 et 236) et une triade catalytique classique des hydrolases a sérine (Serl53
His353Asp329 (Hamosh, 1990 La lipase gastrique humaine présente une stabilité et une
activité pour des pH compris entre 2 et 7 avec un optirantre 4 et 5,4Sams et al., 2016
(OOH UpVLVWH j OTDFWLRQ GH OD SHSVLQH PDLVY HOOH HVV
et chymotrypsinéHamosh, 1990 /D OLSDVH JDVWULTXH SHUPHW OfK\GU|
toutes les psitions des TGavecune stéréospécificité pour la posit®m3, en libérant un acide
gras(Sams et al., 20)6La contribution de la liplyse gastrique a ét&tanée entre 5 a 40% de
la lipolyse total§dArmand et al., 1996Armand et al., 199%Carriere et al., 1993

/ID OLSRO\WVH JDVWULTXH HVW j OfRULJLQH GH WURLV SKp

OfpPXOVLILFDWLRQ GHV OLSLGHV SDU OD PLVH HQ SO
produits tensioactifs (acidegras libes et diglycérideés(Armand et al., 1994issus @
OfK\GURTAVH GHV

2)LD SURGXFWDLRUF 16 BIP®WRILH HQ OL E mpHled \ni6dd du DFLG H'
non, a chaies courtes et moyenn@arey et al., 1983bsorbés par diffusion passive a travers

la muqueuse gastrigelamosh et aJ 1989 ou duodénal€Mu and Hoy, 200

3)LH FRQGLWLRQQHPHQW GH OfDFWLYLWp fatQemaple)desl XUH G+
globules lipidiques (comprise entre 2 et 20 um apres la phase gastrique), a un effet direct sur
OYDFWLYLWp GH OD OLSDVH SDQFUpDWLTXH /HV DFLGHV JU
de la cholécystokinine par la muqueusedinale. Cette hormone a patte de réduire la
YLGDQJH JDVWULTXH HW G jabdraatiqiéHahodH)199p Eddarites Bres G X V X F
OLEpUpV GDQV OfHVWRPDF GLPLQXHQW pJDOHPd@W OD SK
complexe lipase/colipase pancréatidues diglycérides, produits lors de la lipolyse gastrique,

sont plus facilement et plus rapidement hydrolysés par la lipase pancréatique.

Elle est inhibée ar les acides gras a longue c@ai T X {H O O H Is)lgpQt ghlisiform® U L
protonée a pH acide, formant alors des protubérances a la surface des gouttelettes tpidique
JrQHQW O 9YDFWL Pafhp eGaH, 208.HCO phenidmeéne de lipolyse des acides gras
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VH SURGXLW SRXU XQH FRQFHQWUDWLRQ GYDFLGH JUDV VX!
(Armand et al., 2004 Par ailleurs, les gouttelettes lipidiques de taille inférieure & 1 pm
présentent une surface interfaciale plus étendue (20,3 m2/g de lipides) que les gouttelettes de
plus grandstailles (1,4 a 7 m2/g de lipides pour diametres de 10 a 50 um) céagariseraient
OYDFWLYLWp GH i0WvoQArnsdnd/et al,D 0@ ave atdlH 2004

Dans le dodénum, la lipase pancréatique hydrolyse les dtiles diglycérides des
gouttelettes lipidiques en présence de sels biliaires et de collpadpase pancréatique
hydrolyse en position sh ou sAn HQWUDLQDQW OD IRUPDWLRQ GTYTDFL
moroglycérides en position s2) qui seront transportés dans le chyle par les micelles mixtes
MXVTXYj] OD ERUGXUH HQ EURVVH GlH Yolida@a\eptlWR Eofaeteily SR X U
protéique de la lipase pancréatique, &SI X QH SURFR O L & DypsineD Iawdlipyaped S D U
HVW OLpH j OD OLSDVH SDQdim\deldlydseSDU OTH[WUpPPLWpP &

/HV SKRVSKROLSLGHY VRQW K\GURO\VpV GDQV OYLQWHVW
SDQFUpDWLTXH TXL FRXSH O YR Hibégadt ud Uslbide ¢td3 eB RIVLWLRC
lysophospholipide. La lipase pancréatique peut également étre accompagnée de la
SKRVSKROLSDVH $ OLEpUDQW. OTDFLGH JUDV HQ SRVLWLRC

/IHV HVWHUV GH FKROHVWpPpURO GYRULJLQH DOLPHQWDLUH
enzymepancréatique, la carboxyl ester lipase qui est une lipase dépeddargels biliaires
Le cholestérol ainsi libéré est absorbable au niveau des entérocytes.
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13. B3URFHVVXV GYR[\GDWLRQ OLSLGLTXH

L R [\ G DiyidigRe&est un phénomene biologiquel DO ORUVTXJTHOOH HVW °
enzymatique (excyclo-oxygénase et lipoxygénase)ulR [\ G DipiigRe(peut se dérouler au
niveau cellulaire de maniére régiet/ou stéréeélective pour former des composés de
signalisation cellulaire. Deux famile& fTHQ]\PHVY VRQW SULQFLSDOHPHQW
SURFHVVXV GYR[\GDWLRQ

¥, La cyclooxygénase qui est une enzyme héminique catalysanttxygenation de
OYDFDBGHFKLGRQLTXH HW GH Of(3$ HQ HLFRVDQRWGHYV
thromboxanes)Les eicosanoides sont synthétisés au niveau de la membrane cellulaire et
SRVVgGHQW XQH JUDQGH YDULpWp GITDFWLRQV ELRORJLTX
PXVFXODLUH OLVVH HW GH OfDJUpJDWLRQ SODTXHWWDLI
inflammatoire.

¥, La lipoxygénase qui est une enzyme a fer non héminique catalysBt\G DdésL R Q
AGPI présentant un motif ;8HQWDGLqQQLTXH &HWWH UpDFWLRQ DSSO
HW j Of(3%$ HVW XQH pWDSH FOp GDQV OD ELRV\QWKqgVH GH\

Il existe par ailleursin processus iR [\ G DndhLeRZzYmatique, plus connu sous le terme
G 1 Dokyddion, qui est responsable de nombreux effets déléteres au sein des matrices
alimentaires commealans é&s systemes biologiques (exoxydation par le radicahnion

superoxydeD, .

'‘DQV OH FDGUH GH OfDOLPHQWDWLRQ OfYR[\GDWLRQ SHX\

1) une origine exogéne au cours des procédés de transformation, du stockage et de la cuisson
des aliments riches en lipides polyinsaturés avee détérioration affectant leur qualité

nutritionnelle et sensorielle (rancissement, brunissement, modification de texture, etc.)

2)UQH RULJLQH HQGRJgQH HQ UpSRQVH j XQ VWUHVV R[\GI
GHV GRPPDJHV DX[ Oké biGlebgMueG(themiBdanes\WeEllulaires, organites,
lipoprotéines, etc.). Ces modifications peuvent affecter le bon fonctionnement physiologique et
rwuH | OfRULJLQH GH SDWKRORJLHY QHXURGpPJpQpUDWLYH\
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1.3.1. Auto-oxydation des lipides

Les AGPI VRQW OHV FLEOHV PDMHXUHV GH ODWNETXH GH
alimentaires ou dans les systémes biologiques. Ce phénoméne se produit quelle que soit la
classe lipidique (TG, phospholipides, acides gras libres, esters de cholestérokt etc.)
OTHQYLURQQHPHQW V )§SrhemBréneggmX <Dy, thidellek) X Le® lesgsc
UpDFWLYHV GH OfR[\JqQH (5 2oxy8ationesQ\GPIDLRRARP Hélvenf D X W R
FRPSUHQGUH GHV IRUPHV SDUWLHOOHPHQW WweydeWHV Gt
(O2%), les radicaux hydroxyles (HY) peroxyles (ROO et alcoxyles (RO, qui sont des
LOQWHUPpPGLDLUH V-oi&iod deslAGE.H OTD XWR

/1 D XoWyeation deAGPI /+ FRQVWLWXWLIV GHV OLSLGHV HVW LQI
hydrogene bisallylique formant ainsi un radical stable* Hans lequel les électrons sont
délocalisés sur 5 atomes de carbgkebow, 1992. Dans la phase de propagation, une
molécule de dioxygeéne réagit avec le radicildur former un radical peroxyle LOdstable.

Ce nouveau radical peuRSXVWUDLUH XQ DWRPH GTK\GURJgqQH ODELO|
propageant ainsi la réaction radicalaire en chaine et formant les hydroperoxydes lipidiques
/22+ TXL VRQW OHV SURGXLWV SULPDHduté\8). Gés OTR[\G
K\GURSHUR[\GHV OLSLGLTXHV VRQW VRXV OD IRUPH GH GLY
OYR[\JgQH VXU OHV FDUERQHYV Figu\aR). CBaXu® ikydisdmsnd Qevt D G L p Q
exister a travers deux diastéréoisomeres apres rotation de la double liaison en alpha de la liaison
C-O ou des 2 doubles liaisons. La phase de propagation est limitée par la disponibilité de ces
OLSLGHV -bx@udtidd i BOX®W &k monocoush& 1 D F hoRique) iLa été estimé que
chaque radicdl formé donnait lieu & 8 & 14 cycles de propagdfRugor, 182) contrairement

i OTR[\GDWLRQ HQ]\PDW L T%8questré Q&hs UeDsd EaBRtiqlia Zubit la

réduction moneelectronique pour produire un seul LOOH.
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La derniére phase ou terminaison est caractérisée soit par une combinaison de deux radicaux
LOO *pour former des composés aaticalaires de type alcools (LOBI) cétones (L=0), soit
SDU OH WUDQVIHUW GTXQ pOHFWURQ RX GTXQ DWR¥PH + j S
pour former un LOOHKigure8).

Les AGPI possédant plus de deux doshisons C=C entraineta formation de produits
plus complexes par la cyclisation rapide des radicaux peroxyles et la fermeture de cycle a 5
carboneqJahn et al.,, 2008 /TDFRGHQROPQLTXH Of(3%$ HW OH '+$ VRQ\
OfRULJLQH GHV SK\WRSURVWDQHV GHV LVRSURVWDQHV HW
divers fluides biologiques (urine, plasma, fluide cérélbradpet tissus (muscle, foi€Pupuy
et al., 2015

/ID IRUPDWLRQ GHV SUR G X-bxyddtios @4t PsDivieJ ph¥ urs éhseonhHid X W R
complexe de réactions chimT XHV FRQGXLVDQW DX[ SURGXLWYV GYR]J\
hydroperoxydes lipidigues peuvent étre clivés thermiquement comme par exemple lors du
clivage de Hock en conditicacide(Figurel0)) R X HQ S U pV H@Qlkgde$ds trenQitibnP

(réaction de Fenton) pour former des radicaux alcoxyle§ LO
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Figure 10: Clivage de Hock des hydremxydes (Asprogenidi, 2015).

LOOH+M™ T  LO°+HO + MM+ (Réaction de Fenton)

De SOXV GHV UDGLFDX[ FDUERQpPV SHXYH®&Wd&3&ablésDLWUH
liaisons C=C, appartenant plus particulierement aux diénes conjugués. Enfin, les radicaux
K\GURSHUR[\GHV SHXYHQW VXELU XQH -& Bd dhgueRqé DX QLYHI
radical pour former des radicauxdéntrés, source ultérieure de composés secondaires comme
des alcools, des aldéhydes, des époxydes, des alcanes, des alcénes et des acides carboxyliques
(Frankel, 198%

3DUPL OHV DOGpK\GHV RQ Gingawieq HEHcopbsesl® @ pO\G HV
carbones issus de la fragmentation des hydroperoxydes lipidiques pour leur caractere
électrophile(Cheng and Li2007. lls comprennent notamment IeHNE issu spécifiquement
GH OfR[\GDWLRQ GH OYDFLGH OLQROPpPLTXH
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3R XU ILQ Laxyda®ohDigithogRe peutimpacter lesprotéines voisines dans les
membranes, les lipoprotéines et les émulsions par deux méca(iBanegses, 201p:

OH FDUDFWgqUH pOHFWURSKLOH GH FHUWDLQV SURGXLW
HW OHV D Qi@gatinéds Hevmet des réactions de couplage covalent aveésdhs de
SURWPLQHY QXFOpRSKLOHY FRPPH OD O\WLQH OYKLVWLGLC

2)LH FDUDFWqUH IRUWHPHQW R[\GDQW GHV UDGLFDX[ SHLU

résidus protéiques (methionine, cystéine, tryptophane, tyrosine et lysine).

132 /ITRI\GDOMLRGLTXH DPRUFpH SDU OH IHU GTRULJL

Invivo OfHVWRPDF D pWp TXDOLILp GH HEHKaRrdmpand-\apitst) SDU
2000 o0 WRXWHY OHV FRQGLWLRQV VR QWdds fipided_alrveraResU IDY R
/H S+ HVYW IDLEOHPHQW DFLGH OfR[\JqQH ro¥yanSEgoMtHQW H
DSSRUWPpPHYV SD Ucdnfre @4.iend i ird/ L@ U OHV DOLPHQWYV GTRU!
et le fer héminique par les prodsianimaux.8Q VWUHVV R][\GDspkndafeULILQH
UpVXOWHU GH OYDSSRUW H[FHVVLI GTpQHUJLH OLSLGHV
réaction dans le tractus gastntestinal entre des lipides polyinsaturés et les diverses formes
de fer (héminiquevs northéminique) Une étude pionniér@a montréin vitro que la ce
LQFXEDWLRQ GH YLDQGH URXJH KRPRJpQpLVpH BHWIEGTDFLGEF
JpQpUDLW OD IRUPDWLRQ GTK\GURSHUR(Mpitovet@l, 30065 L TXHV +
ITK\SRWKqVH G ptandeid endutd/éts Btaiéévitro SDU GHVY WUDYDX[ GH ¢
OLFURQXWULPHQWY GH 0O¢Y,15% pydqe des Yihided® BuQcours fip Ve D W
digestion gastrique y était simulé par des émulsiGnfiile de tournesol dan& HeaD §t le
stress oxydany étaitapporté par la gimyoglobine, principale forme de fer héminique de la
viande rouge, ou du fer libre 'Edl a ainsi été montré que des diénes conjugués lipidiques, des
aldéhyebs et des alcools a courtes deagi étaient produits simultanémé@ntrrain et al., 2010
Enfin, il a été montrén vivo,chezle mMNiSRUF TX{TXQ UHSDV GH W\SH RFFLG
GH WRXUQHVRO HW GH aH& ¥ormktbr depdidghBsrenjuguéd lip\diques, de
malondialehyde et de 4HNE au cours de la digestion gastrigDelosiere et al., 201 &obert
et al., 2014
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1.321. OpFDQLVPHYV GH OYR[\GDWLRQ OLSLGLTXH LC

et non héminique

Les métaux de transition, comme le fer, le cobalt et le cuivre, présents dans notre organisme
HW GDQV f]RxdstentHi@ns/ 8ew/ états multivalet$.DFWLYLWp FDWDO\WLT?
métalliques est trés dépendante de leur état de complexstieont preoxydants en raison de
leur capacité a décomposer les hydroperoxydes en radicaux (lboesin et al., 2010
McClements and Decker, 2000

Réaction rapide pour le fek € 1.5 x 1§ M1.s?) (Oueslati et al., 2018
LOOH + M™ T LO +HO + MO+ (Réaction de Fenton)
Réaction lente pour le fek € 35 M1.s?) (Bechaux et al., 2018
LOOH + M™D* T 100"+ H" + M™

Bien que les ions cuivreobalt, manganése soient efficaces sur les acides gras purs ou en
émulsion, les ions fer sont connus comme étant les plus efficaces au cours de la digestion sur
les lipides alimentaires. La viande rouge est riche en fer héminique provenant des protéines
JOREXODLUHV OfKpPRJORELQH HW OD P\RJORELQH TXL VR
GDQV OHV JOREXOHV URXJHV HW OHV FHOOXOHV PXVEFXO
héminique avec la ferritine (protéine de fer ferrique). Parmi les viabdRX JHVY OH E°XI| HVYV
des sources les plus ricresferavec une quantitiétalecomprise entre 20 et 29 ug/g de viande
dont plus de 80% est sous forme hémini@iueenmbardiBoccia et al., 2002 Une quantité faible
de fer libre peut étre libérga partir de la partie protéiquapres cuisson ouackage. Les
IUXLWYVY OHV OpJXPHV HW OHV FpUpDOHV VRQW OHV SULQFL
UHSDV VWDQGDUG HW HQ SUHQDQW HQ FRPSWH XQ YROXPFL
de fer héminique et de fer libre peut dépa88euM (Lorrain et al., 201p

La myoglobine est une hémoprotéine monomeérique intracellulaire des cellules nmasculai
de 15l résidus Elle contient une protoporphyrine IX complexée avec un cation de fer ferreux
(F¢* KH[DYDOHQW IRUPDQW TXDWUH OLDLVRQV DYHF OHV I
OLDLVRQ DYHF XQ DWRPH GITD]RWH MW IO®DL. @KDEQ HO DKV E
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VL[LQPH OLDLVRQ UHVWDQW YDFDQWH SRXU UHFHYRLU OfR
(ou globine)comprend huit régions ou lachdi SHSWLGLTXH DGRSWH XQH VWL
notéesA, B, C, D, E, F, G, H et qui reprégent 75% des acides aminés de la protéine. Le
JURXSHPHQW KgPH SURVWKpWLTXH HVW VLWXp HQWUH OfK
(histidine proximalg Lors de la cuisson ou en condition pastrtem, la viande prend une
WHLQWH EUXQH SURYHQDQW GH O )R\ @inysdglddige OMHFY¥)D P\RJIO|
dans &quele le cation fer ferreux (F¢ SDVVH j OTpW D W*Gef Ririd®) Bgure Q )H
11).

Figure 11 : Structure de la myoglobine.

A : structure de lanyoglobine en bleu la globine (hélices)en rouge groupement héminiqued : structure
chimique de la protophphyrine IX-Fée'.

'X U D Q W-o/§dlionWdtPRUWHP GH OD P\RJORELQH GX:8HUR[\GI
est produit. Le KO- active la nétmyoglobine en perferrylmyoglobine radicalaire trés instable
(MbFe¥=0) qui est rapidement converti en ferrylmyoglokiiéoxFeV=0). La décomposition
GHV WUDFHV GYK\GURSHUR [$GHx lipides 2 polyinsatQrésp Lpar QI H
ferryimyoglobine, conduit a leormationj] OfLQWpULHXU GHV JRXWWHOHWWH
peroxyles lipidiques LOGnitiant ainsi le méaaisme de réaction en chairadicalaire détaillé

précédemmentHgurel?).

MbFE" + LOOH ———» MbFEV=0 + LO*+ OH
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Auto-oxydation

0 )MbFEHOE Ooe
? Oxymyoglobine 2
~ H,0, 20
MbF e MbF " éj, "MbFeV=0

Mpyoglobine Metmyoglobine Activation Perferrylmyoglobine

Protéine radicalaire
Auto-réduction
LH,0,
Mb  Fe'V=0
LOOH Ferrylmyoglobine
LOOH

Figure 12: Cycle redox des différentes especesmyoglobine a pH,5 (adaptée Baron
and Andersen, 2002

Enfin, OD FKDUJH GHV pPXOVLILDQWYV HVW XQ GHV SULQFLS
OYR[\GDWLRQ HQ UpJLVVDQW OHV IRUFHV GIDWWUDFWLRQ
des gouttelettes lipiques, le pH ou la présence de protéines, de phospholipides et
GIDQWLR[\GDQWYVY GDQV OD SKDVH DTXHXVH SHXYHQW pJL
(Asprogenidi, 201p Les gouttelettes lipidiques de petites tailles sont plus rapidement oxydées
GX IDLW GTXQH VXUIDFH L @Qlacbbgddrbet al.D20 SOXV LPSRUWDQW I

1.322. 3URGXLWYV GTR[\GDWLRQ OLSLGLTXH VHFRQC

Des centaines de produits de dégradation, qui peuvent étre volatils ou non volatils, ont été
idenWLILpVY GDQV OHV KXLOHV YpJpWDOHV HX@u@BdlUHYV HYV
(Goicoechea and Guillen, 201Qa grande majorité de ces produits sont des aldéhydes issus
de la coupure ek hydroperoxydes en petits fragments de 3 & 9 carbones. Parraldésds,
le4+1( HVW OTDOGpPK\GH OH SO X VORRX\GHpRNBUE M4 HNMEEptUp G X UL
XQ SURGXLW GYR[\GDWLRQ VHFRQGDLUH6\asigdslliblemxeH GH Of
et arachidonique) et il contribue aux effets déléterespdR |\ G DiyidigReéQnotamment au
niveau cardiovasculaird. f R[\G DW L R Q -Gd¢éners,*dfian€a elle, un composiche du
4-HNE, le 4hydroxy-2-hexeQDO 'f{DXWUHYV D O 5,skit@gaemem tbgnesparD F W L

OYR[\GDWLRQ GH OYDFLGH OLQROpPLTXH HW GH OYDFLGH DU
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malondialdéhyde dont la concentration peut atteindre 300 uM dans la viandea$den
(Kanner, 200Y.

Le 4HNE est un hydroxyalkenal -insaturé électrophile possédant deux sites hautement
réactifs pour des groupes nucléophiles appartenant a différents compos®s les protéines,
les phospholipides et les bases nucléiqiégu(e 13). La réactivité est due a la présence de
trois groupes fonctionnels réactifan groupe carbonyle C1, la double liaison entre C2 et C3 et
le groupe hydroxyle en C4. Les carbones 1 et 3 sont électrophiles et le C1 est aussi un centre
redox. Le groupe aldéhyde en C1 réagit en formant une base de Schiff. La double liaison activée
C2=C3 permet une addition dite de Michael sur le C3 pour les ggampi@o librede la lysine
pour OYLPLGD]ROH GH OYKLVWLGLQHOwsYs @tHl., 200XISdd WK LR O G |
Stadtman, 1992 Les bases de Schiff sont formées plus lentement et leur réversibilité suggére
TXH OHV DGGXLWV OHV SOXV VWDE@dhaul)pOAXOWHQW GH OfL

Schiff base formation:) | Michael addition:
Lys-HNE * Lys-lINE Peptides (GSH)
* Cys-HNE :
«  His-HNE and proteins
_____________________ * hemiacetals
Schiff base formation: Michael addition:
HNE-PE *  HNE-PE Phospholipids
HNE-PS *  HNE-PS
Michael addition:
° LN"“NE"’: Nucleic acids
* £dG, edA, £dC
Y A B s

Figure 13: Représentation de la réactivité HHAE (Luczaj et al., 201)7
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133. 2[\GDWLRQ HW SURGXLWU¥oGYIfR[\GDWLRQ GX FKRO

/IMTRI\GDWLRQ GX FKROHVWpURO DOLPHQWDLUH HVW SRVYV
liaison sur le carbone 5 du cycle B, de maniere exogene ou endogéne (ERO, oxydation
enzymatique, photosensibilité), elormant GH QRPEUHX[ SURGXLMI® GTR[\G

oxysterols.

Desoxystérols ont été retrouvés en concentration étalaes le plasma et dans les plaques
GIDWKpURPH GHV SDWLHQWLeémkikeSet 4. FLIRFB el préthiets RradpiBL T X HV
oxystérolssont des hydroperoxydes (LOOH) principalement en position 5 et 7 qui générent par
réduction/oxydationO H-hydroxycholestérol, le Zhydroxycholestérol et le-@étocholestérol.

La formation des dérivés époxd&l5,6 .-époxycholestérol,,6 -époxycholestérol) est induite

par réactionentre un radical hydroperobeyet un cholestérol. Les oxystérols, présantae
FKDLQH ODWpPUDOH RQW JpQpUDOHPHQW XQH RULJLQH
K\GUR[\FKR OHV Wimndrex@chdleatér® Xui peuvent étre induit par les 2 voies
(enzymatique ou non enzymatiqu®armi les oxystérolsel 7-cétocholestérol est swvent
XWLOLVp FRPPH PDUTXHXU GH OYR[\GDWLRQ GXilfi & OHV W pl
car il est produit facilement et en quantité importante (supérieur a 30% du total). Il est
OfR[\VWpPpURO OH SOXV DERQUBRIQW2AIDQYV OHV /'/IR]

1.4. Absorption des lipides oxydés

/HV OLSLGHY DOLPHQWDLUHV R][\géevaunRéeai\ded Enérotyiep V. S D L
puis incorporés dans les chylomicrons, contribuant potentiellement au développement de la
dysfonction endothéliale et d® 1 D W K p U(BtafFaDpdtl &. V1894

/ITDFLGLWp j OD VXUIDWrddseCdds enizrdeyretgl GtX hhHlesl €hangeurs

Na'/K* diminue la solubilité des micelles. Les acides gras protonés sont dissociés des micelles
SRXU SHUPHWWUH OHXU SDVVDJH j WUDYHUYVY OHV PLFURYLC
étre absorés de maniére passive ou active. Les acides gras non chargés traversent rapidement
la membrane des entérocytes par un mouvement ftip-flop » passif. Cependant, le
mécanisme de #ip -flop » semble insuffisant pour assurer les besoins métaboliqudsicetu
Il existe des transporteurs membranagerocytairesles produits lipidiques comme le Fatty
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Acid Transporteur Protei(Sfeir et al., 199)et le Fatty Acid TransportéChen et al., 2001
Le cholestérol est absorbé de manigctdve par le récepteus NPCLL1 (Niemann Pick C1
like 1) et SRB1 (Scavenger &ceptorClass BType ) (Haikal et al., 2008

/IHV SURGXLWV OLSRO\WLTXHV VRQW DORUV WUDQVSRU
endoplasmique pour §tre denouveau estérifet former des TG, des phospholipides et du
FKROHVWpPURO HVWpULILp ITHVWpULILFDWLRQ GHV PRQF
monoacylglycérol acyltransférase formant des diglycérides qui subissent &oleuune
acylation pour former deBG par la diacylglycérol acyltransférad@@uhman et al., 2002Une
GHX[LqPH YRLH GTHVWPpPULILFDWLRQ $$kcéryphDspliatelpaOld HX SD |
glycérophosphate acyltransférase poufét U OfDFLGH SKRVSKDWLGLTXH &H
en diacylglycérides en présence de la phosphatidate phosphohydrolase puis converti en TG.
&HWWH GHX[LqPH YRLH QYHYVWeshyBdpHodpHolipideseant Feacylé&Saen M H € C
phospholipides pal lysophospholipide acyltransféradeevy, 200Q. Cepenant, une partie
des lysophospholipides peut étre hydrolysée pour former du gh&@tobsphorylcholine.

/[ TDFLGH JUDV OLEpUp SHXW rWUH XWLOLVp SRXU OfHV
phosphorylcholine transporté au foie pour utilisatiptackay et al., 1997 Le cholestérol est

estérifie a partr de KROHVWpURO OLEUH KBdhméhHet Gl,DBOHW\O &R
Approximativement, 75% du cholestérol alimentaire absorbé est sous forme estérifié dans les

chylomicrans (Dawson and Rudel, 1999

Les chylomicrons sont exclusivement sécrétés par les entérocytes et sormdgyoxi
véhicules des graisses alimentaires et des vitamines liposolaide foie (Thomson et al.,
1986. lls sont constitués de TG (#B%), de phospholipides (~ 8%) et de cholestérs¥4)-
quisontassotpV j GHV DSROLSRSURWBSKRHYS$ SR BVBIOM SSous
OYDFWLRQ GH OD PLFURVRPDO WU DIQidesHsbnt adsemblésla@ec 07 3
O HEB48 qui constitue la protéine structurale des chylomicrondispensable a son

assemblage et a son exocytose au pole basolatéral des entéicoxges al., 198Y.

Une administration orale de-MNE radiomarqué adH induit, aprés 24 heures, une
distribution de la radioactivité ou 48% de la dose était retrouvée au niveau urinaire (répartis en
22 métabolites), 15%aahsles féces, 3% dans le contenu intestinal et 2% au niveau du foie ainsi
TXH GHV WUDFHV GDQV O K¢¥lled ¢t blQ 015 CetieYdtlbexa pewhid-dexX U
déemontrer qU X Qdttie dud-HNE produit pendant la digestion était absorbé par la barriere
intestinale et pouvait & retrouvé dans les tissus méme si la gindepart semble étre

excrétée.
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8QH DXWUH pWXGH D PRQWUp TXH OYLQIJHVWLRQ GITDFLGF
a induit son utilisation par le foie pour la synthese des TG et des phospholipidepidess |
DOLPHQWDLUHY R[\GpV SHXYHQW GRQF rWUH DEVRUEpV

lipoprotéines plasmatiquéStaprans et al., 1996

/TDEVRUSraverR @ barriere intestinale des oxystérols difféere selon les produits
GIRI\GDWLRQ GX FKROHVWpPURO /IDEVRUSWLRQ &X FKROH'
est plus efficace que celle du cholestérol oxydé. En effet, la présence des groupements
hydroxyle, cpoWR HW pSR[\ LQKLEHUDLW OfpWDSH GH GpVHVWpUL
GDQV Of{DEVRUSWLRQ GHV VWpUROV ,0 D pW pxisEBY Up TXTIL
les taux de chylomicron, de VLDL, de LDL et de HDL de 5 vnotaires(Linseisen and
Wolfram, 1998 étaient augmentés 8 DSUqV OYLQJHVWLRQ hix¥nfirmaxtQ PD[LP
OYDEVRUSWLRQ GHV VWpUROV R[\GpV D Y-lhyeroxyQhdlestgr@ HFW L Y |
TXH SRXpbx@hblestérol et-zZétocholestéto{Vine et al., 199Y.

1.5. Les lipoprotéines

Les lipoprotéinesont des particules sphériquepliquées dans le transport du cholestérol
etdesstGDSUqV DEVRUSWLRQ LQWHVWLQDOH GHV OLSLGHV DOL
hydroghobe contenant des TGles esters de cholestérol et d'une couche superficielle
amphiphilecomposée de phosppoSLGHY GH FKROHVWpPURO OLEWH HW G
a la stabilité des lipoprotéinesprmettant la solubilité des lipides en milieux aqueux (plasma,
lymphe, liquide interstitiel)

Les lipoprotéinegpeuvent étre classées selon leur densitésetpolipoprotéines qui les
composent. Dans un ordre croissant de densité et décroissant en taille, on trouve les
chylomicrons, les VLDL Very Low density Lipoprotejnles IDL (ntermediate Density
Lipoprotein), les LDL (ow Density Lipoproteinqui sont FR P S RV p HipopBEDes B
(Apo B48 et Ap@100)etles HDL High Density LipoproteinpréHDL, HDL2 et HDL3) qui
SUpVHQWHQW OfYDSROLSRSURWPLQH $ /HV FK\ORPLFURQV
triglycérides alors que les LDL et HDL comprennessentiellement des esters de cholestérol.

/I YTDEVRUSWLRQ GHV OLSLGHV DOLPHQWDLUHV FRQGXLW
chylomicrons, riches emG qui seront transportés aux tissus périphériques et hydrolysés en
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acides gras par la lipoprotéinedge (LPL) endothéliale des capillaires afin de fournir un
VXEVWUDW pQHUJpWLTXH DX[ FHOOXOHV /HV UHPQDQWYV GF
sur les chylomicrons, vordlors étre capté SDU OH IRLH SDUe®teptiis @PpGLD|
O PEE. Les lipides néosynthétisés par le foie sont sécrétés dangls@asmforme de VLDL

riches en AoB100, qui sont a leur tour hydrolgséau niveau des tissus périphériques et
restructurées en IDL, HDL et LDL. Le récepteur & LDL (L-B). reconnait ledipoprotéines

porteuses de I'»oB100 (IDL, LDL) (Goldsteinand Brown, 197%ou de I'AoE (VLDL)

(Innerarity and Mahley, 1978t participe a leur internalisation par engtose. Les HDL
peuventégalementétre produites directement par le foiea LCAT (LécithineCholestérol
Acyltransférase SUpVHQWH GDQV OH VDQJ SHUPHW OfHVWPpPULILFD
OH F°XU K\GURSKREH GHV +'/ eXdés B&R I©sHissWs periRh@riqhiestpeud H Q
alors étre capté par les HDL puis étre ramené au foie par interactidesseavenger recep$or

SR-B1 pour étre excrété dans la bfféautier, 201pRader and Daugherty, 2008.es HDL

peuvent également récupérer le cholestérol des lipoprotéines a ApARIDD, IDL, LDL)

via une protéine de transfert CET®hplesteylester Transfer Prote)nfRader and Daugherty,

2008 (Figurel4).

Chez 'homme, les valeurs normales sont de 180 mg/dL de cholestérol total, 45 mg/dL de
cholestéroHDL, 115 mg/dL de cholestéralDL.

Alimentation

Remnant de
chylomicrons

Chylomicrons
ApgB48

Figure 14: Métabolisme des lipoprotéines.

LPL : lipoprotéine lipaselLH : lipase hépatique; CET:RCholesteryl Ester Transfer Protein; SR :Bcaenger

Receptor B1LDL-R : LDL receptor.
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¥, Et pour les lipides oxydéa

$SUqV OIDEVRUWEIVIDROH LOQWY SURGXLWYV GYIR[WENENLRQ Ol
notamment) se retrouvent au niveau plasmatique. Les LDL faiblement oxydées ou mmLDL
(minimaly modified LDI) présentent un taux faible de prod@ R [\ G Dpilijue €& une
altération mineXUH GHR®@Y$ QTHPSrFKDddhhaiSdante \p&r |&J récepteur
ApoB100/E(NegreSalvayre et al., 1990 /TDXJPHQWIDMWLIK®WHRQ G#V /'/ PR
O HEB100 par fixation du-4HNE R X G D X W U Hsvir inO&SigKIySinid ¥t contribue a
O 1D W Kqgité&)des pox.

La toxicité des produits issus de R [ \ GIP#Julk €grait due aux aldéhydes, dontde 4
HNE, produits lors de la dégradation desltoperoxydes gastriques et des oxystérols. Apres
un repas riche en graisse, la fraction des mmLDL pauvre en vitamine E est plus élevée et donc
plussensiblea une oxydatiomltérieure De plus, les régimes riches en AGPI ou en cholestérol
accélérente ddYHORSSHPHQW GH DX QWX DR VS rpRgFENAH,) 20R5
Celaindique un lien possible entre le risque de développer une maladie dégénérative telle que
lesPDODGLHYVY FDUGLRYDVFXODLUHY HW OfR[\GDWLRQ GHV C

intestinal(Kanner, 200Y.

Comprendre les mécanismesl niveau vasculaifeGH OTDJJUDYDWLRQ GX GpYH
la dysfonction endothéliale et siplaques GIDWKpURPH LRG& DWiHmeEbU O

niveau gastriqguapparait nécessaire pour la mise en place ultérieure de stsak@gigvention.

A retenir

- /THVWRPDF HVW X¥apskgrliED PV HGWDIWddEendogeéne initie

par le fer héminique alimentaire.

- L 1 Rdation lipidig XH HQGRJgQH HQWUDVQH OD IRUMNEVLRQ GT
spécifique des AGPI R6.

- Les lipides oxydés sont absowdiblespar les entérocytegaisant le lienentre | xydation
HQGRJqQQH HW OYDSSDULWLRQ GH SDWKRORJLHV FDUGLRYD
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2. Systeme vasculairet oxydation lipidique

2.1. Systeme vasculaire

2.1.1. Généralité

/IH V\VWgPH FDUGLRYDVFXODLUH FRPSUHQDQW OH F°XU H
DX[ RUJDQHV OTYR[\JgqQH HW OHV QXWULPHQWY LQGLVSHQV
éliminant ou en HF\FODQW OHV GpFKHWYVY ,0 SHUPHW pJDOHPHQ'
WUDQVSRUW GYKRUPRQHYV OD UpJXO @¢dnseQmmuKitdikd P L T X H

(transporides anticorps aetescellules immunitaires).

Il existe différentes catégories daisseaux dont les caractéristiques sont en relation avec la
IRQFWLRQ TXYLOV H[HUFHQ@fGRQW D Bl W DAHAX © D UQ ¥ DS\DLARHDV
des artéres élastiques de conduit (diamétre 1 a 2,5 cm) qui transforment le débit sangjuin puls
en débit vasculaire continu. Elles sont composées de cellules musculairefCliMse et de
ILEUHV GH FROODJgQH HW GYpODVWL-@laktique peirfetidatDd@ W OH
réguler le flux sanguin et de supporter de grande variation deqreksiréseau de collagéene
OHXU FRQIqQUH XQH JUDQGH IOH[LELOLWpP MRXDQW XQ U{C
vasculaire. En se ramifiant ces artéres donnent naissance aux arteres de rémittpgm{ra
musculaire®t artérioles). Ces arte&reomposeées principalement@®iL, de collagene et peu
de fibres élastiqus, possédent une meilleure capacité de vasomotricité et une plus grande
rigidité. Les artérioles permettent de réguler le flux sanguin en fonction des besoins tissulaires.
Les capilhires sont eux, en contact étroit avec les cellules grace a leur fine paroi permettant les
échanges entre le sang et le liquide interstitiel fournissant oxygéne et nuigaonenellules et
récupérant les déchets métaboliques. Le systeme veineux askukE\R XU GX VDQJ DX F°
notamment grace a des valvesadtH O X[ DSUqV pFKDQJHYVY DYHF OfHQVHPI
GH OTfRUJDQLVPH ,0 VH Ftplikiry (81D HmYE diggnet@HodnSiRaesV
XQLTXHPHQW GYIXQH FRWKKB LAOH AHSTRAHXH H Q/GI GLDPgWUH H
vasculaire augmentent pour aboutir aux veines constituées comme les artéres de trois tuniques
distinctes Elles sont constituées principalement de faisceaux longitudinaux de collagéne et

G 1 XQ UWp Yibids Xlastiques. La paroi des veines plus fines et la lumiére plus importante
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MXVTXYj FP GH GLDPgQWUH TXH OHV DUWQUHV FRUUHVSR
OTpFRXOHPHQW VDQJXLQ 'H SOXV OD FRQWWHImENERQ GHV
VDQJ j UHPRQWHU Y(Figike 1BH /K HDQWV IBRIRAMW GH FHY DGDSWDW
YHLQHXVHV DVVXUH OH ERQ UHWRXU VDQJXLQ DX F°XU GUR

sanguin en stockant pres de 65% du volume total.

Capillaires co., 0,
systémiques = )

Artére pulmonaire

Poumon = l / Poumon
> | AL
(0]

g 4 ”‘
{ Aggte
[cOy o ,',/ X { \ cd
L ! /,r 4 "“\ 2
le ! i y /6 B f.\\
0, =W \; / NN )
: c=#25 0D éf 7 ‘\ - F=0
;_ - // | | — 2
| Capillaires = / 4 A } L S
\ pulmonaires B
> - > g \\\‘ -\ N <
Circulation pulmonaire < i
Veine cave [ ol
\ €0y O ! Veine pulmonaire
A
eines san
TR ) —Artérioles
y
Veinules —. -$ € _4ANESSNENE.
g Capillaires
. Circulation systémique -

Figure 15: 5SHSUpVHQWDWLRQ GH OfRUJDQLVDWLRQ GX V\

OD: oreillette droite; VD: ventricule droit; OG oreillette gaucheVG : ventricule gauche

2.1.2. Structure des artéres

La paroi interne des artéres eststitnée de trois tuniques distinctesOTLQWLPD FRPSUH
OTHQGRWKpPOLXP WXQLTXH LQWHUQH OD PHGLD WXQLT
externe) Figure16).

/ITLQWHPW FRQVWLWXpH i@t udefrrbQoedrNekagedlairelateX simple,
VTXDPHXVH HW SRODULVpH /fHQGRWKpOLXP WDSLVVH OfL

apicale est directement en contact deesangcequi lui permetde capter les différents stimuli
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mécaniques etchin TXHV VDQJXLQV HW GY\ UpSRQGUH SRXU PDLQW
/ITHQGRWKpOLXP MRXH pJDOHPHQW XQ U{OH PDMHXU GDQV (
priorités de perfusion sanguine et a la régulation de la pression artérielle. |eimté&galement

GDQV OTLQWpPpJULWp YDVFXODLUH TXL HQ FDV GH G\VIRQF
pathologis cardiovasculaire Cette monocouche cellulaire repose sur une lame basale lui
conférant une résistance mécanique grace a la présendereleld collagene. Enfin, une

limitante interne, composée de tissu conjonctif i@ DVWLTXH VpSDUH OYLQWLPI

Lamédia HVW SULQFLSDOHPHQW FRQVWMW X HH G P QIOWH GX p G bl
et de fibrilline formant le feuillet mustu+élastique. Le collagéne présent est principalement
detypeletlll.les&0/ VRQW PRQRQXFOpHV HW [|XVLIssepRrEepay fDVVHF
OfHQGRP\VLXP WLVVX FRQMRQFWLI OkFKH TXYfHOOHV VH
nerveuses motricest aux capillaires. La présence de récepteurs chimiques sur les myocytes,
TXL UpSRQGHQW DX[ VWLPXOL VpFUpWpV ORFDOHPHQW SDU
nerveuses sympathiques, confére a cette tunique intermeédiaire des propriétés vasotatric
vasoconstriction ou vasodilatation locglar les CML permet ainsi de répondre aux besoins

tissulaires

/I TDGYHEWWFXQH HQYHORSSH SURWHFWULFH FRQMRQFWLY
Elle est composée principalement de fibres de getia entrelacées de facon a les rendre plus
UpVLVWDQWHY GH ILEUREODVWHYVY HW GH ILEUHV GYpODVYV

vaisseaux lymphatiques et les capillaires sanguins irrigant la paroi vasculaire (vasa vasorum).
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Figure 16: Structure de la paroi vasculaire.

2.2. Vasomotricité artérielle

La vasomotricité artérielle est une fonction majeure du systéme artériel permettant de
PDLQWHQLU OD SUHVVLRQ DUWpPULHOOH 3% rWIHESGH HW G
en fonction des besoins physiologiques en condition de repos, de stress physiologique ou
pathologique. La PA est dépendante du débit cardiagque (Qc) et des résistances vasculaires
périphérigues (RPV) par la formuld®A = Qc * RPV. De plus, IeRVP sont dépendantes du
calibre des artéres et de la viscosité du sang3 9 d (ou @ Ubngueur du vaisseau,
r= UD\RQ GX Y DIaViscaddé<du sang) indiquant que cette fonction vasculaire est
dépendante du diamétre de la lumiere aitérie

42



2.2.1. Mécanismede contraction/relaxation d&SML

/IHV &0/ FRQWLHQQHQW GHV P\RILODPHQWYV GIDFWLQH H
longitudinal de maniére hélicoidale permettéir contractionsans posséder de structure
sarcomeérique contrairemeatix cellules musculaires strieées. Les jonctions avec les cellules
adjacentes permettent le synchronisme et la transmission des forces de contractions tandis que
les jonctions ouvertes permettent la propagation des potentiels électriques. Les invaginations
GX VDUFROqPH UHQIHUPHQW GH IRUWHY FRQFHQWUDWLRQ'
canaux calciques voltage dépendants au niveau de cesealaes* LQGXLW OfHQWU
OIDXJPHQWDWLRQ GH OD FRQFHQWUDWLR Galle svétDe- H O O X C
relargage de calcium par le réticulum endoplasmique, de la contraction des CML. La forte
concentration de calcium intracellulaire active la calmoduline (CaM) en formant le complexe
calciumCaM qui active a son tour une kinase, la MLCOKHybpshe Light Chain Kinase.

Ensuite, cette MLCKactive les ATPases sur les aies |égéres de myosines entrainant un
changement de conformation par pivotement des tétes de myosine qui permet le glissement sur
OHV ILODPHQWYV GTDFWLQ HattrcsRe@éntXes EVBRQW. QY HW VRIQ SH
la relaxation des CML, la diminution de la concentration intracellulaire de calcium se fait par
transport actif dans le réticulum endoplasmique ou dans le liquide extracellulaire. Un
mécanisme réversible de déppborylation de la chiae |égére de myosine (MLg} par des
phosphatases spécifiques (MipBosphatases activées par des protéines lidase G) est
QpFHVVDLUH SRXU UpGXLUH OfBduw17Y LWp $73DVH GH OD P\F
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Figure17: OpFDQLVPH GYDFWLYDWLRQ UpYHUVLEOH GH OD FK
LC20) des CML.

PKA : protéine kinase A; PKGprotéine kinase GATP : adénosine trphosphateADP : adénosine

di-phosphateMLC : chaine |égére de myosine; MLCKinase des chaines |légéres de myosine.

2.2.2. Régulation de la vasomotricité

LH PDLQWLHQ GH OfYKRPpRVWDVLH HVW SULQFLSDOHPHQW
TXL SHUPHW GH UpSRQGUH DX|[ E HéRd Cette SasandtriRi@ RXL T X H V
régulée finement par une action synergique de différents éléments du systéeme nerveux

autonome sympathiquet de maniere locale par des facteurs chimiques.

2.2.2.1. Régulation du tonus vasculaire pasystéme nerveux autonome

Le centre vasomoteur localisé dans le bulbe rachidien est composé de neurones
sympathiques innervant directement les CML des artérioles par des neurofibres vasomotrices.
Les neurofibres libérent principalement de la noradrénaline induisant une vasocondthion.
DFWLYDWLRQ GX V\VWgPH QHUYHX[ VIPSDWKLTXH HQWUDVQ
O 7L Q D F Mduiyun&\inkQtion de PAar relachement des CMULIDFWLYLWp GH FH F
vasomoteur est notamment régulée par les informations transmiskes are et chimic

récepteurs.
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Les baro- et chimio-recepteurs VRQW VLW XpV DX QLYHDX GH OYfDRUWH
JURVVHVY DUWQUHV GX FRX HW GX WKRUD[ /IDXJPHQWDW
barorécepteurs (présents dans la paroi) ghibent le centre vasomoteur entrainant un
relachement des CML et donc une diminution de la PA. Quant aux chimiorécepteurs, ils sont
VHQVLEOHYV j OfK\SR[pPLH DX[ GLPLQXWLRQV GX S+ VDQJ
dioxyde de carbonenduisant une vaxonstriction par le centre vasomoteur facilitant
OTR[\JpQDWLRQ VDQJXLQH

Les centres cérébraux spinaux supérieurs OfK\SRWKDODPXV SHXW VWLP)>
centre bulbaire rachidien en condition de stress psychologique ou environnemental (exercice

physique ou température) augmentant la PA.

Les neurofibres vasomotrices innervant les CML induisent une réponse
contractile/relaxante en fonction de la proportion désepteurs adrénergique€ette
GLVWULEXWLRQ SHUPHW QRWDP#H@®¥esSdinsUULIXHU GHV WL\

2.2.2.2. Les influences chimiques localsur la vasomotricité

% Les hormones

Les hormones transpoet¥ SDU OH VDQJ VRQW FDSDEOHV GYLQIOX

stimulant les mécanismes rénaux, le centre vasomoteur ou directement les CML.

- Les hormones de la médulla surrénale parmi ces hormones,IIDGUpQDOLQH HYV
noradrénaline libérées dans le saagla médulla surrénaén condition de stress physique ou
PHQWDO SURYRTXHQW XQH YDVRF R QivsVrtetes WigdRig F’pQp UDO L

etlesmuscles squelettiquéavorisant la fuite en cas de danger.

-/TDQJLRWHHMML QXHQH, SXLVVDQWH KRUPRQH K\SHUWHQVLY'!
produit par le foie. Quand la PA diminue, la perfusion rénale aussi, ce qui induitHassydie
rénine CelleciestLPSOLTXpH GDQV OD WUDQVIRUPDWLRQ GH OfDQ
/I TDQJLRWHQVLQH ,, VWLPXOH OD YDVRFRQVWULFWLRQ OfD
antidiurétiques (aldostérone, vasopressine ou ADHyraeant la réabsorption de sodium au

niveau des tubules rénaux ce qui augmente le volume sanguin.
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% Les facteurs endothéliaux

LD SULQFLSDOH IRQFWLRQ GH OYfHQGRWKpPpOLXP HVW GH
régulant notamment le tonus vasculaite/d produire et sécréter différents agents vasoactifs
FDSDEOHV GTDJLU DX QLYHDX GHV &0/ VRLW HQ VH IL[IDQW
diffusant directement a travers la bicouche lipidigBelon les besoinsOTHQGRWKpOLXP
susceptible de syhétiser des molécules vasoconstrictrices RPPH OTHQQIGRWKpOLQ
thromboxane A2ges dérivéslecertaines prostaglandines (PGH2)Yles agents vasodilatateurs
comme la prostacycline OHV IDFWHXUV K\SHUSRODULVDQWYV UHJUF
(EndothelumDerivedHyperpolarizing Fctor) et surtout le NO.

2.2.3. LeNO

Furchgott et Zawadzkilécouvrenten 1980 XQH PROpFXOH V\QWKpWLVpH SI
LQGXLVDQW XQH UHOD[DW L RQYRHRurchgott ank Zav@adzk) FOBP H Q W
En 1987, Ignarrdignarro et al.,, 1997 GpPRQWUH TXLO VIDJLW HQ IDLW G>
pléthorique en biologie et une fonction ctubOH GDQV OTKRPpRVWDVLH FDUC(
PDMRULWDLUHPHQW UHVSRQVDEOH GHV FiaBdaleiventdeY DV R G |
son actiorantiadhésiveet GafitragréganplaquettaireCependantil peut aussi étrenpliqué
dans des régulians nitrcoxydatives en conditions pathologiguetamment.

2.2.3.1. Mécanismede synthese du NO

Le NO est synthétisé par des oxyde nitrite s¢iaibes (NOSHont il existe 3 isoformes
NNOS (NOS1), iINOS (NOS2) et eNOS (NOSBNDFWLY LW gpodstitutivég helUS et
eNOS est hautement régulée par des modifications -padtictionnelles, des
phosphorylations, des acétylations, des interactions prepéiéine, des-aitrosylations et

des sglutathionylations.

/ITLVRIRUPH LQGXFWLEOH tletifhéereN vénd@tlon QidtlarSria®@ikeP H Q

et/ou de stress oxyda(fautz et al., 20)Cet tres peu exprimée en condition physiologique.
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Contrairement aux deux autres isoformes, elle produit du NO indépendamment de la
cone@ntration calcique cytosolique sur de longues périodes engendrant des concentrations de
NO cent fois plus importantes que les autres isoformes (10 nM et 1uM pour la INOS). Ce
phénomene entraine des troubles endothéliaux en altérant a la fois la voiediatedi®n et

celle de lavasoconstrictiorfLi et al., 2014.

La nNOS est présente dans les fibres nerveuses périphériqgues et au niveau vasculaire
(Schwarz et al., 199%u elle joue un réle dans le tonus basal sans pour autant étre sensible a
OYDFpW\OFKROLQH R Xshé&aK stxe®s$ Feiddn $tDal, LA0PB DaOeNOS est
principalement exprimée au niveau des cellules endothéliales (vasculaires et cardiagues) mais
aussi dansle nombreux autres types cellulai{@salligand et al., 1995Kleinbongard et al.,

2006 Palmer et al., 1988 etroff et al., 20G1Wallerath et al., 1997 /D H126 HVW OfYLVRII

classiquement rapportée comires majoritairemenmpliqué dans la vasomaotricité.

La eNOS est unR[\GRUpGXFWDVH VRXV IRUPH GMX® FERRFPLOPLOQWHH 11
terminal oxygénase qui présente les sites de liaison au substratidmine, au cofacteur BH
(tétrahydrobioptérine) et au groupementf@minique et un domainet€rminal réductase avec
OHV VLWHYVY GH OLDLVRQ DX[ GRQQHXU¥s Gelip @m&nddsBnQV 13$'3

UpXQLV SDU XQH VpTXHQFH GYDFLGHYV DPLQpV TXL-FRQWLH
CaM. La fixation de la CaNhhibe la eNOS. Cependant, le complexe cale@@aM active la

H126 &H FRPSOH[H DPpOLRUH OH SRXYRLU UpGXFWHXU G
GIpOHFWURQ GHSXLV OH GRPDLQH U p Geariegvitatidntal@dq@ed D XJIPH
intracellulaireest nécessaire pour que le complexe se lie a la eXlQdftive Quand les NOS

sont activés, la flavine du domaine réductase tremnsO fpOHFWURQ GHSXLV OH GRQ
PRQRPqUH HQ SHUPHWWDQW j OTR[\JgQH GH uidHle@t HU | O
héminique F#& induisant la conversion de ladrginine en HEL-arginine puis en NO et-L

citruline (Alderton et al., 200l Le BHs ] OfLQWHUIDFH GHV GHX[oltrRQRPqUH
stabilisation dda eNOSVRXV IRUPH GH GLPqUH HWeNOS touplé.LYLWp F
&HSHQGDQW VL OfpOHFWURQ HVW WUDQVIpUetdéricuielFWHPH
fixation du substrat _IDUJLQLQH O9YHQ]\PH S Urxgde¢lavia @ade QUINIAD LR Q V
(eNOS découplée Il en résulteune diminution de la biodisponibilité du NO et une
DXJPHQWDWLRQ GH OD SURGXFWLRQ GH VWUHVV R[\GDQ\
SHUR[\QLWULWH FRPELQDLVRQ GH OYxgbleRd® durmnSagds R[\G H

cellulaires Figure18).
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Figure 18: Représentatioachématique de la synthése du NO par la eNOS (adaptée
Margaritis et al., 2014

FMN : flavine monenucléotide; FAD: Flavine adénine dinucléotide CaM: calmoduline BHs:

tétrahydrobioptérirteozi: anion superoxydeNOO : peroxynitrite.

2.2.3.2. Mécanisme vasodilatateur du NO au niveauClgkd.

Le NO produit par la eNOS au niveau vasculaire diffuse a travers la bicouche lipidique
M X VIixXCHD. Il active a ce niveau la guanylate cyclessponsable de la formatideGMPc
(GuanosineMongphosphate cycligye(lgnarro et al., 1999 Le GMPc active a son tour une
SURWPLQH NLQDVH * 3rigine Td¥ Ldiffekdh@s pctiorfsRsynergiques et
complémentaires, aboutissant & une diminution de la concentration calcique intracellulaire. La
PKG agit au niveau de la pompe calcique SERG&qo Endoplasmic Bticulum C&'-
ATPase par phosphorylation de sonesinhibiteur, lephospholombagCornwell et al., 1991
La fermeture des canaux membranaires du ¥cXP HQGRSODVPLTXH HPSrFKH
important de calcium dans le cytog8thlossmannetal.,2000H SOXV OD 3.* LQKLEH C
G H O Thesitd Triphosphate SDU SKRVSKR U\O DP3ReéeQtoGAEsd0ifd B&GMP
KinaseSubstra)). Ces deux mécanismes concentrent le calcium intracellulaire dans le réticulum
endoplasmique. Par ailleurs, la PKG active également des canaux potassiques calcium
dépendants sur le sarcoléme entrainant la diminutiocaditium intracellulair¢Bolotina et al.,
1994). Cette baisse entraine un relachement des CML et rédigtneation du complexe

calciumCaM inhibant la vasoconstrictiqgrlorowitz et al., 1995(Figure19).
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Figure 19: Mécanismele relaxation des CML induit par le NO.

2.2.3.3. Régulation de la eNOS et de la voie eNOS/GMPc.

Il existe un mécanisme complexe dgulation de la eNOS impliquant différentes sous
unités peptidiques activatrices ou inhibitrie@gépendant ou non de la concentration calcique

intracellulaire.

Il existe une séquence peptidique amtaibitrice localisée a proximité du site de fixatide
OD &D0 VXU OD H126 TXL HPSrFKH OH IOX[ GTpOHFWURQ DX ¢
SHXW rWUH LQKLEpH SDU SKRVSKRU\ODWLRQ GH OD VHULC(
DXJPHQWDQW GH | IRLV OD SUR G XdghtvwlaRoQ d€ IH tHrébnise OTLQY
495 de la eNOS inhibe la fixation du complexe calciDaM (Forstermann and Sessa, 2D12
Le site de fixation de la CaM est commala calveolinel. La partie @erminale des cavéoline
1 fixée sur la eNOS permet de rattacher la protéine aux invaginations de la membrane plasmique
appelées gaveolae». Les enzymes fixées sont inactives mais peuvent étre réquisitioemees

réponseades stimuli.

Le «shear stress SDU OJLQWHUPpPGLDLUH GHV PpFDQRUpPFHSWH.
LQGXLW ORUV GYXQ H[HUFLFH SK\VLTXH OD SURGXFWLRQ |
YLD OD YRLH 3, $NW /D IL[DWLR Qeuf tyrosnt LkPasx Qedrrgetl V X U
OYDFWLYDWLRQ GBUGBR[ SKR\HSKRMIMDREteRQ SBlfsiHe) 1
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induisant la production de NO et par la voie RR/(Kobayashi et al., 20Q5La fixation sur
OD PHPEUDQH SODVPLTXH HQGRWKpOLDOH GH OYDFpW\OFI
GILQRVLWRO WULSKRVSKDWH RXYUDQW OHV FDQDX[ FCLC
/TDXJPHQWDW L R QucdltiaiFeDa@drisexdfotnaigrudu complexe calciGaiV et

augmente ainsi la production de NO.

2.2.3.4. Autres effets bénéfiques du NO sur le systeme cardiovasculaire

Le NO peut également se fixer sur des résidus cystéleeprotéines des cellules
endothéliaés pour former un groupement nitrosothiol. Laitsosylation est un mécanisme
posttraductionnel entrainant une modification réversible des protéines. Elle constitusmainsi
action directe diNO sur les propriétés des protéines. Le NO peut notammersuaida eNOS
(Ravi et al., 200¥pour une régulation négative de sa propre production. Il peut aussi inhiber la
phosphodiestérase(Blurray et al., 200Baugmentanainsi la quantité de GMPc améliorant la
YDVRGLODWDWLRQ /D UpYHUVLELOLWpPp HVW OLpH j OfDFWL
la nitrosothid réductase régulant la quantité de glutathion nitrosylé et donc indirectement de la

nitrosylation des protéines a proximité.

Le NO intervient au niveau cardiovasculaire en participant aux effetadmésif cellulaire,
antragrégeant plaguettaireatioxydant. En effet, une hyperactivité plaquettaire associée a un
SKpPQRPQQH GH WKURPERVH FRQGXLW j OfLQVWDOODWLRQ (
est essentiel pour maintenir la fluidité du sang. De maniére similaire a son action au niveau des
CML, le NO entraine une diminution de la concentration calcique intracellulaire plaquettaire
YLD XQH YRLH JXDQ\ODWH F\FODVH *03F 3.* phleugDdasifé YDQW (
(Benjamin et al., 1991

/I TDGKpVLRQ OHXFRF\WDLUH DX[ FHOOXOHY HQGRWKpOLDC
GH OTDWKpURVFOpPURVH SDU (RoBs, 3999 MeHNQ EdticapablOdiediter , & $0
la production de VCAM en inhibant la voie NPetréduisantDLQVL OTDGKpVLRQ OH?
(Niu et al., 1994
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2.3. Dysfonction endothéliale

La dysfonction endothéliale est définie nmme un déséquilibre entre les substrats
YDVRGLODWDWHXUV HW YDVRFRQVWULFWHXUV SURGXLWYV I

La fonction endothéliale est tres sensible aux différentes modifications métaboliques
transitoires ou chroniques, comme le stress oxydait OTLQIODPPDWLRQ GH SDU
directe avec le compartiment sanguin acheminant les différents agents délétéres secrétés ou
DEVRUEpV SDU OfRUJDQLVPH /D G\WIRQFWLRQ HQGRWKpOL
de pathologies cardiovas@ILUHYVY FRPPH OfK\SHUWHQVLRQ HW HOOH H)
développement de pathologies ischémiques ledth O { D W K p(Bdndtt- € pll) FOYBHEN
SOXV GH OD SHUWXUEDWLRQ GH OD YDVRP Radys$forctiotNnp HW G|
endothélialeest impliquée dans la réponse fibrofféshtive (remodelage vasculaire), dans
OTR[\GDWLRQ GHV OLSRSURWpPLQHVY GDQV OYDFWLYDWLRAQ
LQIODPPDWRLUHY HW GDQV OfDXJPHQ@ibraie & §., 2090 0OD SHUP

2.3.1. Stress oxydant

La déplétion en NO étant souvent une cause de dysfonction endothéliale, préserver sa
biodisponibilité appaia essentiel pour un bon fonctionnement vasculéiflammer et al.,
2012. Le NO est sensible aux EROne surconcentratiode ceuxci | DY R U Lstatatiany L Q
GIXQH G\VIRQFWL®RIQash @GaR, V269 Oe PIasH les ERO entrainent une
DXJPHQWDWLRQ GHV IDFWHXUV YDVRFRQVWULFWHXUV VWL
prostaglandine H2 et le thromboxane @2areus et al., 200&ontribuD QW j] OfDOWpUDWL

balance vasodilatateurs/vasoconstricteurs observée dans la dysfonction endothéliale.

¥, Origine du stress oxydant

7RXWHV OHV FHOOXOHV TXL IRQFWLRQQHQWesg pafUR[\JqQH
pPOHFWURQ QRQ DSSDULp DVVRFLp j XQ UDGLFDO OLEUH 20Q
(02* OTJK\GUR[\OH UDGOQHRDPMQRHGH2GID]RWoL énén@UeSDODL Ut
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UDGLFDX[ OLSLGLTXHV /H $b &R pe@xynBiftKOBQLR deaQii pas

des radicaux libres mais possédent des capacités oxydantes et contribuent largement a
OfLQVWDOODWLRQ GX VWUHVV R[\GDQW | ngpotuctb@®@H GH S
HIFHVVLYH GT(52 GpSD Vel defeiwesGuhtioxyfddtsD endMygn¥'s, @ngendre
OYR[\GDWLRQ GH PDFURPROpPFXOHV ELROIBIJdabihydratésRPPH O
les lipides,ce phénoméne est nommé stress oxydaed. ERO peuvent avoir une origine
exogene, comme les radiations ioreégqu la lumiere UV, la nourriture, un environnement

polluant et le tabac, ou une origine endogene et sont principalement ggqaduities enzymes

comme la NADH/NADPH oxydase, la xanthine oxydase, la lipoxygenase, les NOS, la

myéloperoxydas, le cytochrom@450 et la chaiie respiratoire mitochondriale.

Les NADPH oxydases (NOX) sont des enzymes membranaires et sont les principales
sources de stress oxydant vasculaire. Les dl@ahstrent XQ pOHFWURQ GI{XQH PR
NADPH ou de NAD vers une molécule deRI[\JqQH SURGXLVDQW OYDQLRQ
différents compartiments (noyau, réticulum endoplasmique, endosome, phagosome,
mitochondrie ou membrane plasmique). Il existe différentes isoformes de NOX constitutives
exprimées dans les cellules endothélialekM &0/ HW OHV ILEUREODVWHY GH O
est surexprimée en présence de facteurs de risques cardiovasculaires notamment pro
inflammatoires(Brandes and Schroder, 2008 H TXL LQGXLW XQH SURGXFWLRC
SDUWLFLSDQW j OTLQVWDOODWLRQ GTXQH G\WWIRQFWLRQ HC

La xanthine oxydaseHQGRWKpOLDOH HVW IRUWHPHQaWInepseX OpH SI
et al., 2007 et par des facteurs pmoflammatoirs FRPPH OH 741). OQ@HW OYLQWHUIp!
(Berry and Hare, 2004 Elle catalyse ladédDGDWLRQ GH OfK\SR[DQWKLQH F
DFLGH XULTXH DYHEOLO DDSEHRCKHF@WRQVEYRQ GIYDFLGH XULTXH!
seraient des prédicteurs de risque cardiovasculaire et pathologies métali@laussn and
Walters, 200%

La chaine de transport G  p O HrRitdcbdR@iale HVW XQH VRXUFH BDMHXUH
H.O, et OH), HOOH HVW LPSOLTXpH GDQV OYLQVWDOODWLRQ ¢
pathologies cardiovasculairesHV pOHFWURQV M§¢hER B S&SH QW AHVSRUW G
mitochondrialeet se fixent sur une molécule de dioxygeéne, formantaint@nsformé en 0,

par la superoxyde dismutase mitochondriale (S@t) (Boveris and Cadenas, 1975
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¥, Systeme de défense antioxydant

La paroi vasculaire comprend un systeme enzymatique antioxydant complexe permettant de
protegerHY DXWUHV PROpFXOHYV GH OYR[\GDWLRQ HW GH UpJX
principalement la superoxyde dismutase (SOD), la catalase et la glutathiondasmie
nombreuses protéines ont un effet antioxydant par chélation des radicaux ébliegsderreux
ou des complexes métalliques comme la sérum albumine, la lactoferrine, la transferrine, la
IHUULWLQH OfYKDSWRJORELQH HW OYKpPRSH[LQH &HSHQGI
UpDFWLRQV GYR[\GDWLRQV UHHXLYRYHSREH OUHIQPWD¥BWL)
fonctions cellulaires.

Il existe trois isoformes d&OD (hémoprotéine a 4 soumités) au sein de la paroi
vasculaire

- LasOD1 (Cu/zn62' HVVHQWLHOOHPHQW F\WRSODVPLTXH
inter-membranaire mitdwondrial,

- La SOD2 (MRSOD) présente dans la matrice mitochondriale,

- La SOD3 (CuZn-SOD) produite essentiellement par les CML et les
macrophages mais agissant uniquement au niveau extracellifakai and Ushid-ukai,
2011D).

/IHV 62' WUDQVIRUPHQW OYDQLRQ VXSHUR[\GH HQ SHURJ[\GI
la biodisponibilité du NO. Une surexpression des SOD peut engendrer des conséquences
fonctionnelles liEkHV | XQH SURGXFWLRQ H[FHVVL(FlkaiGahd BdHi R[\GH C
Fukai, 201).

La catalasepossede un hemeHUULTXH TXL VH OLH DX I8 Hdusdrhi@H G JTK\C

en eau et oxygene.

La glutathion peroxydase est une enzyme ubiquitaire, principalethe@esponsable de
OIDFWRRYYGCD@QWH GDQV GH QRPEUHXVHV FHOOXOHV J/YLVR
abondante, elle catalyse la transformation du petd GTK\GURJgQH HQ HDX 6RC
inversement corrélée aux risques cardiovasculajBdankenberg et al., 2003 et une
diminution de son expressiomduit une augmentation de LBk UHVSRQVDEOH G
DFFURLVVHPHQW GH O YDEWNgeLaN, 20G3RyUre DF URSKDJHV
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Figure 20: Principaux mécanismes de défenses antioxydantes endothéliales.

SOD: superoxyde dismutase;& anion superoxyde; #®, SHUR[\GH GYK\GURJqQH *6+ JOXW
GSSG : glutathion oxydé.

2.3.2. Stress oxydant et eNOS

La voie eNOS/NO est partiterement impactée par le stress oxydant. En effet, une forte
ProGXFWLRQ GT(52 HOQWUDVQH XQH GLPLQXWLRQ GH OD ELRG!
OYDFWLYLWp FDWDO\WLTXH enHréagibsaml2 B8 FH @ BQ DR & UWHX SSHDL
responsablale la formation de peroxynitrite, molécule foydante puissant€Channon,

2009).

/I TDFWLYLWp HQJ\PDWLTXH GH OD H126 GpSHQdagiwid. OD GLV
Le métabolismelecette molécule est complexe et fait intervenir différents facteurs qui peuvent
étre influencés par le stress oxyddrd L-arginine peut étre dégradée en ornithine et en urée
SDU OYDUJLQDVH HQJ]\PH GRQW OfYH[SUHVVLR QG D®APHQWH |
and Morris, 1998 L 13$'03$ Asymmetric Mthylargining est un agent compétitif de la L
arginine inhibiteur de la eNOS, empéchant ainsi la synthése de NO. Une enzyme permet
FHSHQGDQW GH GpJUDGHU OHV PROpPFXOHV GY%$'0%$ HQ F
diméthylarginine diméthgrginohydrolase (DDAH) (Vallance and Leiper, 2004
Malheureusement, elle est également la cible des ERO qui inhibent son @ealitéet al.,
2007).

Le BHs possede un métabolisme complexe, sa déplétion en condition de stress oxydant

semble étre la principale cause de découplage de la eNOS. .slstabiise la formelimérique
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de la eNOS en permettant la fixation du dioxygene et participe au tra@sfept O HarFsdeJI®R Q
réaction de synthése du NO. En absence dg IBldomplexe heme ferreux se dissocie formant

de O g2t un héme ferrique. La déplétien BH4 estgénéralement attribuée a son oxydation

en dihydrobioptrine (Bb) par les ERO et notamment par le peroxynitrite. Sous forme de BH

VD IL[DWLRQ VXU OD H126 SHXW WRXMR XU V*a&thord @&NOH PDLV
Le ratio BH/BH: est donc pkgpondérant dans la production de [Eabtree et al., 2003

La Sglutathionylation est une modification po®¢ UDQVFULSWLRQQHOOH SDU D!
de gOXWDWKLRQ *6+ VXU XQ JURXSHP{di@ahionyktioR @e BT XQH S
eNOS, au niveau de deux résidus cystéines (Cys689 et Cys908), engendre un découplage
fonctionnel Celleci devient doncune source de stress oxydapibuvant participer a
I TLQVWDOODWLRQ GH PDFpybr&2)HV FDUGLRYDVFEXODLUHYV

Figure 21: Effet des ERO sur la dysfonction de la eNOS.

ERO: espéces réactiseGH O R [\Jqg Q:hprot8ibedarginine Mnéthylttansférase; GSH/GSSGlutathion
réduit/oxydé; BH : tétrahydrobioptérine; BH dihydrobioptérine; ONO®: peroxynitrite; SG glutathion.

En résumé,la dysfonction des cellules endothéliales est responsable de plusieurs
phénomenes majeurs impliqués slarfathérogénése comme une augmentation de
linflammation (recrutement leucocytaire, activation plaquettaire, augmentation des
chimiokines et expression drolécules d'adhésion et de facteurs-ipftammatoires), une
augmentation de la perméabilité vasaalaux lipoprotéines, une oxydation des lipoprotéines
OLpH j OD SURGXFWLRQ GY(52 HW HOQILQLgrsXxie dys@tisp UDW LR
endothéliale, on retrouve une augmentation de peroxynitrite oxydant l€SBebo et al., 2007

DLQVL TXYXQH UpGXFWLRQ G HDif@meld eRab,LI9IPFOQ k@ W p G X
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égalemenutne LQDFWLYDWLRQ G H @G2dbdle aD QOQ7urie [NiGiluowde Ya
concentration calcique intra cellulaire et la praducde cytokines proinflammatoires (TNF
-1B, MCPR-1) qui favorisent la dysfonction endothéligiRaines and Feir 2005.

24. /YDWKpURVFOpURVH

2.4.1. Généralité

Le terme artériosclérose a été utilisé pour la premiére fois dlisi8cle par Lostein et le
terme athérosclérose au®P0siécle par Marchand. Actuellement, le terme artériosclérose
comprend trois groupednaladies artérielles do@ I1DWKpURVFO p U eomiMeTneL HVW C
maladie caractérisée par sa richesse en cholestérol et en plaque fibreuse. Le terme athérome est,

quant a lui, utilisé pour décrire les lésions anatomiques riches en lipides des artéres

(Q 0206 D YRXOX FODULILHU OH SKpQRPqQH
DQDWRPRSDWKRORJL T XHO§ B VOKDWRK/IACRMROMH RRHUHVSRQG
OfLQWLPD GHVY DUWqQUHV GH JURV HW PR\HQ FDOLEUH FRF
rénales, coronaires et digestives) consistant a une accumulation locale de lipides, de glucides
complexes, de sang, de produits sanguins, de fiseeux et de dépobts calcairke tout
VIDFFRPSDJQDQW GH PR Ldd dobsdueR@s GligieOdBs Borhlitations
athérethrombotiques affectent 20 a 40% des personnes agées dans les pays industrialisés.

/[HV OpVLRQV DWKpURPDWHXVHY VH GpYHORSSHQW LQLWI
O TLQW L Rbncipalethnt Hux bifurcations artélés et a la face interne des courbures
vasculaire{Nakashima et al., 2002A ce niveau, le flux sanguin laminaire devient perturbé
entrainant une diminwn et une irrégularité des forces de cisaillement qui deviennent

RVFLOODWRLUH HW SDUWLFLSHQW GRQF j OTLQVWDOODWLF
XQ pYgQHPHQW S U pF R [Gim@ohe@tfeD, Wok P aldk pad,qL9Ip
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242. /TLQLWLDWLRQ GH OD IRUPDWLRQ GH OD SODTXH

/I TDWKpURVFOpURVH HVW XQ S U RretldysfoncionReRdotélial® Brww R U L H
stress oxydant et a un trouble inflammataiheonique TXL FRPPHQFH GHEIN e fHQIDQ
caractérisé par un dépdét initial de lipides et un remodelage artériel qui progresse
silencieusement pendant des décennies pauareiodes plaques athérosclérotiques avanceées.

Les lésions athérosclérotiques précoces se forment principalement au niveau de flux sanguin
turbulent (bifurcation, départ artériel). Caépotslipidiques se forment tout au long de la vie.

En effet, des dépdf OLSLGLTXHV RQW pWp UHWURXYpV GDQV GHV D
DFFHQWXp SDU OD SUpVHQFH n&aenele{N&os EtlaE K8 BasWp UROp
dépots lipidiqguegprogresent rapidement en présence de facteurs de risque cardiovasculaire
MXVTXYTj OD VXUYHQXH GTpYqQQHPHQWY FOLQLTXHV

/IMLQLWLDWLRQ GHV OpVLRQV DWKpURVFOpPURWLTXHV HVW
de lipoproténes dans la paroi artérielle et a leur modification par oxydation dans I'espace sous
endothéliale, ce qui induit le recrutemeetdivers types cellulaires lig OfLQIODPPDWLRQ H
LQWHUQDOLVDWLRQ /YDFFXPXODWLRG@maiioofawtiserii\a HW O
IRUPDWLRQ GIXQ F°XU OLSLGLTXH UHFRXYHUW SDU GHV WL
SODTXHV GIDWKpURPHYV

La rétention des LDL dans la média &3t{ p Y gr® ¢#éPde I'athérogése(Williams and
Tabas, 199b Les protéoglycanes jouent un role majeur dans la rétention des LDL par liaison
DYHF OHV DFLGHV DPLQpV FKDUJpV SRVLWLYHPHQW GH Of%$
GHV SURWPpPRJO\FDQHV DLQVL TKRQOBWNO 1D DHp JO W LGRHY GH
sont des facteurs qui augmentent la rétention LDL dans la paroi vas(@Qkminejo et al., 1993
Khalil et al., 2004 (Q FDV GTK\SHUFK@DHMWEKURIOPWLUH GDQV OTfl
augmenté et leur élimination est réduite. Cette rétention au niveatersdothéliale rend
VXVFHSWLEOH OHV /'] j OfYRpidgievpeiie intfER pab 2 \préderige O L
GY(52 SURGXLWY SDU GLIIpUHQWY W\SHVY FHOOXODLUHV Ft
&0/ HQ SUpVHQFH GYLRQ PpWDOOLTXH RX SDU YRLH H

lipooxygénase).

/ITMLQLWLDWLEBO FREHKQ@/PGEHURSODTXHYV GIDWK pdi B RigratichSOL T X H
transendothélialede cellules inflammatoires de la circulation (monocytes et lymphocytes T).

Les mmLDL induisent la sécrétion de M{Ppermettant le recrutement des monocytes qui
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devierdront des macrophages dans la media. Les sélectines induisent un roulement des
leucocytes a la surface d® TH Q G R (EiikpsOri et Rl., 2000 Ensuite, la présence des
protéines ICAM (Intercellular Adhesion Moleculeet VCAM (Vascular Cell Adhesion

Moleculd j OD VXUIDFH GH GCOTRI@WE FOW K pOUKPV IHRMD) HVW DXJPHQW
LDLox et par des stimuli prinflammatoiregOsborn et al., 1989réalisent unadhésion forte

des cellulesmmunitaires avant la migration traesdothéliale par la reconnaissance des
intégrines a la surface cellulaire. Le GBF MacrophageColony Stimulating Factgrinduit

alors la prolifération et la différenciation des monocytes en macrophages aibexpgssion

des récepteurs aeengers (RS) au niveau des membranes plasmiques des macr¢ghaties

et al, 1995 /TLQWHUQDOLVDWLRQ GHV /'/R[ HQ H[FqV SDU OH
reconnaissance enttes RS GRQW OfH[SUHVVLRQ QRé&HaSWDIDOYV DXWI
(Steinbrecher, 1999Ce mécanism& HUPHW OfpOLPLQDWLRQ SDU FDSWXU
lipoprotéines (Figure 22). &HSHQGDQW OYIDFFXPXODWLRQ LQFRQWU-
macrophageou les CMLinduit la formation de cellules spumeuska mort de ces cellules
spumeuses est responsable ldeformation GX F°XU QpFURWLTXH OLSLGLTX
GIDWKpRUSRRBH DFFXPXODWLRQ GH FKROHVWpPURO FR®IqQUH OF
j O 1DSR SWhRcvodghaGeleN présence de stressydant et de stress du réticulum
endoplasmiqueles cellules spumeuses peuvent avoir pour origine les CML au niveau du
feuillet musculepODVWLTXH RX OHV PDFURSKDJHV GmiQadaddHV FRXF
les lésions précocgKatsuda et al., 1992
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Figure 22: MécDQLVPH GfLQLWLDWLRQ GH OYDWKpURYV
MCP-1: monocyte chemoattractant protdinVCAM : vascular cell adhesion molecule; ICAMntercellular
adhesion molecule; MCSF: MacrophageColony Stimulating FactoROS (VSqFHV UpDFWLYH GH OfR]J\
LDL : LDL faiblement modifiés; ox LDL LDL oxydés; VSMC: cellules musculaires lisses.

243. I TR[\GDWLRQ GHV OLSRSURWDpPLQHV [/

/IHV ['/ VRQW UHWURXYpHVY GDQV OHV |[RQHV VHQVLEOHYV D>
/ITLQIOXHQFH GHV OLSRSUR plaQus VG VDXW K DR PRIU BRPWHRQ (
concentration plasmatique, de leur rétengibte la perméabilité endothéliale (passage-petra
transcellulaire par restructuration du cytosquelette). La rétention des lipoprotéines LDL dans
O THYV S DéndotheRak 8 H X W rW U H jledrHR/datiahl. lQurd cahtdrant des propriétés
immunogénigues et prioflammatoires.

/IH VWUHVV R[\GDQW LQGXLW OTR[\GDW L RXDaGufatelesLGHV J
'l RX GY{HVWHUV GH FXBRAHNVXik fgHatibkd/indull la formation
GIK\GURSHUR[\GHV LQVWDEOHY DLQVL TXH OTDOWpUDWLRC
GYR[\GDWLRQ GHV DFLGHV JUDV SHXYHQW rWUH OH UpVXOV
ou enzymatige (ex: lipooxygénase).l$ sont retrouvés au niveau des lésions athéromateuses
(Waddington et al.,, 2003HW LOV SDUWLFLSHQW j OTLQMallBxEtlaDLWp GH
1999 en affectant la qualité et la destruction du collagéne par des opétadinases (MMP,

« Matrix MetalloProteinase»).
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%ULJYHPHQW OH SURFHVVXV GYR[\GDWLRQ GHV /'/ SHXW
celle de WR[\GDOMLIRG@G LTXH DX Q L YItobker S Kafiey \20pEiguderg.

- XQH SKDVH GREXIQVUD®/LRIO OLEUH HQOgqYH XQ K\GURJQq
un radical alkyle [*

- une phase de propagatiomu le radical alkyle, E aprés un réarrangementw@nmotif
de diéne conjugué, forme le radical peroxyle, LO@WYHF OYDMRXW G{XQH PROpPFX
Le radical LOOSHXW j VRQ WRXU HQOHYHU XQ K\GURJqQH j XQH D
un hydroperoxyde LOOH et générer un autre radical alkyle L

- une étape de terminaisompar épuisement de substrat ou formation de composés stables
(alcanes, alcools, cétones, aldéhydes, acides carboxyliques) notamment par la fragmentation
des hydroperoxydes en aldéhydes hautement réactifs avec les protéinghespe®lipides.
Les aldéhydes séeht aux résidus lysine desgp8B, ce quiaugmente la reconnaissance des
ApoB par les Bs des macrophages conduisant a la formation des celfydemeuses
(Steinbrecher, 1999

L uR [\ G Devizirra@que des AGPI peut donc induire notamment du malondialdéhyde
du 4HNE.

/IHV R[\WWpUROV SURGXLW GITR[\GDWLRQ GX FKROHVWpPUF
enzymatique (2hydroxycholestérgl (Lund et al., 1998 ou non enzymatique {7-
hydroxycholestérol et le-Kétocholestérgl(Gargiulo et al., 201)7 Cestrois composés sont
majoritaires dans les LDLoxlIs sont responsabledes effets pronflammatoires et pro
apoptotiques des macrophadlesmaire et al., 199&ontribuant au développement des cellules
VSXPHXVHV HW GRQF GHV SODTXHV GIDWKpURPHYV

Les LDLox favorisent la dysfonction endothélialeatéranta vasodilatatior{fFeron et al.,
1999, en augmentant la production de MCRCushing and Fogelman, 199€&t de MCSF
(Rajavashisth et al., 199@insi que la prolifération des CMlAuge et al., 2002 LesLDLox
induisent également la mort cellulaire par apoptose des cellules endothéliales et des CML
(Vindis et al., 2005aggravant O {DWKpURVFOpURVH DYHF OD IRUPDWLRQ

majeur dans le syndrome coronarien aigu.
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244. /[HV W\SHVY FHOOXODLUHYV LPSOLTXpV GDQV OH Gr

Le macrophage tissulaie, dérivé de monocyte apres transmignatet différenciation dans
la paroi vasculaire, est le principal type cellulaire inflammatoire présent dans les lésions
DWKpURPDWHXVHYVY O D XQ U{OH PDMHXU GDQV OfLQIOD
inflammatoire M1 des macrophages induit la sys¢hée gtokines preinflammatoires comme
le TNF. -/ b, et IL-12.

Les lymphocytes preinflammatoires a polarisation TH1 sont prédominants dans la
plague G 1 D W K(pity@ureHa et al., 2006 Leur présence a pour conséguence une sécrétion
importante de cytokines piiaoflammatoires (IFN ) A, IL-5 et IL-13) et ils sont

activés uniquement par les mmLPHansson and Hermansson, 211

Les neutrophiles proinflammatoires LQGXLVHQW OD VpFUpWLRQ GYHQ]
(MMP-2/9, cathepsine G), de myéloperoxydase et de MI@QBi aggravent I'athérosclérose et
OD G\WIRQFWLRQ HQGRWKpOLDOH HQ SUpVHQFH GYR[\GDWL

inflammatoie est augmenté en présence d'hyperlipidéAraujo et al., 1995

245 'pYHORSSHPHQW GHV SODTXHV GYDWKpURPH

/I MPYROXWLRQ YHUV OH VWDGH DWKpURPDWHX[ GHV OpVl
OfDUDYDWLRQ GHV SURFHVVXV GILQLWLDWLRQ HQWUpH U
réponse inflammatb UH /HV &0/ PLJUHQW YHUV OfYLQWLPD SUROLIg
VpPpFUpWRLUH SHUPHWWDQW OD IRUPDWLRQ GH OD FKDSH |
remodelage excentrique de la paadiérielle(Gibbons and Dzau, 1994Ce changement de
phénotype est caractérisé par une perte des protéines contractiles, une altération du métabolisme
calFLTXH DLQVL TXH OYDSSDULWLRQ GI1XQ UpWLFXOXP HQC
développegOwens et al., 2004nduisant le phénotype sécrétoi@e phénotypkd HVW j OfRULJL
GYXQH PDWULFH H[WUDFHOOXODLUH UdnRKddpiet®indsR@ ODJqQH
protéoglycanes. Les CML expriment également les & $euvent donc devenir des cellules
spumeusefCampbell and Campbell, 1994 es CML induignt également la calcification des
plaques par accumulation de calcium et de phosphate en formant des cristaux d'hydroxyapatite

(Demer and Tintut, 2008Le collagene fibrillairemajoritairement de type lisecrété compte
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pour 30 a 60%le la masse secles plaques au niveau de la chape fibréatey et al., 1996

Si les facteurs de risques persistent, la [ésion progresse doucement durant de nombreuses années
HQWUDLQDQW XQ PpFDQLVPH FRPSOH[H GH UHPRGHODJH D!
SODTXHV GIDWKpURPH MXVTXYj OVDFHBBAILWLRQ GYIpYgQHPH

Recrutement de
monocytes

VCAM-1

ICAM-1 o
Cellules .

endothéliales / i \
/
- - ~

<+——— Plaque fibro-lipidique ———» ¢—— Lésion complexe ——»

Figure 23: DEVHORSSHPHQW GHV OpVLRQV DWKpURRAI#tEXVHY HV
de Sanz et gl2008).

MMP : matrix metalloproteinas& CAM : vascular cell adhesion molecule; ICANtercellular adhesion

molecule.

2.4.6. Effet proathérogene des LDLox plasmatiques

$sUqV OYDEVRUSWLRQ LQWHVWLQDOH OHV SEHREXLWYV G
notamment) se retrouvent au niveau plasmatique. Les mmLDL, présentent un taux faible de
produits deOTR[\GDWIIRG®LTXH HW XQH DA¥YRMYWDWQRIRRHaQIXUH Gt
reconnaissance par le réceptepoBR100/E(NegreSalvayre et al., 1990 /T1DXJPHQWDWLRQ
OTR[\GDWLRQ GHM HoRI@Rpar fixabn du 4HNE sur un résidu lysine et
FRQWULEXH j OfDWKpPURJpQpPFLWpP GHV /'/R[ /HV /'l IRUWHP
RSs non régulés induisant la formation de cellules spume(&tesnberg et al., 1989Les
propriétés athérogénes des LDLox sont dues a la présence des lipides oxydés (oxystérols, acides
gras oxydés|NegreSalvayre et al., 1990Les effets varient selon la concentration et le degré
GTR[\GDWLRQ GHV /'/ PDLV LO HVW GLIILFLOHe Glipde® EOLU C
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oxydés. Lesnm/'/ R OTR[\GDWLRQ QYfHVW TXH SDUWLHOOH SDUW
GH OD SODTXMWiGthD avid pieiridérdd 1901

Les LDLox sont principalememiaptées par les R8es macrophages et des CML. Il existe
GLIIpUHQWHY FODVVHYVY GH UpFHSWHXUV FDSDEOHV GH OLF
FHOOXOHY VSXPHXVHYV DLQVL TXH OD FDVFDGH GH VLJQDOL
reponseLQIODPPDWRLUH HW OD S &8s doRONPRIQESIRIGS I2S |édiovis 5 6

athérosclérotique@vioore and Freeman, 2006t différents types sont retrows/é

- Les RSAI et -All sont exprimés a la surface des macrophages, des cellules
HQGRWKpPOLDOHYVY HW GHV &0/ PDLV pJDOHP KDRawhertyCef LQWp U |
al., 1997. lls ont une forte affinité pour lespoB100 modifiées et participent au captage de
80% des LDLox par les macrophag&sinjathoor et al 2003.

- Les CD36 et SHB1qui ont des fonctions différentes dans le métabolisme
OLSLGLTXH HW Q&DeK,ppoeRavnt-damsUds \dnocytes, les macrophages, les
cellules endothéliales et les plaqueftgbaw et al., 2000 joue un réle dans la clairance des
/"R HW LO HVW UHVSRQVDEOH GH j GH OTDFFXPXODW
macrophages exposés aux LDL@wunjathoor et al., 2002Le CD36 est aussi capable de lier
les lipoprotéines natives non oxydéet lesmmLDL (Calvo et al., 1998 SRBI, présent au
niveau des macrophages, capte également les LDLox, les lipoprotéines natived (HDL
VLDL) (Gillotte-Taylor et al., 200)let de maniere sélective les esters de cholestérol des HDL.

Le SR-BI participe également au transport reeedsl cholestérol vers les HOJActon et al.,
1996.

- Le CD68 de classe D qui est exprimé dans les endosomes et les lysosomes des
macrophages. Il capte les LDLox mMaiLO D XQ U{OH PLQHXU GDQV OJLQWHL
dégradation endolysosomale des LDL.

- Le LOX-1 de la classe E qui est exprimé au niveau des cellules endothéliales, des
CML et des macrophagé€Kataoka et al., 19991l capte les LDLox des cellules apoptotiques
et des bactéries. La surexgs®mn de LOXL chez les souris gpoE accélere le développement
GHV OpVLRQV G(Thow & pll ROGBQpechRt itdrole prathérogéne.

/HV ['/IR] VRQW VLIJQLILFDWLYHPHQW LPSOLTXpHV GDQV Of
et la déstabilisation des plaglvV GI{DWKpURPH HQ LQGXLVDQW QRWDPPH
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stress oxydant. Les LDLox engendrent égalementlysimnctionendothéliale, un recrutement
GHV PRQRF\WHV XQH GLIIpUHQFLDWLRQ GHV PDFURSKDJHYV\
sont égalemdrpro-apoptotiques a forte concentration.

Plus précisément, les effets gathérogenes des LDLox sant

- /ITIDXJPHQWDWLRQ GHV SURWpPRJO\FDQHV HW JO\F
rétention des LDI(Gargiulo et al., 2017

- La surexpression de facteurs de croissance et de cytokines favorisant
OYDFFXPXODWLRQ GHV PDFURSKD-1HY Ga-O$FVGrandidcyt® pVLR QV
MacrophageColony Stimulating Fact9r la prolifération des CML et la réponse inflammatoire
(TNF-. -1)(Libby, 2000Q.

- La surexpression de la matrice extracellulaire impliquée dans la fibrose, la
sténose, la rétention des lipoprotéines et la stabilité de la fldgpan and Aviram, 2001

- /ID VXUH[SUHVVLRQ GTHQ]\PH Vip&jyenbse@dieét #RPPH O
2006).

- La surexpression de métalloprotéinases stimulant la migration cellulaire, le
remodelage vasculaire et la fragilité de la plafRegavashisth et al., 1980

- La modulation de protéines ptbrombotiques avec une augmentation de la
VIQWKgVH GHV IDFWHXUV WLVVXODLUHY SDU OTfHQGRWKpC
(Berliner and Heinecke, 1996

- /I MDXJPHQWDWLRQ GH OD FRQFHQWUDWLRQ HQ FDO!
cellulaire par apptose ou nécrog¥/indis et al., 200k

- Le développement la dysfonction endothéliale par diminution de la
vasodilatation artérielléKugiyama et al., 1990lié a une augmentation de la calveolihe
inhibant la production de NO par la eNQ=eron et al., 1999

- Le développemedV GX F°XU OLSLGLTXH GHV SODTXHV GIDW
par déstabilisation en affectant la composition en collagéne de la chape fibreuse et en
augmentant le taux de sécrétion des MMP produites par les macropkagtsl., 1999

- La contribution a la néovascularisation des plaques et la fragilité des capillaires
aboutissant & une hémorragie ipptaque favorisant le risque de ruptMegreSalvayre et
al., 2017%.
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Les LDLox, plus denses, contiennent des teneurs plus élevées en choldstéreinli
lysophospholipide et en goB modifiée. Un taux de LDLox¥levé est associé a un risque
important de développer des maladies coronariennes. En effet, la suppression d&s LDL
circulantes, chez la souris pAE”, prévient totalement la formation des Iésions
athérosclérotique@dshigaki et al., 2008

2.4.7. Effes bénéfiques des HDL

/HV +'/ RQW XQ U{OH PDMHXU GDQV OD SUpYHQWLRQ GX G
Les effets bénéfiques arathérogénes des HDL sont asi®s a leur rble dans le transport
inverse du cholestérol et auks propriétés biologiques amtiydantes et aninflammatoires

(NegreSalvayre et al.1990.

/[H WUDQVSRUW LQYHUVH GX FKROHVWpPURO SDU OHV +'/ D
présent dans les tissus périphériques. Les HDL transportent ainsi le cholestérol des tissus
SPULSKPULTXHV MXVTX{DX IRLH TéeptediSdpérifiqud HSRY, FDSW D.
OfpOLPLQH VRXV IRUPH GH FKROHVW plyR&nialBigutePd).H DSUqV

Les HDL peuvent également récupérer des AGPI oxydés, par la lipoxygénase, au niveau des
LDL et les convertien composés inertes moins toxiques (hydroxy(ies}ler et al., 1995ui
seront alors captés par le foie et éiés. Cette voie constitue un mécanisme de détoxification

des lipides oxydés.

La paraoxonase (PON), notamment la PON3, est une enzyme caépendante associée
aux HDL qui est capable d'hydrolyser les acides gras oxydés des phospholipides. Elle permet
ainsi de réduire l'accumulation de lipides oxydés dans les LDL, et donc leurs effets pro

inflammatoiregAviram and Rosenblat,0®4).

&KH] O KRPPH GHV pWXGHV PRQWUHQW TMfonGtionwD X[ GH
endothélialgpar augmentation de la production de R@hanna et al., 24). Les HDL sont
pJDOHPHQW FDSDEOHV GH UpGXLUH OYDGKpVLRQ GHV PF
OfDFWLYDWLRQ GH OfLQIODPsRtOMWNRR® 8 WU OM@D SYBRGX BWL R Q
(Robbesyn et al., 2003

Pour finir, les HDL inhibent la migration des CML et favorisent celle des cellules
endothélialesFrH TXL DLGH j PDLQWH Q L thc&afpLIipiprptdinesSegthatad)iG R W K p C
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et al., 2008 Les HDL ont également un effet inhibiteur au niveau ddivaton et de
l'agrégation plaquettairéAviram and Brook, 198B8réduisantle risque de thrombose et
GTLVFKpPLH

Sels biliaires

Cholestérol

pré-HDL Tissus
ApoA-1 périphériques
— Q (macrophage)

HDL 2/3 LCAT
ApoA-1

ABCA1 ]

ApoA-1

Figure 24 : Transport inverse du cholestérol

CETP: Cholesteryl Ester Transfer Protein; SR Btavanger Receptor B1; LER : LDL receptor; LCAT :
Lécithine Cholesterol Acyl Transférase; ABCAL: Abihding cassette Al.
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25. /THV FRQVpPpTXHQFHYVY FOLQLTXHYVY GHV SODTXHV GIDWK]

,O HILVWH GHX[ W\SHV GH SODTRHV SODWXIHV RPH FXOW p B (
DYHF XQH SHUWH SDUWLHOOH GTHQGRWKpPOLXP HW XQH
endottélium riche en CML et les plagues susceptibles a la rupture responsables de thromboses
HW SDU VXL Wlies@Gfatcuwus dupiy/addrde, 188/C et les embolies pulmonaires sont
GHV pYgQHPHQWY DLJXV SULQFLSDOHPHQWni&dMmMe 6hQH LVFI
apport en oxygene et nutriments inférieux Besoirs des cellules. Cellei est le plus souvent
SURYRTXpH SDU REVWUXFWLRQ RX UpWUpFLVVHPHQW GH QG
irriguées. Le mécanisme seMDFHQW j O HHS DVEKPIIRM GYVXNV OIDWKpUR
développe sur de longues années atteignant un stade avanceé lorsque les symptémes cliniques

se manifestent

/ID UXSWXUH GH OD SODTXH GIDWKpURPH IDLW VXLWH j O
fibreuse (une fir FDSVXOH ILEUHXVH LQIODPPDWRLUH HW XQ ODU
de la contrainte pariéta(®ichardson et al., 1989 8Q YROXPH GH F°XU QpFURWLT
40% du volume total de la plaque augmente le risque de rupture (Kolodgie2604a). Les
DXWUHV FULWqUHV PDMHXUV GH YXOQpPUDELOLWpP VXVFHS
GIDWKpURPH VRQW OD ULFKHVVH GH Oé&hdsx@did»eHmbitg HVWHU
résistante au flux sanguihoree et al., 1994ainsi que la dégradation du collagéne par les
MMP 2/3/9(Galis et al., 199/induites par les cytokines prbQIODPPDWRLUHY HW OfL
sa synthese par I'lFN Interferon  (Lee and Libby, 1997qui ont pour effet de déstabiliser
OD FDSVXOH ILEUHXVH /IDSRSWRVH GHV FHOOXOHV YDVF;
PDFURSKDJHVY HW &0/ DLQVL -giaxgit aufrrepterr Legazernt ld QW UL
YXOQpUDELOLWp GH OD SODTXH GYDWKpURPH /D IRUPDW
OTDJUpJDWLRQ SODTXHWWDLUH HVW UHVSRQVDEabAH GTpYqC
son volume et sa localisation entraine des infarctus du myocarde, des AVC ischémiques, des
LVFKpPLHY GHVY PHPEUHV LQIpULHXUV RX GHV HPEROLHV S’
DX QLYHDX GTXQH SODTXH GYDWKpUR P Hrugtvrgwde l@dapswéeVv H G D C
ILEUHXVH HW SRXU G dubmanDeVia j199N b RIpMW & d@s plaques est
JpQpUDOHPHQW FDXVpH SDU XQH KDXVVH GH OD SUHVVLRC
OYDFWLYLWp GX V\WVWgPH QHUYHX[ V\PSDWKLTXH ORUV C
émotionnelMittleman and Mostofsky, 20}1
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$ OTLQYHUVH XQH SODTXH VWDEOH FDUDFWpULVpH SDU
silenceuse cliniquement ou obstruer le vaisseau aboutissant également a une ischémie. En effet,
lorsque la surfacexcéde 40% de la surface totaBkH OD SDURL OH UHPRGHODJH
plus suffisant pour contenir la plaque. Le développement se faitmelét du diamétre de la

lumiére artérielle entrainant une sténose progressive.

JLQDOHPHQW OYRFFXUUHQFH GHV pYqQHPHQWY FDUGLR®
SODTXH HW GHV IDFWHXUV GH ULVTXH GH OJLQGLYLGX

2.6. Effets au niveau vasculaire des oxysrols et du 4HNE

2.6.1. Effet proathérogene des oxystérols

/ID FRQVRPPDWLRQ RX OD SURGXFWLRQ GTR[\WVWpPURO St
cytotoxiques, mutagenes, apoptotigues et cancérogenes impliqués dans de nombreuses
maladies dégénératives tellesedas maladies cardiovasculaires.

/HV R[\VWpUROV VI{IDFFXPXO HQuhélal®d @uanO EHME&EEBUd VR X!
DWKpPURPDWHX[ HW PRGXOHQW OH G(\WLeRBASStembepgV GH O
200) 'H QRPEUHXVHV pWXGHV RQW PRQWUp TXH OHV R[\VWp
la progression athérosclérg&rown and Jessup, 1999

Les oxystérols ont un effet sur la stabilité membranaire. En effet, les oxystérols, présents
GDQV OHV [/'/R[ SHXYHQW VILQFRUSRUHU GDQV OHV PHI
fonctionnements. LeKpWRFKROHVWpPpURO VILQFRUSRUH GDQV OHV Pl
PDFURSKDJHV HW LO HVW j OTRULJLQH GH OD WUDQVORFDW
j O 9 DS REWhRNet al., 2004 Au niveau des membranes des cellules endothéliales,
OYLQFRUSRUDWLRQ GHV R[\VWpMRANase provagridht Gnid kigidhtd) DQ V S |
endothéliale et une altération de la vasodilatation en répmndlux sanguiriGargiulo et al.,

2017). Les oxystérols sont également impliqués damsipaure de la membrane lysosoraal

induisant la mort cellulairéyuan et al., 2000

Les oxystérols ont un effet pinflammatoire en augmentant la synthése des miggcu
GIDGKpVLR@WCEAMO0 OD VpFUAMIBREB, GeIMCPL et des intégrinesl
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DLQVL TXH OYDFWLYDWLR® GHVOD -&Ridxiichol&sderol peuvent
également activer la synthese du facteur de transcription T(&argiulo et al., 201)7

/ITHITHWR [S®ERQW GHV R[\VWpUROV HVW LQGXLANADPH OYDXJF
R[\GDVH HQWUDvQDQW XQH VXUSURGXFWLRQ GIDQLRQ VX
présence de-Kétocholestérol dans les cellules entraine un stress du réticulum endoplasmique
HW XQH DSRSWRVH FHOOXODLUH SDO D YIXQWH UGPH GLIIDLXIHP HQ
OYDFWLYLWpPp GH OD 1%$3'+ R[\GDVH FKH] OHV KXPDLQV 'H

par association la biodisponibilité du NO sans affecter la e{Ga&iulo et al., 201)7

Les oxystérols peuvent également induire la mort cellulaire par voie mitochondriale, en
altérant la concentration cytosolique en calcium d@ R-D X JPHQWDWLRQ GHV (52 HYV
UpWLFXOXP HQGRSODVPLTXH (Q HIITHW OfDOWpPUDWLRQ Gl
mauvaise déphosphorylation de la calcineurine, une augmentation du complexe calfiaine/Ca
le clivage de Bid et un relargageH F\WRFKURPH & ,0V LQGXLVHQW O¢YDS
F\FOH FHOOXODLUH SDU DFWLYDWLRQ GH OD SURWpPLQH S
XQH G\VIRQFW LR QGarhiulo §talx S KD JLH

Pour finir, uneétude a montré chez les sourisoE’ que les oxystérols peuvent accélérer la
déstabilisation et la rupture de =D TXH HQ DXJPHQWDQW OfYLQILOWUDWL
PDFURSKDJHV DLQVL TXH O%$&deata. YDy p GHV 003 HW

2.6.2. Effet proathérogene du-4HNE

Les effets de la réactivité duHINE au niveau vasculaire dépendent de sa concentration
ORFDOH HW GH OfH[SUHVVLRQ GHV HQ]\PH\Wraagétare,L ILD QW
OYDOGRVH UpGXFWDVH HW OTYDOGpK\GH @&papkKleGUHRNEPQDVH T
des cellulegJin et al., 2013 La concentration physiologique dd#¥NE (0,21 pmol/L) induit
GHV UpSRQVHV KRPpRWLT X Hyhes Rifidxytlabt@Z Noh@avak 204G TH Q |
GITHQ]J\PHVY SURPRXYDQW OD VXU Y(Poli didaN, 2008 EnlefRe® lelp UD WL R (
HNE, a tres faible concentration, active les facteurs de transcription (NHZB)NEgublnt
diverses réponses de signalisation hormonale et de survie cellulaire. Cependant, il possede des
effets inflammatoires et apoptotiques a des concentrations plus élevées. Des concentrations
modérées de-BHNE, allant de 1 a 10 pmol/L, induisent une acchDWLRQ GIDGGXLW
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protéines et une inflammation. Des concentrations plus élevées, supérieué® qurhol/L,
SHXYHQW LQGXLUH XQ G\WWIRQFWLRQQHPHQW FHOOXODLUH
dans des conditions de stress oxydant élevé eAicancentration trésdevée (> 100 pumoll), le

4-+1( GHYLHQW H[WUrPHPHQW WR[LTXH HW LQKLEH OD V\QW

glycolytiques ainsi que la respiration mitochondri@leczaj et al., 201)7

Le 4HNE posséde de nombreuses propriétés biologiques résultant principalement de la
|RUP DW LR Qprai4ique suiXlesAgroupements thiol des acides aminés ce qui altéere le
fonctionnement et la stcture des protéines induisant une dysfonction cellulaire et des
GRPPDJHV WLVVXODLUHV IDYRULVDQW OYDWKpURVFOpPpURVH

/D IRUPDW L R@otéiqus Gt Xd_fdite sur des enzymes, comme la glycéraldéhyde
3-SKRVSKDWH GpVK\GURJpQDYV h la@dikdddiydidgénasé He glogpbcO GRO D
SKRVSKDWH GpVK\GURJpQDVH Of$'1 SRO\PpUDVH RX GHV
(récepteurs adrénergiques, adénylate cyclase) entrainant des dysfonctionnements des voies

métaboliquegt de signalisationellulaire(NegreSalvayre et al., 2008

Parmi la variété de cibles cellulaires, IBIE peut modifier les protéines impliquées dans
le remodelagealla plague athéromateuse, notamment les récepteurs de facteurs de croissance
(Plateletderived Gowth Factor Receptor Epidermatgrowth Factor Receptoy, les protéines
du cycle cellulaire et des mitochondries, les composants du réticulum endoplasmagsge ou
protéines de la matrice extracellulaire, altérant progressivement la prolifération des CML,
OYDQJLRIJHQqVH HW OfYDSRSWRVHI1(/WVYDIFG& R XW M QSN RV QLT
QpFURWLTXH GHYV OpVLRQV DYDQFpHV H\sellesXnatidpiadges R F D O F
et des CML ce qui induit une déstabilisation et/ou une rupture de la plaque augmentant ainsi le
ULVTXH GIpYpPQHPHQWY DWKpURWKURPERWLTXHV

Le 4-HNE est plus précisément impliqué dans

- Les dommages de la barriere endothéliale et gedaéabilité en diminuant la
FRPPXQLFDWLRQ LQWHUFHOOXODLUH HQ SURYRTXDQW XQ
serrées intercellulaird&argiulo et al., 200)7

- Le découplage de la eNOS par déplétion de Biduit par la dégradation
protéosomale de la GTP cyclohydrolase (responsable de la sydéheeeadu BHs) et par la
UpGXFW LaRtiQité Gles @nfieres restanpar diminution de la phosphorylation de la
sérinell77 via la voie akilegreSalvayre et al., 2037
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- /D VWLPXODWORRP®AMWORQ SDU ODXJPHQWIOWLRQ G
du PKG GH-OTMG/H-OTHW GX DL)QQVL TXH SDU OYDXJPHQWDWLRC
la cyclo-oxygénase et de la-lpoxygénase, des protéases calpaine dépendantes et des
récepteurs CD36 et RS (Gargiulo et al., 2017

- /ITDFFXPXODWLRQ G 9D G-ENXHE pvoduiSdeR Aynedatsxdit G H
poids moléculaire stimulant le stress du réticulum endoplasmique. Par la suite, le stress du
UpWLFXOXP HQGRSODVPLTXH HQ WHufolde® Prodi Respdangadin@ X WL R Q
DOWpUDWLRQ GH O Y, uRaVihhbitivn pduSpoofesé pneOurw ladtixdtion de
OYDXWRSKDJLH 'H SOXV OH VWUHVV GX UpWLFXOXP HQC
OfDFWLYDWLRQ HQGRWKpOLDOH HW GDQV OYLQIODPPDWLR(
la déplétion en glutathion. LeeMNE peut égalemenbfmer des adduits protéiques sur les
oxydoréducses, les disulfures isomérasetes protéines chaperonnes telles ghieat shock
70 protein5» +63% LQKLEDQW OYDFWLYLWp GX UpWLFXOXP HQG
(NegreSalvayre et al., 2037

- /I TDSRSWRVH FHOOXODLUH SDU YRLH LQWULQVQTXH
la voie apoptotique mitochondriale est induite par les ERO etesit caractérisée par la
GpUpJXODWLRQ GX SRWHQWLHO GH PHPEUDQH OYDOWPUD
endothéliales et des CML provoquant uswelling» mitochondriale eia formationdes pores
mPTP (membrane Permeability Transition Pymégulant cette apoptoseH SOXV OfDOWpU|
GH OYKRPpRVWDVLH FDOFLTXH SHXW HQWUDVQHmWbrtOD GLPL
cellulaire par nécroséd.a voie extrinseque fait intervenir des récepteurs cellulaires de surface
comme le TNF. OHV UpFHSWHXUYV )DMWMRRelatBdXApbptHsis Inducing
Ligand). Le 4HNE mime les effets du ligand du récepteur Fas et transmet le signal apoptotique.
EnfLQ OYLQKLELWLRQ GX SURWpPDVRPH HW GH OYXELTXLWL(
cellulaire(NegreSalvayre et al., 2037

- LastimulatondeOfH[SUHVVLRQ GH OD SURWpPLQH S LQGX
HW SDU VXLWH O9fDSRSW RMbrogRiAlLPNG5]IPelHégsente@rr&dd %D [

OH F\FOH FHOOXODLUH HQ SKDVH * 6 SRVVLEOHPHQW SDU
" HW OYDXJPHQWDWLRQ GH-AQMitz[rSedtHeYal. 1R GH OD F\FOLQH

- La sénescence, ou un vieillissement prématuré, des cellules endothéliales par la
formation du preoxydant TXNIP Thioredoxinelnteracting Protein (Riahi et al., 201p par
OD SHUWH GIpODSWUL @QHDRWEKRQ WGIHYXAH D THXWVRSKRVSKR U\(
contribuentau vieillissement vasculai(®legreSalvayre et al., 2037
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ITHITOXFKBROHVWpPpURO HA-IPR @ rddept€uWABTA e qui favorise la
rétention et les effets délétéres du cholestérol dans la paroi vas{hNkgreSalvayre et al.,
2017).

le4+1( HVW GRQF XQ PDUTXHXU GH VWUHVYV R[\GDQW GuR]
un marqueur de vieillissement vasculaire induit par lesstroxydant. Les deux produits
GYR[\GDWLRQ OLSLGL T XHNECehtMirRHt\ M/amur&&ivh eeWa dydfbnction
HOQGRWKpOLDOH GH OYLQIODPPDWLRQ GH OD PRUW FHOOX
TXIXQH DXJPHQWDMWHIRDQL. B pl @D B GB@Ur XH GIDWKpURPH )L

Influence des
enZymes gasirigues ?

Initiation de
Poxydation lipidique ?

Figure 25: Principales étapes aboutissantdéveloppement d® {DWKpURVFOpURVH
GIDXWUHV SDWKRORJLHY DSUqV LQJHVWLRQ GH OLS|
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A retenir

- Les pathologies ischémiques sont la premiére cause de moribédet de mortalité
dans les pays industrialisés.
- Elles ont pour origine une dysfonction endothéliale, responsable de la rétention

de la modification des lipoprotéines LDL ayant pour conséquence la formation d
SODTXHV GIDWKpURPH

- Les LDLox plasmatiTXHV GYRULJLQH DOLPHQWDLUH DF
SODTXHV GIfDWKpURPH
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3. Protection de la fonction vasculaire par les antioxydants alimentaires

$X YX GH OfLPSRUWI@mrc@dEteradadd |IBsHEys industrialisés et les
conséquences néfastes sur la santé cardiovasculaire, il apparait nécessaire de mate en pl
GHV VWUDWpPJLHYV GH SUpYHQWLRQ SULPDLUH $LQVL OD
VXSSOpPHQWDWLRQ DOLPHQWDLUH ULFKH HQ IUXLWV HW O
outre leur abondance en vitamines, en fibres et leur faibleirtesre calories)es fruits et
légumessont riches erantioxydantstels que le caroténoidesles vitamines C et E dés
polyphénols. De nombreuses études épidémiologiques suggerent que les polyphénols,
omniprésents dans les céréales, les fruits et lesriég ainsi queansleurs produits dérivés
(vin, thé), pourraient exercer un role protecteur contre les maladies cardiovasculaires. Une
supplémentation en polyphénols lors de la prise alimentaire pourrait proggemté
cardiovasculaire deeffets néfaes GH OfR[\GDWLRQ OLSLGLTXH HQGRJgQH

3.1. Antioxydantsalimentaires

Le terme antioxydant prend en compte une définition assez large et caractérise les molécules

qui inhibent de maniere significative (méme a tres faible concentration par rapport acialenolé
FLEOH OYR[\GDWLRQ GH ELRPROpPpFXOHY VHQVLEOHV OLSLC
GRQW OD SURWHFWLRQ HVW XQH SULRULWp SRXU OH ERQ II
défenses antioxydants sont nombreux et de nature différ€urtaines molécules sont
VIQWKpWLVpHYVY SDU QRWUH RUJDQLVPH JOXWDWKLRQ XE
alimentaire (vitamines, polyphénols, caroténoides). Notre alimentation joue un réle primordial
dans la protection contrie stress oxydanen apportant des antioxydants exogénes. La
SUpYHQWLRQ QXWULWLRQQHOOH GX VWUHVV R[\GDQW LPSO
FRPSUpKHQVLRQ GHVY PpFDQLVPHY LPSOLTXpVY GDQV OfHIIH\
principaux antioxydant$G fRULJLQH DOLPHQWDLUH VRQW

Ysles micronutriments avec les vitamines C et E, la vitamine A (rétinol) et les minéraux
HVVHQWLHOV j OTDFWLYLWp GHV HQ]\BH app&tQdum&i¢ghGD QWH

recommandeé,
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%IHV PLFURFRQVWLW X @awniutrtidhbelz fRIN® e SDeals <& retrouvent
les composés phénoliquesie classe diversifiéde métabolites secondaires des végétaux, et
les caroténoides.

Les antioxydants protegent leur cible par différentes stratégies qui sont

¥Yle piégeagedes ERO de maniére chimique,

¥4a chélation sous forme inertles métaux de transiticthe basse valeng&e’*, Cu)
produisait des ERO (réaction de Fenton),

YATLQKLELWLR Q -&fdaripels\ BuHnvpliGeegs)ans la production des ERO,

¥Yda régénération @8nioxydants naturels (ex -tocophérol).

Par ailleurs, ne alimentation de type méditerranéenne, caractérisée par une consommation
riche en fruits (dont les fruits a coques), en légumes, en céréales, en herbes aromatiques, en
SURGXLWV WU D @ Wégetale gwn, Ghe RhuileJué@Etale) en association avec une
FRQVRPPDWLRQ PRGpUpH GH SURGXLWY ODLWLHUV GTY°XlI

poisson voie faible de viande, est souvent citée en exemple pour ses bienfaits sur la santé.

3.2. OpFDQLYV Etidn & $daurces alimentaires en vitamines C et E

3.2.1. Lavitamine C

La vitamine C est une vitamine hydrosoluble sensible a la chaleur et a la lumiere. La forme
réduite estO D FIDBMHFRUELTXH FRQMXJXp DY HHFgW&R6E DM FOGHR/Q D
DVFRUELTXH HVW OYDQWLR[\GDQW OH SOXV LPSRUWDQW G
incapable de le synthétiser a partirduJlDXFRVH LO GRLW rWUH DSSRUWp S|
les apports nutritionnelsonseillésen France OTfDSSRUW HQ YLWDPLQH & GRLW
SRXU XQ DGXOWH /HV VRXUFHV DOLPHQWDLUHYV OHV SOX
DJUXPHVY RUDQJH SDPSOHPRXVVH URVH OH FDVV,LV OH S

le brocoli, le choux fleur et le choux de Bruxelles.

Dans les tissus et organes, la forme réduite est majoritaire alors que la forme oxydée ne
UHSUpVHQWH TXTHQYLURQ G Hvie de 1§ vitdhiine C Qhidz &n sdirtey D O H

est de 20 jouravec un turnover de 1 mg/kg/j pour un taux corporel total de 1508asy and
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Donaldson, 2003 La vitamine C possede un potentiel réducteur et participe andlereoses
UpDFWLRQV GYK\GUR[\ODWLRQ HQ WDQW TXH FRIDFWHXU
VXSHUR[\GH GX SHUR[\GH GTK\GURJqQH G HsetjaEoXxgésFKORUL
HW GH OYR[\JgQH VLQJXOHW (Q SseahHdnseWet® H\Q UVDERBDBMNQ
pas O 1 R [\ GlpMiduR Qrotégeant ainsi les membranes cellulaires et les lipoprotéines. De
SOXV OD YLWDPLQH & HVW OTXQ GHYVY PHLOOHXUV VWLPXO
OYfDEVRUSWLRQ GX IHU QQRY JWOPULMPAH XApSPDOHY [TUXLWYV

participe a la synthése du collagéene.
OH

OH
(o) (o)
O —— O
HO T» HO
» o 26 +2H o

Acide L-ascorbique
(forme réduite)

Acide L-déshydroascorbique
(forme oxydée)

Figure 26 : Représentation de la forme réduite et oxydée de la vitamine C.

3.2.2. Lavitamine E

La vitamine E est la principale vitaminpdsoluble présente au niveau plasmatique et dans
les érythrocytes humains. Elle regroupe huit molécules organiques comprenant quatre
tocophérols et quatre tocotriénols (présence de trois doubles liaisons sur la chaine latérale) dont
la forme laplus biold LTXHPHQW Dtbddphérel. Cepanantyla forme majoritaire dans
OTDOLPHQW DxdudpReD|. H& Vitandrté E est un micronutriment essentiel dont les
apports nutritionnels conseillés sont de 9,9 mg par jour pour les femmes et 15,5 pour les
hRPPHVY DGXOWHV /H WRFRO OD VWUXFWXUH GH EDVH Gt
hydroxychromane fixé sur une chaiphyyle saturée. La différence entre les formes alpha,
béta, gamma et delta réside dans le nombre et |la position des groupenieylesragét le noyau
chromanol Figure27). La vitamine E est synthétisée par les plantes. Les sources de vitamines
( OHV SOXV ULFKHV VRQW OfKXLOH GH WRXUQHVRO OfYfKXL
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la margarine, le germe de blé, les amandes, les noix, les noisettes, les pignons de pin et les
FpUpDOHYVY /HV SURGXLWY GTRULJLQH DQLPDOH ODLW YLD
mesure mais contribuent aux apports alimentaires par leuoroomation fréquentéFrei,

1999. Les tocophérolsV RQW JpQpUDOHPHQW SUpVHQWY GDQV OfYDO
(acétate ou succinate). Aprés ingestion, la vitamine E est libérée par des estérases pancréatiques
ou duodénales. Cependant, son absorption est incompléte (de 2} (&&194994 et facilitée

SDU OYDEVRUSWLRQ Vlinexarss.DQ\ptemiGaE adt @hivtiéel danb le sang

SDU OHV OLSRSURWpPLQHV HW OD -téthpRéiol FARIBRXEIO W H P DM
retrouvéej XQ WDX[ SODVPDWLTXH FRPSULV HQWUH HW PJ /
dans les tissusn concentration variable selon son utilisation. La présence de vitamine E dans

les lipoprotéines et les membranes cellulaires joue un role essentiel dans la protection contre
OfR[\GDWLRQ OLSLGLTXH $LQVL HOOH DJdawi ldd4 @adisdug JHD Q W

hydroxyles (Hof et peroxyles (RO(5 inhibant ainsi la phase de propagation dans le processus

GIR[\GDWER®LTXH GDQV OHV VWU X FéatapdéioVpeut Ef e iédemexéeH V.- 3R
VRLW S D Uadoditigué éhHeduisant le radical tocophedoyl par la tocophéryl réductase
(glutathion dépendante) capable également de réduire le radical éogepH Qtocophérol

(Delattre, 200h

Figure 27 : Représentation des formules développées des tocophtdels cotriénols.
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3.3. Les polyphénols

Le terme de golyphénol» estutilisé depuis 1960SRXU GpVLIJQHU OfHQVHPEOH
phénoliques des végétaux en remplacement du termeatén«égéta® /IDQFLHQ WHUPH
«tanin» désignait les composés pré&&V D QW X Q JU D Q&phérRligEsiét-taahE L W p
de former des réseaux avec dmeléculesde collagéne (action dennej. Les composeés
SKPQROLTXHYVY RQW HQ FRPPXQ OD SUpVHQFH GTXQ RX GH S
ou plusieurs fonctionsyldroxyles. La désignation du termegelyphénols> ne concerne que
les molécules possédant plusieunitésphénoliques. Cependant, dans le sens le plus large le
terme «polyphénol2 HVW XWLOLVp SRXU OfHQVHPEOH GHV FRPSRYV
T X1 s€éul groupe phénolique.

Depuis deux décennies, les polyphénols ont une importance croissante du fait de leurs
SURSULpWpV DQWLR[\GDQWHYVY GH OHXU DERQGDQFH GDQV
dans la prévention de malasli@ssociéga un stess oxydant éu uneinflammation (cancers,
maladies cardiovasculaires et neurodégénératieess sontdonc de plus en plus étudiés
(SantosBuelga andscalbert, 2000 lIs sont également utiisédSsRPPH DGGLWLIV GDQV O

agroalimentaire, pharmaceutique et cosmétique.

3.3.1. Définition et réles des polyphénols dans la plante

Les polyphénols constituent une famille de molécules organigugmsment gsente dans
le regne végétakar opposition aux caroténoides largement lipopHdegolyphénols sont des
métabolites secondairggénéralemeniydrosolubles. lls sont synthétisés par la plante par une
combinaison de deux voieactate/malonate et ffimate /HV SRO\SKpQROMusVIDFF XF
particulierementlans les vacuoles intracellulaires de la plamas on peut retrouver certaines
molécules associées aux parois cellulaitesuellement, pres de 8000 structures phénoliques
sont connus dont 60G®nt des flavonoidd&arciaSalas et al., 20)0Les polyphénols sont a
OYRULJLQH GYXQH JUDQGH GLYHU \perivgttar® e preQerWWR Q FKH
intégrité. Ainsi, ils participent a la résistance aux microorganismes, aux insectes, aux animaux
herbivores et aux facteurs de stress environnementaux (rayonnement UV, déshydratation par
température élevée, présence de métaux lourds). lisietaent également dans la croissance
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HW OH GpYHORSSHPHQW GH OD SODQS$vddlairt® opoi®@ DQW O
biorégulateur de certaines parties de la plante (racines, tiges, bourgeons, feuilles). Enfin, les
polyphénols jouent un réle dans R®+URWHFWLRQ FRQWUH OH VWUHVV RJ[\G
pigmentation des fruits et Iégumes et dans la relation symbiotique avec les bactsvigsodn

OD ILIDWLRQ GH OYD]RWH

3.3.2. Classification et principales sources alimentaires des polyphénols

Lescomposés phénoliques peuvent étre classés selon leur squelette carboné de base. lls sont
divisés en deux grandes classes, les acides phénoliques (non flavonoides) et les flavonoides.

3.3.2.1. Les principaux acides phénoliques

Les polyphénols non flavonoides ocides phénoliques peuvent étre classés suivant leur
structure chimique. Les acides phénoliques sonpdgghénols leplus répandus dans notre
alimentation $0%) et se trouvent sous difféerenfesmes chez les plantes y compris sous forme
G 1D JO\F &sferd, \de gB/fosidé&arciaSalas et al., 201®erezlimenez et al., 20)1Les
acides pheoliques peuvent étre divisés en deux classes principales en fahcthambre de
carbones de la cha& aliphatique: les acides hydsybenzoiques(Ces-C1) et les acide
hydroxycinnamiqus (G-Cs) (Tsao, 201 Les DXWUHYVY FODVVHV GIDFLGHV SK
stilbénes (dont le resvératrol), les ligeart les polyméres de lignanes.

¥ Les acides hydngybenzoiques

Les acides hydro/benzoiquepossedent un squelette carboréGz et sont présents sous
forme non estérifiée en faible teneur notamment dans les épices, les fraises, certains fruits
URXJHV HW OTRLIJQRQ TXHOTXHV GL]DLQHVirasHMahaOhOLJUDP |
et al., 2004 Les pimcipaux représentants de ce groupe sont les apitigdroxybenzoique,

protocatéchique, vanillique, syringique et galligg&gqre 2§.
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Figure 28: Structure chimique desftirents acides hydrybenzoiques.

¥ Les acides hydroxycinnamiques

Les acides hydroxycinnamiques sont caractérisés par un squelette caghiondo@t la
VWUXFWXUH GH EDVH GpULWHY G XON DEIREHS B RQAYDE8DTXVHO T
OYDFRIGPH TFXH HW O ¥, PlHdGID paRBHPLOIXIHT XH HW OMdore29GH VLQD
/IfDFLGH IpUXOLTXH HVW DER-QGDNJWGEDRDWQHVHFNYPpRB HW
des polyphénols totaux) et leHUPH GH EOp /YfDFLGH FDI§3, 4 XH RX
dihydroxyphényl)prog2-énoique est le plus abondant et peut représenter de 75 a 100% de la
teneur en acides hydroxycinnamiques totauxfidéts (Manach et al., 20041l est présent sous
IRUPH OLEUH RX HVWpULILp QRWDPPHQW SDU OYDFLGH TXL
50-FDIpR\OTXLQLTXH /YDFLGH FDIpLTXH HVW XELTXLWDLUH
dans la sauge, la menthe douce, la cannelle e GDQ OH WK\P HW OYDLUHOO
chlorogénique est lui présent en grande quantité dans le café qui représente la principale source
DOLPHQWDLUH j PJ SDU OLWUH PDLV pJDOHPHQW GD
les endives, les pomes de terre, les pruneaux et la pomme.
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Figure 29: Structure chimiqueles principaux acides hydroxycinnamiques.

3.3.2.2. Les flavonoides

Les flavonoides sont caractérisés par un squelet@s-Ces formant un tricycle de type-2
phényltenzopyrane (excepté pour les isoflavones). Dans cette structure, deux noyaux
benzéniques phénoliques A et B sont liés par un cycle C pyranhimued 30) La structure
GH OfYKpWpURF\FOH FHQWUDO & SHU RIHSa,sGslfl@dndhdsL eI X HU O
flavones, les flavonols, les isoflavones, les flavanols etdsocyane¢Dai and Mumper,

2010. Les flavonoides sont présents dans une grande yari@ f{DOLPHQWYV |UXLWYV
céréales, jus de fruits, thé, vin, etc.). lls ne sont présents dans les plantes que sous forme de
glycosides sauf pour les flavandisl Gharras, 2000 A O L QW p U L KldddesG Id Wgd/ R X V
GIK\GUR[\ODWLRQ GHV GLIIpUHQWYV F\FOHV OHgl@xhs¢eHDX GH
L-rhamnose, Exylose) des OH phénoliques représentent les variations possibles. Les
flavonoides sont associés a diverses activités biologiques comme datsaantt
bactériennes, antinflammatoires, antallergiqgues et antihrombotiques(Pyrzynska and

Biesaga, 2009
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Figure 30: Structure chimique générale des flavonoides.

Les principales souslasses de flavonoides sont

% Les flavanone<stflavan-3-ols

lIs ont comme précursewn2-phénytbenzopyrone et ils ne présentent pas de double liaison
HQWUH OH & HWmeéntatién, lesSphbip&e% Bdbrces de flavanones sont la tomate,
les plantes aromatiques (notamment la menthe), les agrumes (gramgdéemousse, citron) et
leur jus. Les principes IODYDQRQHV DJO\FRQHV VRQW OfKHVSpUpW
(pamplIHPRXVVH RUDQJH UDLVLQ OfpULRGLFW\RO FLWURQ
propolis) et la butineHigure31). Les flavanones sont généralement glycosylées en position 7
par un disaccharide (néohespésd donnant le golt amer au pamplemousse).

82



OH

Figure 31: Structure chimiquées principiesflavanones.

Les flavanols ou flavaB-ROV VRQW FDUDFWpULVpV SDU OD SUpVH
SRVLWLRQ GH O 1K pfévgntieR BalerQdd s&bdtitwionsHpbatcdes hydroxyles sur
les cycles A et B. Les flavanols existent soit sous forme de monomére qui(@Qrddeéchine
@-Yrépicatéchingla (+) J D O O R F D W pEpidalipehtéthinesof sousorme GfROLJRPqUH
ou de polymére appelés proanthocyanidirees des anthocyanidines sont libérées apres
chauffage en condition acideans ceproanthocyanidine¢es unités sont liées par des liaisons
C-C de type C4C8 et C4C6. Les flavanolsnonomeéres peuvent étre naturel@rprésents
comme conjugués3-O-gallates avec par exemplel {+)-épicatéchine gallate et {H)-
épigallocatéchine gallate. Les flavonols ne sont pas glycosylés dans les aligunis3?).
Les principales sourcedimentaires riches en flavanols monomériques ou oligomériques sont
les pommes, les bananes, les péches, les poires, le cacao, le thé vert, le vin, les fruits rouges

comme les myrtilles, les fraises, les framboises ou les canneberges.
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Figure 32 : Structuredes monomeres communs de flavanol

Les proanthocyanidines ou tanins condensés sont notamment responsables du godt
astringent des fruits (raisin, péche, pomme, poire, kiwi, baies, etc.), des boissons (thé, vin, cidre,
biere, HWF HW GH @HoodhakiMbhwaehRetal G2004Ellessontgénéralement l&s a
des fibres (polysaccharides) ou aux protéines dans la matrice alimentaire. Selon la nature du
noyau central C des monomeéresfhvanol, les proanthocyanidines peuvent étre sous ekvisé

en propélargonidines, prodelphinidines ouP&rs

Le groupe de$Csest le plus important et il est composé exclusivement de monemere
flavanos GpSLFDWpFKLQH HWPG3Hont Cardétgriskds Qolr leUH Wegré de
SRO\PpULVDWLRQ RX Q RpdyhErisad|XiguieB8)yp MesRTRIY thp@Rsont
différenciées du typeB SDU XQH OLDLVRQ VXSSOpPHQWDLUHINHHQWUH ¢
DWRPH GYR[\JgQH HQ & FRrisur& EGékedpleX EROAMGe po@ine sont
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FRPSRVpV | GYpSLFDWpPpFKLQH HW GH FDWpFKLQH SUj
terminale§Guyot et al., 199/Guyot etal.,2002 /D SURSRUWLRQ GYpSLFDWPpPFKLC
WHUPLQDOH YDULH VHORQ OD YDULpWp GldnS8aRtE@FarbrRDLY O fp
et al., 1999

Figure 33: PCsdimeresde type B avec une liaisale type C4C8.

% Les flavones et flavonols

Les flavonolset les flavones ont en commun une fonction carbonyle (C=0) en C4 et une
double liaison entrele C2 etle GBXU OfKpWpURF\FOH FHQWUDO & GX VTXH
sont en outrénydroxylés @ position C3. Les flavonalsqui sont les flavonoides les plus
répandus dans les alimentnt retrouvés sous forme de mgndi- ou tri- glycosides

identiques ou non (hétérosides).

Parmi les flavonols, les aglyconemajoritaires sont la quercétine (38 1 -
pentahydroxyflavone) et le kaempférol 9 -tetrahydroxyflavone)lls sont présents sous
forme de glycosides estérifiés par le glucose, le rhamnoseldemutine = quercétind-O-
UKDPQRV\V\OJOXFRVH OH JDODF WgukBd). CelitbivEyrhe@eRttaht R X O H
stimuléeSDU OD OXPLqUH LOV VIDFFXPXOHQW SULQFLSDOHPHC
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fruits ou des feuilles. Les sources alimentaires les plus riches en quercétires s@mres, le
SHUVLO OfYRLJQRQ URXJH OHV EDLHV OH FKRX NDOH HW
chiches, les amandes, les navets, les patates douces et le quinoa sont également riches en
flavonols. Les flavones sont quanteBles retrouvéess en grande quantité dans le persil, les

poivrons, le céleri, la pomme, les oranges, la pasteque, le piment du Chili et la laitue.

Figure 34 : Représentation des structures chimiques principales des flavonols.

% Les isoflavones

Les isoflavones sont abondants dans les légunui§egentdes flavones par la position du
groupe phényl lié au C3 a la place du C2 pour les flavphedersen, 2006 Les structures
chimiquesétant analoguej O 1°V W EliRskoi &lissi appelés yoestrogéndlgnat et al.,
2017). Les principaux composés de cette classe sont la daidzéine, la géniatéioehanine
A et la formononétineRigure 35). Les sources alimentaires les plus riches en isoflavones sont
les légumineusedeg pois chiche, le haricot munge soja et ses dérivé®mme le tofl les
KDULFRWY YHUWY OHV SRXVVHV GH OXJ]HUQH HW OfDUDEFKL
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Figure 35: Représentation chimique des prindgssoflavones.

¥ Les anthocyanes

Les anthocyanes sont préssvit GDQV OHV YDFXROHV GH OYfpSLGHUPH
des fruits et sont responsables de la couleur cyancibpre du rose, rouge, violet au bleu
(Andersen, 2006 Les anthocyanidines (forme aglycone) sont instables et sensibles a la
lumiére, aux variations de pH et de températlues sucres les plus courants liés aux
anthocyanidines sont des monoglycosidec H JOXFRVH GH JDODFWRVH GH UK
ou bien des diou tri-glycosides issus de la combinaison des quatre monosaccharides. Les plus
UHSUpVHQWDWLIV GDQV OIDOLPHQWDWLRQ VRQW OD F\DQL
la pébrgonidine et la malvidind-{gure36). Ces anthocyanes se différencient par le nombre de
groupemerg hydroxyles, le degré de méthylation de ces groupes hydroxyles et la nature et le
nombre de sucsainsi que la psiton HW OH Q R P &dlighat®§dokb biGrhatiqueliés
au sucre. Au niveau alimentaire, les anthocyanosides sont ressqunécipalement dans les
myrtilles, les framboises, les fraises, la canneberge, les mlres, les cerises, le raisin noir, les
oUDQJHV VDQJXLQHV OfYRLJQRQ URXJH OYDXEHUJLQH OD ¢
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Figure 36 : Structure chimique dgxincipauxanthocyanes.

3.3.3. Prise alimentaire journalierenpolyphénols

La prise alimentaire journalieen polyphénols totaux est influencée par deux parametres
les habitudes alimentaires de la population étudiée et la teneur en polyphénols des aliments qui

peut étre trés variable.

3.3.3.1. Parameétres influencant la teneur en polyphénols des aliments

Pour un néme fruit ou légume, il peut étre observé une importante variation de la teneur en
polyphénols entre les variétés] D X Vp&rdétres autres que la variété ont été identifiés
comme influencant le contenu phénolique. Ces paramétres incluent notammeictdassf
HQYLURQQHPHQWDX[ OH VWDGH GH PDWXULWp OHV WUDQ\
majeur de la variabilité intraariété de la teneur en polyphénols est di aux facteurs

environnementaux (type de sol, exposition au soleil, pluviagiépratiquesculturaks etc.).
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3.3.3.2. Consommation journaliére en polyphénol

En France, la consommation journalierecomposés phénoliques est estimée a 1,2 g/jour
et par personn€0,8 g en équivalent aglyconéPerezJimenez et al., 20)1 Celleci est
G H QY L UeR quivaleht aglycongar jour et par personne en Anglete@éfford, 2006.
Les fruits et les légumes les plus riches en polyphénols comme la fraise, le litchi, le raisin, les
artichauts, le persil et le chou de Bruxekt¢ge sont pas nécessairement les plus consommeés.
La tres grande majorité des polyphénedsapport@& par la consommation de café, de thé, de
pomme, de vin, de cacao et de pomme de teesepommes et les pommes de terre fournissent
la moitié de la quantité quotidienne en polyphérolssommsg (Brat et al., 2006

Les acides hydroxycinnamiques sont les composés phénoliques les plus consommeés en
France (599 mg/jgt OH SOXV LPSRUWDQW HVW OYDFLGH FKORURJpQ
la plus consommeésont les flavanols326 mg/j) dont 227 mg/j d®Cs (QVXLWH GDQV 0Of
décroissant de consommation sont retrouveés les anthocyanes (57 mg/j), les flavonols (51 mg/j)

etles flavones, flavanones et acides hydroxybenzoi@iea 1 mg/par classejTableal?).
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Tableau 2: Classes de polyphénols et consommation journaliere {Bérg&nez et al.,
2011).

Classe de polyphénols | Quantité ingérée en mg/jour Sources alimentaires
Acides 599+ 426 Café, pomme, pomme de
hydroxycinnamiques terre
Procyanidines 227+ 162 Pomme, cacao, vin blanc
Catéchine 99+ 116 Thé, vin rouge, pomme,
cacao
Anthocyanes 57+ 47 Vin rouge, baies, fraise,
raisin noir
Flavonols 51+ 28 Thé, ognon, vin roge,
épinard
Acides hydroxybenzoique 41+ 39 Thé, vin rouge, noix
Flavones 33+ 17 Farine de blé, orange
Flavanones 26+ 29 2UDQJH MXV G
pomme, vin rouge
Théaflavines 12+21 Thé
Dihydrochalcones 7+9 Pomme, vin rouge, blanc,
rosé
Autres polyphénols 41+ 20 Cafeé, farine de blé et
produits dérivés

Il est a noté quéesthéaflavines sont degpolyphénos du thé noir qui apparssem aprede
procédé de fermentatiat qui U p V X Ouneaxydatiod $nzymatique des feuilles de thé vert
(épigallocatéchines).
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3.4. Propriétés physicechimiques des polyphénols

3.4.1. Affinité pour les protéines et les polysaccharides

Les composés phénoliques peuvent se lier aux protéines de la matrice alimentaire par de
multiples interactions faibles et covalent@shii et al., 2008 Dans le cas des liaisons
FRYDOHQWHYV OYTR[\GDW L R QoSskdanFuRéBiFé \bridiihyslid:yRhBroIL T X H V
conduit aune Oquinane électrophilgui peutréagiravec les résidus nucléophiles des protéines
(Cys, Lys, His)Rohn et al., 2004 Quant auXPCs ellesse lientde maniere nowovalente et
préférentiellenent aux protéines ayant une structure ouverte faiblement organisée riche en
proline pour former des agrégats colloidélux Bourvellec et al., 20)1Cephénomene semble
étre induit par une réduction de la cresuperficielle et donc une répulsivité électrostatique
réduite entre les protéines pres du pisioélectriqudde Freitas and Mateus, 2Q0Ra stabilité
de ces agrégats dépend de la concentration initiale en protéines et du ratio monomere/protéine
(PoncetlLegrand et al., 20Q7Elle est augtH QWpH HQ SUpVHQFH GT1XQ GHJUp
élevé. LedCsa haut degré de polymérisation se lient plus facilement aux protéines en se liant
simultanément a plusieurs sitfg&igent et al., 2009 Les interactions nenovalentes entre les

PCset les protéines se font par

- Des liaisons hydrogénes entre les groupes hydroxyles des composés phénoliques
et les groupes carbonglet NH: des protéines.
- DesinterabWLRQV GH 9DQ GHU :DDOV UHQIRUFpHV SDU
cycles aromatiques des composés phénoliques et la chaine latérale des acides aminées apolaires.
- Des liaisons ioniques entre les anions phénolates et les sites cationiques des
protéines.
Les liaisons ioniques sont exclues a pH acide ou pour des @fi¢ins au pKa des groupes
phénoliqueg(de Freitas and Mateus, 2Q1Zependant, des liaisom®valents peuvent se
former a pH faiblest sous conditions oxydantes.

Les PCspeuvent se lier spontanément aux polysaccharides de la paroi cellulaire végétale
apres rupture lors du broyage, de la mastication ou du traitement thermique. Cette interaction
dépend de la structure moléculaire, du degré de polymérisation et de galloylatR{Dsa@ssi

gue des propriétés et de la composition chimique de la paroi végétale. Lors de la digestion, ce
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phénomene peuaffecter la bioaccessibilité des polyphénols, lefets fonctionnels des
polysaccharides et la cinétiqde fermentation des fibres alimentaires et des polyphébels

Bourvellec et al., 20)9DansceFDV OHV LQWHUDFWLRQV pOHFWURVWDW
U{OH PDLV O 1DRCER BdspawsadrdDarides \derait due a des forces hydrophobes et

des liaisons hydrogénes. La complexation de ces deux éléments semble étre similaire a
@grégabn avec les protéines (liaisons hydrogénes et hydrophobes). Cependant, la réaction
DYHF OHV SURWPLQHYV V H dabslasquel@eX @irplexes/dotblesfiptiatx S H V
forment des agrégats par aatssociation puis précipitent par formation dikoides(Mcrae et

al., 2010 alors que les interactionsevles polysaccharides semblent étre directes et rapides
vVDQV IRUPDWLRQ GYYDJUpJDWV FRPSDFWV /HV ROLJRPqUH
compacts que les polysaccharides initiéQarn et al., 202) /DI 1L QRONgst Gedlgure

pour la pectine (galacturonane im@é€) que pour lexyloglucane et elle est faible pour la
cellulose(Le Bourvellec et al., 20Q05Quand ledPCssont associés aux polysaccharides de la
SDURL FHOOXODLUH LOV VRQW SHX ELRMIEEdDW dMLIESDKRY GDQ\
convertis en métabolites actifRenard et al., 20)7 Les effets biologiques de3Cs sont
généralement associés a leurs métaboliiégues qui sont des acides phénoliques produit au

cours de la fermentation par la microflore colique.

3.4.2. Effetsantioxydants des polyphénols

Les effets santé et les implications probables des polyphénols dans les maladies
cardiovasculaires, les cancetsles maladies neurodégénératives sont généralement associés a
leurs propriétés antioxydantes. Plusieurs mécanismes antioxydants des polyphénols ont été
identifies comme la réduction des ERO, la chélation des ions métalliques initiateurs des

SURFHVYMIONCORIQKLELWLRQ G 1sH3O (PH © D BIRIGTREPMDEER Q G (5
la stimulation dedéfenss antioxydaneésendogenes

3.4.2.1. Réduction des ERO

Dans la classe des flavonoides, le squelette carb@@a-Cs le nombre et la positiodes

groupementtydroxyles WRXW FRPPH OfLQVDWXUDW L f@uedcegww& H OHV
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capacité antioxydante de ces compoBssparticulier,& présence de groupements hydroxyles

HQ SRVLWLRQ T HW 9 GX QR\DX FDWsapd&iev@uHEBwWQrajdésdd XQ SR
TXL VIH[HUFHWVUBRIQW | 8B & PRI ® URIRPE Hin transferG Tp O H&W UR Q
ERQ. Ceciconstitue le mécanisme antioxydant principal des composés phéndineges,

2012.

'‘DQV OH FDV GfXQ WUDQVIHUW GYK\GURJqQH XQ DQWL
GTK\GURJQgQH | en@aibhbt Galf¢tdaBoridproduit5+ HW GIXQ UDGLFDO SK
ortho VHPLTXLQRQH VWDELOLVp SDbndBppar@dsdeRénD dLDWVLRQ G
aromatique(Dangles, 201 'DQV OH FDV GT1XQ W UOTR/INGDW L&RTP § HFEQV
POHFWURQ GH OYDQWLR[\GDQW 8 GIIXR®IL GXidh R D SL G H
radicalaire résultant. Les effets réducteurs antioxydants sont régis par deux facteurs physico
chimiques OTpQHUJLH GH GdisgVR+ IHDAWV Q R (GiRWaipdes eb@DpEEs
phénoliques. Plus ils sont faibles, plus la daun est fort§Quideau et al., 2031

Les composés phénoliquesitiaxydants sont capables de régénérer des antioxydants
HQGRJqQHYV -teepherdl. /¥ ffocophérol est un antioxydant lipophile agissant dans la
phase lipidique en inhibant la propagation du proces§uR dtion par réduction des radicaux
peroxyles.QUD QGWHRFRSKpURO FqGH XQ DWRPH GTK\GURJgQH j XC
tocophérye /HV FRPSRVpPV SKpQROLTXHV GRQQHXUV -GTK\GUR
tocophéryg SRXU UpJpQWRIARBKPURO /D TXHUFpWLQH O¢YpSLFD
SUpVHQWDQW XQ QR\DX FDWpFKRO DXJPHQW-tdcppiéndiILIQLILF
dans le plasma et le foie de (&rank et al., 2006 Les composéphénoliques du thé vert

PSLFDWpFKLQH pSLIDOORFDWpPFKLQH JDOODWH GYpSLJID¢
p J D O H PHbChémifzhou and Elias, 2033

Les composés phénoliques antioxydants hydrosolubles agigsamita euxdans la phase
agueuse en réduisant les especeginites hydrophilegGoupy et al., 20Q7Lorrain et al.,
201Q Vulcain et al., 200p Les polyphénols réagissent rapidement avec le fer héminique
hypervalent (MbF¥=0) le réduisanen mé&myoglobine (MbF#&), retardantainsi OfLQLWLDWLF
du processus iR [\ G DipwigRedLorrain et al., 200)¢
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3.4.2.2. Chélation des ions métalliques

Les polyphénols possedent également des propriétés chélatrices qui contribuent a leur
DFWLYLWp DQWLRI[\G D Q Wokyddr) désQard. &dliqueas. ar] ¢ffet,Hed/ ioB) R
métalliques comme le fer I&tle cuivre |, convertissemtar la réaction de Fentda peroxyde

GIK\GURJq CE(QIUitHB@J etal., 20)1La chélation des ions métalliques pourrait réduire

la formation de ce radical hydroxyle susceptililekyder les biomolécules environnantes.

/1 D F Wehéfdtritiepdépend du nombre et de la position des groupements hydroxyles dans la
structure des composés phénoliques antioxydants. La réaction de Fenton est fortement réduite
par les flavonoides les plus couacdntenanun JURXSHPHQW F8iOWHphHekyRax T 1
des motifs3-hydroxy-4-oxo et 5hydroxy-4-oxo (Wang et al., 2006au niveau des cycles A et

C, quipermetent la chélation des ions métalliques. Gphoséles groupes hydroxyles liés de
maniere covalente a des groupements méthyles oglgaosidene sont pas impliqués dans la
chélation des ions métalliques. De plus, la formation de complexe par chélation peut avoir un
impact sur la solubilité desomposés phénoliques et des ions métalliqqoesiuisant a leur

précipitationcommepour les taningMcDonald et al., 1996 La formation de ces complexes

SUpVHQWH XQH LPSRUWDQFH G 1 XQlaSURILGXINF VGLHR GhAdHH QOXTADUEL
LQWHVWLQDOH GHV LRQV PpWDOOLTXHV HVVHQWLHOV SR’

phénoliques.

3.4.2.3. ,QKLELWL R Spré&dkitiarisP H

/IHV TODYRQRWGHV SHXYHQW LQKLEHU OTDFWLYLWp GYHQ

(xanthine oxydase, mi@peroxydase, NADPH oxydase et lipoxygénapa) chélation ou
réductonGX VLWH DFWLI GHV HQ]J\PHV FDY LW ps¢ovadugesteR EH
OHV SURGXLWYV GYR[\G DWinBr@s, @itthylie Dieies) wit@es\grolpes

aminesRX VXOIK\GU\OHV GX VLWH DFWLI VHUDLW XQH H[SOL

enzymegSadik et al., 2003
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3.5. Digestion et métabolisme des polyphénols

3.5.1. Digestion et absorption des polyphénols

La bioaccessibilité des micronutriments est défo@mme la fraction de micronutriments
libérée de la matrice alimentairansla phase aqueuse et qgontsusceptible G frWUHSDEVRUE
par le tractugiastrantestinalau cours de la digesti¢Alminger et al., 201AWhite et al., 2009
Le tube digestif est le principal lieu qui régit la bioaccessibilité des composés phénoliques
(Halliwell et al., 2000. La matrice alimentaire joue un réle primordial dans la bioaccessibilité
des composés phénoliquegs HWWH ELRDFFHVVLELOLW plelPnséticationH O D F\
et des enzymes digestives pour libérer les composés phénoliques présents danslies vacu
Les différents facteurs influencant la bioaccessibilité des polyphénols sont la taille et la texture
des aliment®n lien avec les procédeés de transformatic@ fpTXLOLEUH K\@&&RSKLOH
FRPSRVpV,@9PHQQB/tmbsfékmations au courGH OD GLJHVWLRQ FRPPH Of
OTK\GURO\VH RX OYfR[\GDWLRQ HW OLQWHUDFWLRQ GHV S
(Karakaya, 2004 /TDIILQLWpPp GHV IODYRQRWGHY SRXU OHV SURWpL
de la digestionDangles and Dufour, 200&onduit a une modulatiormportante deeur
absorptiondans O L Q W H \L&\sal@e induiQuHe hydrolyse partielle des glucosides par les
glucosidases salivair¢de Freitas and Mateus, 2001

$ OYH[FHSWLRQ G HdNMAdR4s YedRqDegont BdUY formes estérifiésl

glycosylésdans les alimenst OH W\SH GH VXFUH L @ |PDXEMEIRHS O/1HRIQL EQ WL
(Morand etal., 2000, 0 QTH[LVWH SDV TX1TX M dwétditéld&SsiricEseird) SWLRQ
polyphénds mais plusieurs mécanismes impliquant des transports actifs ou passifs. Les
polyphénolsVR XV IRUPH GY{DJO\FR Q H\wléesiret<H60DPsoit @lbsorBéR L G V
GLUHFWHPHQW SDU OTLQWHVWLQ JUrOH HW OHMlysRdsPHY JO
SDU GHV HQJ\PHV VHFUpWpHYVY SDU OTLQWHV\Gbrghi®®k &t OH PLF
al., 2003. Ainsi, il a été montréchez lerat TXJQH DFWLY LWiphosphat& LQH 1
glucuronosyltransf@selocalisée dans les muqueuses gastriques et intestinales conduisait a une
métabolisatiorde la quercétinen quercétine glucuronidée, forme ultimement retrouvée dans

la circulation(Murota and Terao, 2005/ fDEVRUSWLRQ DX QLYHDX GH OfH'
mineure et limitée aux anthocyanesetadesdXpV VSpFLILTXHV FRPPH OTDFLG

(Fernandes et al., 201&onthier et al., 2003
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CetDLQV JOXFRVLGHV SHXYHQW r'WUH DEVRUEpV DX QLYHL
SKPQROLTXHYV OLpV j GIDXWUHV VXFUHV UKDPQRVH DUDE

des glycosidasesda flore microbiennéDay et al., 200D

'H SOXV XQH HQJ\PH GH OD ERUGXUH HQ EURVVH GHV HQ
SKORULG]LQH K\GURODVH FDWDO\Vitosugs(Day etRaD,\206p H[WUDF
SHUPHWWDQW | O 1D J&jqlerEire Gfamment) pbrE¥flRiOEpassive dans les
HQWpPURF\WHYV /fLQWHUQDOLVDW L Rdrrad Hnétird @X feR ésGHV G
transporteurs du glucose dépendant du sodium, les SGLTéesetglucosidesseraient
hydrolysés dans les énbcytes par la -glucosidase cytosoliquéGee et al., 2000 Le
transporteur deacides monocarboxylique (MTC) semble étre impliqué dans le transport des
DFLGHV SKpQROLTXHV HW GH OfpSL i\NawapHet 4.Q00dm@ODWH S
les flavanols, seales monomeres sont absorbBsX QLYHD X GH @dpm@reg AIGEW L Q /H\
sont métabolisgs au niveau du colon et lelnioaccessibilité peut étre affeet@ar leur

interaction avec les protéines ou les polysaccharides.

Les polyphénols sont ensuite métabolisés dans les entérocyte$osme de conjugués
glucuronids et/ouO-méthyeV VR XV O YD F V8 (gRc@roByitidi3fierlsH et catétio-
methytransferase (COMY) (Manach and Donovan, 2004ouis dans les hépatocytes
(sulfotransferase et catecHotmethyltransferase) ,0 VIDJLW GX PpWDEROLVPH C
commun a de nombreux xénobiotiques pour limiter les éventuels effets toxiquestet faail
POLPLQDWLRQ HQ GLPLQXDQW OHXU K\GURSKRELFEWpP /LI
dépend de la nature du polyphéatde la dose ingéréblne fraction des conjugués est secrétée
par la voie biliaire apres étre passée par le foie eemeau niveau du duodénum (cycle entéro
hépatique) puisest VRXPLYV j OYDFWLRQ HQJ\PDWLTXtde BIMFWpULHC
JOXFXURQLGDVH GDQV OHV VHIPHQWYV G EeVayycopradieO TLQWH
P et le transporteur des cations organiques influgicearetour des polyphénols conjugués vers
la lumiére intestinale. La famille des protéines de résistaux drogues (MRP) et la protéine
BCRP1 Breast Cancer Resistant Protein) Jouent un rble dans la +#&xcrétion des
glucuronides de quecrcétine vers la lumiere intestirfalgufe 37). Les conjugués peuvent
présenter des actions différentes biologiques de la forme native et sont généralement des

antioxydants moins efficaséDay et al., 200D

/TDEVRUSWLR QoiXef pliystyén¥ratieKtdue ] OD JUDQGH GLYsHUVLWp
du microbiote colique permettant un catabolisme import@angles, 2012 Au niveau du

F{ORQ OYDEVRUSW It RensEHidacd QuercRll¥ qubaHigu auvhiveauO 1L QW HV W L C
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JUrOH GX IDLW GH OD UpGXFWLRQ GH OD VXUIDFH GfpFKEL
niveau intestinal, 90% dé3¥Csne sont ps absorbés et attgjnentle colon /fHIIHW ELRORJLT
desPCsserait donc largement dd a leurs métabolites coliivd@amson and Clifford, 201p

Le catabolismeoar le microbiotecomprend fiydrolyse des glycosidet clivage du cycle

central des flavonoides et la désoxygénation des cycles phénplopiegui conduit a

O 1D E VR Utitslc&rposedromatigues FRPPH OYDFLGH SauRmweRFEF@QWpFKLT
colon(Aura et al., 200p

Figure37: OpFDQLVPH JpQpUDO GYDEVRUSWLRQ HW GH PpWDER
SKPpQROLTXHY GDQV OfLQWHVWLQ JUrOH
SGLT-1: Sodium @épendant Glucose Transporter 1IGC -Glucosidase cytosoliqu#RP : Multidrug-resistant

proteing LPH : Lactate phloridzin hydrolas@JGT : uridine fdiphosphate glucuronosyltransfera&JLT :
SulfotransferasegCOMT : CatecholO-methyltransferase.

Au niveau du clonOHY SULQFLSDX[ PpWDEROLWHY GH G SLFDW|
B sont des dérivésplus ou moins hydroxylés des acides 2-phénylacétiqueet 3-
phenylpropioniquest de la5-phényt dvalérolactonegui pourront étre alisbés puis excrétés

dans les urinefDel Rio et al., 2013Le Bourvellec et al., 20)9La5- fhydroxyphényl) 3
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valérolactone représente plus de 70% des métabolites pour la variété GrannfOsreittal.,
2014. ,0 IDXW QRWHU T X9 Dissungiabblite Y dRRCSNbriRp@s |8g Fhxléaies

nativespouraient avoirune action sur la fonction vasculaire

3.5.2. Biodisponibilité et transport sanguin des métabolites phénoliques

La biodisponibilité des micronutriments eifinie comme la fraction de micronutriments
retrouvée dans la circulation sanguine efsatble par les tissus périphériques pour les effets
biologiques(Wood, 200%. La biodisponibilité est donc dépendaudiela bioaccessibilité, du
métabolisme (microbien gthase [), d H aBsHrption intestinale,udtransport sanguin eted
| 1 H[F U priyurdR3®. De plus, les concentrations plasmatiques peuvent varier selon la nature
du composé phénolique et de sa source alimengairaiveau plasmatique, les métabolites de
polyphénao$ circulent sous forme conjuguésulfate, glucuronide ou -@éthylghers des
DJO\FRQHV SULQFLSDOHPHQW OLpV j OfDOEXPLQH SRXU Gt
les 1 uM(Dufour and Dangles, 200®8anach et al., 2004Ainsi, maintenir une concentration
SODVPDWLTXH VLIJQLILFDWLYH LPSOLTXHLeX QonbestgaiodsV UpJX
maximales sont souvent atteintes entreH W KHXUHV D Souy \és @diypehslsy WL R Q
DEVRUEpY DX QLYHDX GH OTLQWHVWLQ JUrOH 3RXU OHV SR
partielle par la microflore, les concentrations maximales sont gémanaieatteintes 5 a 7
heures aprés ingestion. Pour les flavonoides absorbés par le petit intestin, la concentration
plasmatique diminue rapidement ensuite (défiiiH GTpOLPLQDWLRQ |
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Figure 38: Biodisponibilité des polyphénols.

3.6. Mécanismes proteceurs de la santé cardiovasculaire

/IHV HIITHWV EpQpILTXHVY GTXQH DOLPHQWDWLRQ GH W\SH F
céréales etprodsitWUDQVIRUPpYV GTRULJLQH YpJpWDOH FRQWHQDQV
corrélés aux risques de maladiasdiovasculairefAune et al., 201;Hooper et al., 20Q8ay
et al., 2012 Macready et al., 2034Par conséquentO T p \WeXcdrHposés phénoliquest de
leurs effets sur le corps humain revét un intérét croissaftD SU qV *Ddleanb2(aR,

2010, leurs concentrations plasmatiquesnt trop faibles pour répondre aux exigences de
réaction physiologif XHPHQW SHUWLQHQWHY QRWDPPHQW DQWLRI[\G
QTRQW S Ddémbniretr OV L B S O LUn® &tloR antickfdantu niveau cellulair@our

expliquerles bénéfices santé des polyphéndlsliman et al., 201)1 La plupart des études
PHQpPHV FKH] OTKRPPH QTRQW S D \fapar Ged/c0mp&&dppdroligie® FH G|

sur le statut redompres absorptiories métabolites de poly@mols ne semblent pas avoir
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GITHIITHW GIDQWLR[\GDQW |j SURSUHP H Qbéhé8dneardidkilabtX QLY H|
directedes composés phénoliques contre les espéces radicalaires alimsatabkslimitéau
niveau du tractus gastintestinal enraison de leur forte concentrati¢@rassi et al., 2010
Halliwell, 2007). Cependant, les métabolte6 H SRO\SKpQROV LQWHUYLHQQ!

mécanismes régulateurs, bénéfiques pour la santé au niveau tissulaire.

% Les flavanols

Les flavanols, par amélioration du flux sanguin, réduiraient la pression artérielle systolique

et diastolique. En effet,n@ supplémentation en flavanols de cacao chez des individus
hypertendus réduirait la pression artéridlzrassi et al., 2010Khawaja et al., 2011 Le
mécanisme impliqué dans cet effet serait lié a la capacité des flayamat®mériques
conjugués ou métabolited) moduler la production de N@ar la eNOSHW j OTLQKLELWLF
OTHQ]J\PH GH FRQ YyittdnadimeR (Tofd et &.JIDQR Cette augmentation de la
SURGXFWLRQ GH 12 SHXW rWUH UpDOLYVpHa&BWwieBAAKkK YRLHV (
acivant la phosphorylation sur sa sérine 1177 ou par augmentation de la concentration calcique
intracellulaire favorisant la formation du complex&*-CaM (Oak et al, 2019. /fpSLFDWpPFKLQ'}
pourrait également améliorer la vasodilatation par stimulaticd Brotein Coupled oestrogen
receptor(MorencUIlloa et al., 206) /D IRUPH JOXFXURQLGH GH OYpSLFDW
t-D-glucuronide HVW FDSDEOH GLQKLEHU OD 1%$'3+ R[\GDVH HQGHF
GIDQLRQ VaBiHjusiRe[ré@uitdesradicauxanions superoxyddSteffen et al., 2008
'H SOXV OfpSLFDWpPpFKLQH D SUqVOmpthyKratsizideiRithbemD U OD &
également la NADPH xydasedans les cellules endothélialéSteffen et al., 2008 Pour
GIDXWUIWSLFDWpFKLQH DFWLYHUDLW GHV HQ]J\PHV DQWLR]|
(RamirezSanchez etal., 2093/ fpSLFDWpFKLQH JDOODWH SRXUUDLW LQK
RS CD36et donc la formation de cellules spumeu$eavai et al., 2008 LesPCsinhiberaient
la cyclooxygénase OD L126 DLQVL TXH GHV PROpFXOHV OLpHV j OF

O1t/ O ,HW-&Andre et al., 2012 A noter que cette étude vitro ne prend pas en
considération la métabolisation d&Cs De plus, elles dminXHUDLHQW DXVVL OfYD
plaquettairgdBordeaux et al., 200 éme si poucetteétude, les effets étaient observés pour

des dosesigérées supérieures a 200 mg/j.

100



/THQ YV H P E&3 HhéGhisnkebmiterait la dégradation de la fonction endothéliale et
diminuerit la réponse inflammatoirées effets santé vasculaires des flavanols portent sur la
modulation de la production et de la bib SRQLELOLWp GX 12 OfYLQKLELWLE
cholestérol et du glucoseH SOXV OD UpGXFWLRQ GH OD SUHVVLRQ DU'
OLSLGLTXH VDQJXLQ SUpYLHQGUDLHQW OH GLDEqQWH HW OfF

% I TMDFLGH FKORURJpQLTXH

%LHQ TXH Or§demdue &indlisr©la biodisponibilité du NO pour contrer les effets de
OD FDIpLQH ORUV G BdifaleQal. H?00Y seR QrinGiphuk Effeps seraient sur le
PpPWDEROLVPH JOXFLGLTXH (Q HIIHWgllcGsidasexde lapihse LQKLEF
6-phosphatase hépatique et inhiber les transporteurs du glucose au niveau intestinal diminuant

ainsi la glycémie et le risque de diabéte.

% Les flavonols

La quercetin 8- JOXFXURQLGH PpWDEROLWH PDMHXU Gles OD TXH
lésions athéromateusest non dans les aortes saines. Aprés internalisation dans les
macrophages, elle est déglucuronidée par-tducuronidase. Ensuite, la COMT converti
SDUWLHOOHPHQW O D-OTPHWKYOWWHKHWHQ&H] HUQLHU HVW
OTH[SUHV VL R@QDGWHWIISBFH GHVY PDFURSKDJHV LPSOLTXpV GD(
et la formation des cellules spunses(Kawai et al., 2008 'H SOXV ORUV GTXQH G\
PLWRFKRQGULDOH OYDXJPHQWDWLRQ GH OYDFLGLWp VpF
concentrabn intracellulaire en calcium des macrophages entrainent une amélioration de
O 1D F WL Y-glveypodds® Bpres déconjugaison des métabolites de quercétine a la surface
cellulaire, la quercétingeut égalemerar simple diffusion pénétre dans les macrophages puis
est convertie par la COMT en-@éthyether de quercétine représentant la forctes@ pour
les activités artinflammatoires et antathérosclérotiques de la quercétifighisaka et al.,

2013.
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La quercétine, apres déglucuronidation dans les cellules endothéliales, améliorerait la
vasodilatation chez les rats hypertendGslindo et al., 202 (OOH LQKLEHUDLW OfI
OTKgqPH R[\JpQDVH IDYRULYV INQ ¥ l«dhctioh Bri@dthéBaRQLELOLWp G X

Enfin, de nombreux flavonols conmamla quercétine pourraient réguler le facteur de
transcription NF % HW U p G XLl slutsdoddetal,)2015

Les polyphénolsou plutdt leurs métaboliteagiraient par une combinaison de mécanismes
au niveau vasculaire permettraient de réduire la pression arté@tehéduire le stress oxydant
vasculaire,de maintenir une homéostasie de la fonction endothéliale et de réduire le
GpYHORSSHPHQMEéra3¢HU BWDW KBDWRY DLQVL ODs diXdusHQXH G
thrombotiqus chez les patients a risque

3.7. La pommecomme supplément alimentaire riche en polyphénols : un choix

pertinent ?

3, Généralité

Le Programme National Nutrition Santé recommande de enangmoins 5 portions de 80
a 100 g de fruits ou de lIégumear jour La pomme (fruit complexe des arbres du géhadus
domestica appartenant a la famille des rosacées est le fruit le plus consommé en France
représentant une part de marché des fruitsde ORLQ GHYDQW OD EDQDQH
(12,4%) pour une consommation moyenne 18,5 kg par an et par foyer. La consommation de
SRPPH DXJPHQWH DYHF OfkJH DOODQW MXVTXTj NJ DQ I
moyenne 150 g, une petite pomme o wiemipomme de grande taille correspond a une
portion de fruit. Il existe de trés nombreuses vasid&€pomme HW ODVVRFLDWLRQ 1D
Pommes et Poires les classe en cing catégdesgiourmandes, les parfumées, les équilibrées,
les rustiques oues toniques. Les variétés sont choisies par le consommateur selon les
préférences gustatives et le mode de consommation. En France, les variétés les plus
consommeées sont la Golden Delicious sude la Gala puis de la Granny Smith. En moyenne
une prisalimentaire de 100 g de pomme contient 10,7 g de glsjdg22 g de protéines,12
g de lipideset J GH ILEUHV SRXU XQ DSSRUW pcGHDepuala TXH IDL
pommecontient 4 mg de vitamine C et 0,04 mg de vitamine E pour 100 guddréis en
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moyenne. Une pomme contient également des minéraux comme le magnésium et le potassium
DLQVL TXTHQ PR\HQQH GTHDX

¥, Teneur en plyphénols

Les teneurs en polyphénols totaux peuvent varier de-0,85/kg pour des variétés comme
les GolknDHOLFLRXVY *DOD HW *UDQQ\ 6PLWK MXVTXTj J NJ
cidre ou des variétés rustigmmme laReinette de Flandretiliséedansnos travaux.

Six catégories de composés phénoliguest été identifiéesdont les acides
hydroxycinnaniques (4- 18%), les flavanols monomériques et BE€s (71 - 90%) qui
représentent enviro®85% des polyphénols totaux et sont présents dans tous les tissus (peau,
chair et pépinsjVrhovsek et al., 2004 Les autres catégoriesn quantité trées minoritaires (<
2% des polyphénols totawspont les dihydrochalcones, les flavonols et les anthocyanes.
Cependant, les anthocyanes sarétsentainiquement dans les pommes rasigees flavanols
monomeriques et oligomériques sont présents dans la chair mais surtout dangTaqzat
al., 2003. LesPCsdimeériques les plus abondantes dans la pomme sont B1 et B2. Une classe
de polyphénols, les dihydrochal@msont exclusivement présendans les pommes et les
produits a base de pomme. Leur structure chimique comprend un cycle centra{@uzer
etal., 200 ,0 V{DJLW GH GpULYpV GH SKORUpWLQH GRQW OH'
pomme sont laphlorétine fglucoside phloridzing et la phlorétine fxyloglucoside
(Vrhovsek et al., 2004 On les retrouve principalement dans la peau et les pépins. Les
dihydrochalcones sont des inhibiteurs des transporteurs du gluGaséT (ou SGLT)
(Ehrenkranz et al., 2005

Dans la pommeal peauprésenteraitin potentiel antioxydand a 5 foisplus élevégue la
chair (Tsao et al., 2005) /T p SL F D Vi p&téchiqeHles glgsides de flavonolst OfDFLGH
chlorogénique ont des captes antioxydantesimilaires et lagement supérieure a celle de la
phloridzine. Quant auRCsB1 etB2, ellessont deux fois plus actives du fait de la présence des
2 unités monomeériqué¥sao et al., 2005Labiodisponibilité des polyphénols de pomme serait
GYHQYLURQ SRXU OHV IODYDQROV GYHQYLURQ SRXU
pourlesltODYRQROV HW GTHQYLURQ (HS®RXPOIRHY GLK\GURFKDO
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¥, Effet santé de la pomme

La consommation de pomme est associée a une réduction deesahadniques telles que
OHV FDQFHUV FDYLWp EXFFDOH SKDU\Q[ °VRSKDJH ODU\
OHVY PDODGLHYV FDUGLRYDV F XeDdutalthkl &ffet @as DN W I idbeté VA $O 1K H
gestion du poidsla santé osseuség fonction pulmonaire ela protection gastrantestinale
(Hyson, 2011 La pomme est connue comme ayant des effets bénéfiques pour le transit
intestinal lies a ses fibres des effets amtancérigénes, antholestérolémiques, anti
diabétiques et protege contre les maladies neurodégénératives et cardiovasculaires notamment
par leur effet antioxydant et asitiffammatoire. Les données épidémiologiques suggepent
la consommation de flavonoides pourrait réduire le risque de natadddovasculaireet que
les pommes seraient le contributes@jeur(Knekt et al., 2002Mink et al., 200J. Dansces
étudesfinlandaise, la consommation de poms@pparait commaversement corrélée avec la
mortalité cardieischémique, les AVC, la thrombose et la mortalité en géndétaleaécanisme
mis en avant dans la bibliographie serait quednsommation de pomme réduiiaitvivo le
taux de LDLox circulant(Aprikian et al., 2002 Ogino et al., 2007 Serra et al., 2032
Cependantbien G D XWddrtisvhepeuvent étre envisagés aux regards des effets connus des

différents métabalescontenusians la pomme.

/I THQVHPEOH GH FHV pOpPHQWY IRQW TXH OH FKRL[ GH OD
supplémentation alimentaire protectrice a long terme de la fonction vasculaire est un choix

pertinent.
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A retenir

- Les polyphénols largement présents dans les fruits et légumes sont une sol
H[RJGQH GIDQWLR[\GDQWYV

- Les PCs, une sous classe des flavonoides, pourraienkihEHU OfLQ
OYR[\GDWLRQ OLSLGLTXH DX FRXUV GH OD GLJHV

- Aprés absorption, des métabolites de polyphénols pourraient diminuer
dysfonction endothéliale par augmentation de la biodisponibilité du NO et limiter Iz
formation de cellules spumases impliquées dans les pathologies ischémiques.

- La pomme riche en PCs est le fruit le plus consommé en France. U
supplémentation alimentaire riche en pomme pourrait limiter les effets néfastg
GIXQH DOLPHQWDWLRQ RFFLGHQWDOH
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OBJECTIFS DES TRAVAUX DE THESE

/I THQVHPEOH GHV WUDYDX[ UpDOLVpVY DX FRXUV GH FH WL
GipYDOXHU OD IRUPiss\egLdR @ RG\IG DEMIRREEX hoterdment Ie diénes
conjugués lipidiques et 1-HNE, apres um initiation par le fer héminique alimentaire de
maniere aigue dans le tractus gasttestinal au cours de la digestifin vitro). Ensuite nous
avons évalué leeffets chroniquegde leur formationsur la fonction vasculaire, et plus
particulierement suda fonction endothéliale, la voie du NO et le développenuimt
O 1D W K p UR ViveOLe ddrdNH objectif majeur de ce travail de these &g Y DOOPXHH WH W
GIXQH VXSSOpPHQWDWLR Qiche®© énPani@xydahtébmmel QradreP deH
prévertion afin de limiter les effets déléteres des produitsfdeytlation lipidique.

Au cours de notre premiére étude, nous nous sommes intéressés au nivestiudu
JDVWULTXH j OTLQIOXHQFH GH GLIIpUHQMdationg&sUilidsqW UH YV (
alimentaires en présence de fer héminiqi@si, dans ursystemeémulsiomé simulant la
digestiongastriquedes lipides alimentairesDfHIITHW GX S+ HW ladigastiéhQ |\P HV
gastriqugpepsine etlipaseRQW pWp pYDOXpV VX gtiIoghritid antvxyRapt OLSL G|
des polyphénols de la pomrapportés sous différentes formes de matrices (pomme fraiche,

purée, extrait phénolique).

/IRUV GI1XQH GH Xtpyda@idh lpMigu&t-sonanhibition par les mémes formes de
matrices de pomme omdté suives dans un modeélén vitro de digestion gastrimtestinale
statiqueD I L Q G { pouiiadpXehhigre fois la contribution de la phase intestinale de digestion
j OD IRUPDWLRQ GHV SURGXLWYV GYR[\GDWLRQ OLSLGLTXH

Afin de valider les modeéles vitro HW G {p Y D O XBisdul@resié dé typele/régime
alimentaireoccidentalpris de maniére chroniquen présence ou non druits riches en
antioxydants, un régime nutritionnel de 12 semainét réalisé. Cette étude a été réaksée
des souris &insgéniques déficientes en apolipoprotéingeBsibles au développement de
OfDWKpUBRVYIF@pAHRWRXYRLU pYDOXHU OfpYROXWLRQ GH FH
conditions nutritionnellesLors de cette troisieme étude, la fonction endothéliale quesile
développemeQW HW OHV FDUDFWpPULVWLTXHV GHV SODTXHV G
comprendre les conséquences physiologiques a long tenee consommation de régimes
IDYRULVDQW OfR[\GIDW LR GCPplPRGW G XNQ H TV R S\GhQgnw/H Q W D W

antioxydants comme stratégie de prévention.
106



107



MATERIELS ET METHODES
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1. Matériels et méthodes des étudesitro de simulation de digestion

1.1. Produits chimiques et solvant

/IH PpWKDQRO OfDFiHWRTXKMW D QOH2-DVDiNEES @BNIR @doler/MS
et proviennent dehezFisher Scientific (lllkirch, France).

/ID P\RJORELQH GH F°XU GH FKHYDO O matDR Wrcieié % ' 9
(H3281, lot 092K0530), la pepsine porcine (P6887,SLBM3035V, 2829 U/mg selon le
SURWRFROH &267 ,1)2*(67 SRXU OD GpWHUPLQDWLRQ GH
IRQJLTXH $PDQR AsSmiusi NierGIB4781, lot MKBP5118V, activité
enzymatique de 120000 U/g), la pancréatine porcine (P7545, lot 333l 2,8 U de
WU\SVLQH PJ VHORQ OH SURWRFROH &267 ,1)2*(67 SDU PH
OfH[WUDLW GH ELOH SRUFLQH % ORW 6/%0 9 OH
82096JM), la 24initrophenylhydrazine (D19,93B, lot S44008038, 97%), OfDFLGH
FKORUK\GULTXH OYDFLGH WULFKORURDFpWLTXH OYDFLGH
-PSLFDWpPpFKLQH ( ORW %) Hoeophégol (3251, @of 119H0889,

HW O 1 &ascbBittle /(A0278, lot 116F0210, 99%), la trilinoléine (T9517, lot
OD WULROPpPLQH Upl 7 ORW 0 9 OfD
ORW . O DFLGH, BtCShBRK2X3BV, 29%) provenaient de chez
SigmaAldrich (SaintQuentinFallavier, France)l.aL- -SKRVSKDWLG\OFKROLQH GH
(50%, réf. 3556, lot 1203670) provenait de chieika (Buchs, Suisse).

LaL-.-SKRVSKDWLG\OFKROLQH @ddurg dpjet deriiénaienK38% Gd VpH L
phosphatidylcholine, 13% de phosphatidyléthanolamine, 3% de sphingomyéline, 2% de
O\WRSKRVSKDWLG\OFKROLQH GH SKRVSKDWLG\OLQRVLWI
en majorité de triglycérides. Cette analyseVdp UpDOLVpPH SDU OTXQLWp %,$ GF

/I TKXLOH GH WRXUQHVRO 5XVWLFD ORW $ ODUTXH 5F
Leclerc en décembre 2015.

/HV JDPPHV GIDOGpK\GHV R QNNEp(B2p00) pteNDVAE 8%ty HF G X
4-HNE-D3 (332101, lot 04237537, 98%)provenant de chez Bertin Pharma (Montidgey
Bretonneux, France), dtans-2-octénal (W32,15@-K, lot 12605DD267, 94%) et du pentanal
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(42272, lot MKCC3861, 97%) provenant de chez Sigh@ GULFK /TKH[DQDO
130875, 97%) et ldrans-2-hepténal (00502, lot 1351781, 98%) provenaient de chez Fluka
(Buchs, Suisse).

3RXU OD TXDQWLILFDWLRQ GHV SRO\SKpQROV OfDFLGH F
O 1 D pLkduiarique (€9008, lot 117F0581, 98%), la phloridzinglihydrate (79320, lot
452806/1, 99%) provenaient de chez Sigh®@ GULFK HW OfLVRTXHUFLWULQH
99%) de chez Brasyntlese (Genay, France).

/THD X -pufeWdt Bbtenue par un syst Millipore QPak 2 (Millipore Corporation,
Bedford, USA)présentant ungésistivié de 12 MY FPa 25 °C.

Les sels minéraux de KCI, de KPQs, de NaHCQ, de NaCl, de MgG(H20)s, de
NH4HCO;3, de NaOH, de Ca&(H20); etde NabPOy DLQVL TXH OYDFpWDWH GH VR

de chez Merck (Darmstadt, Allemagneypletchez Fluka (Buchs, Suisse)

1.2CaUDFWpULVDWLRQ GH OTKXLOH GH WRXUQHVRO

/TKXLOH GH WRXUQHVRO 5XVWLBEBté ¢hbisleTcdiAms sbBrgeJdeé ( /H
lipides alimentaires pour son pourcentafgyéenAGPIn- SR XU O Y HUpkojatRiEEsHE
(étudedn vitro etin vivo  / fiilé 4 été conservée en chambre froide positive a + 4 °C avant
VRQ XWLOLVDWLRQ /RUVTXIYXQH ERXWHLOOH pWDLW RXYHL
mL et conservéeda f& VRXV DWP R Va8gém&RIX UQpYUWH G P TR[\GDWLRQ

1.2.1. Détermination de la composition en ac&tpas

/ID WHQHXU HQ DFLGHV JUDV VDWXUpV HW LQVd&parXUpV Gl
FKURPDWRJUDSKLH HQ SKDVH JD]J]HXVH 3éhXete doldilifs PJ G
dans 20QuL de toluénepuis P/ GIXQH VROXWLRQ darfsDiénédbenoV XOIX UL
(0,025/Q975)ontétéajoutés. Le mélangeétaitalors incubé pendant 1 heure a 1G0Les esters
PpWK\OLTXHYV Eétfienekt@its dprésabition G H P/ G Hiude eX @&W D
G 1 Krié¢[ Bomogénéisation, centrifugation et récupération de la phase organigue (supérieure).

/ID SKDVH RUJDQLTXH pWDLW VpFKpH DYHF GX VXOIDWH GH '
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Un volume de 1 pL a été injeced chromatographie en phase gazeuseplie a un détecteur

a ionisation de flamme (GEID, Clarus 500, Perkin Elmer, Villebon sur Yvette, France) sur

une colonne DB25MS (longueur 30 m, 0,25 mrnd., épaisseur 0,25 pm, Agilent
Technologies, Les Ulis, France). Les conditions chromatographiaiest les suivantede

gaz vecteur était Hj FP V OD WHP&od Btalit 8eJ230 Aen@riddais (ratio

de 20), le programme de température du four démarrait a une température initiale de 60 °C
pendant une minute puis la température2 JPHQWpH GH f& SDU PLQXWH M)
de3f& SDU PLQXWH MXVTXT]j f& /TLGHQWLILFDWLRQ GHV I
OH WHPSVY GH UpWHQWLRQ GHV SLFV GH3THmppokdMFAMEO ORQ D
miX', Supelco, Fance). Les résultats sont exprimés en pourcentage relatif de chaque acide gras
FDOFXOp SDU QRUPDOLVDWLRQ LQWHUQH GH OYDBDBWYH FKURTF
GIDFLGHV JUBANCYDRBUKOIBVR% C20), 27 GIDFLGHV JialbidsPRQRLC
(0,1% C16:1; 20% C18:1R9; 06% C18:1A7; 01% C20:1) and 62 GYIYDFLGHV JUD\
polyinsaturés (62% C18:2; (01% C18:3).

1.2.2. Détermination de la teneur entocophérol

La teneur en.-tocophérol est déterminée en chromatographie liquide ultra performance
83/& (QWUH HW PJ GTKXLOH GH WRXUQHVR®IRQW pWnp

La solution était ensuite centrifugée a 162Q0@endant 5 mines et a 4 °C. En paralléle, une

JDPPH pW.Bdodpligrabd été préparée dans du preah(de 1 a 50 uM). La gamme

PWDORQ HW OTKXLOH GH WR X EQI4MRsGstarmRUPXEACUWTFH RQW

(Waters, SainfQuentinenYvelines, France) aveune colonndCQUITY BEH C18 (50 mm

[ PP WDLOOH SDUWLFXOH .-tocephrol:d2w tetedte paufiDapdmidtrie / 9

avec une excitation a 290 nm et une émission a 330 nm. Pour la méthode chromatographique,

la phase mobilétait constituid GTXQ PpODQJH HDX DFLGH IRUPLTXH

de méthanol (phase B) a un débit de 0,2 mL/min, la colonne était maintenue a 35 °C et le volume

GILQMHFWLRQ pWDLW Iufidth étaittd sudant UDGLHQW G p
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Temps (min) Phase B (%)

0 5
5 60
6,5 100
11,5 100
12 5
16 5

/ID WHQHWRHRSKpURO GH OfKXLOH GH WRXUQHVRO D pWp
FRUUHVSRQWGRERSKKANRO DYHF OD FRXUEH GH FDOLEUDWLR

solution étalon. Cette valeur est@gb ppm.

1.3.Préparation et carac@érisation des différentes matrices de pomme

La variété de pomme, qui a été choisie pour le projet de thése, Rsinlette de Flandre
Elle a été cultivée dans un verger biologique a Ambricourtde#&zalais, France) et céltée
j O1DXWRP Q Hte, les pgraméX ant été conservées en chambre froide a + 4 °C pour les
expérimentations vitro M XVTXTj OHXU XWLOLVDWLRQ RX WUDQVIRUPI

1.3.1. Préparation de la matricépurée'

La matrice pugea été obtenue en coupant les pommes en 12 dans le sensadéela a
OTDLGH GTXQH WUDQFKHXVH SXLV Xi@eHs R@}eaB. Deirdgiidil VHQV
et les pépins ont été éliminés mais la peau a été consperéeettantainsi de préservera
totalité des polyphénols présents dans la ponueemorceaux de pommsg¢2,396 kg) ont été
cuits dans une marme avecune plaque a induction réglée a 2080(120 °C) pendant 20
minutesen JDUGDQW XQH WHPS p D Réyuligremernriés<ridor€ealix ont éte
PpODQJpV j OD VSDW X @téde (5bBIMG Houd &vided [¥ sBryisvop ADaeMifde
la cuisson, la purée a été broyeeQHPH QW | RdhBepertantsEo@nded.a puréea

été ensuite répartie dans différents pots a confdarg50g et un traitement thermique a été
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réalisé (® minutes a 100 °@ans un autoclayavant la conservation en chambre froide 4
°CMXVTXYT) OHXU XWLOLVDWLRAQ

1.3.2. Préparation de la matrickextrait phénoliqué

A OTDLGH GIXQH WUDQFKHXVH OHV SRPPHV RQW pWp FRX
trognon et les pépins ont été éliminés et la peau conservée. Ensuite, les morceaux de pomme
ont été mis en surggion pendant 1 heure-20 °C puis lyophilisés. Les morceaux de pommes
ont été pesés avant et apres lyophilisaponr déterminer le pourceigia de matiere séche.
3RXU ILQLU OHV PRUFHDX[ RQW pWp EUR\pV j OfDLGH G1TXC(

une poudre. La matricextrait phénoliguéa été préparée a partir de cette poudre.

/ITH[WUDFWLRQ GHV FRPSRVpV SdéuxQ@Ryes X preémi@étape/p UpDO
consistait a éliminer les composés apolaires ( (XKORURSK\OOH DFLGH JUDV SD
J GH SRXGUH GH SRPPHV O\RSKLOLVpH SRXU P/ GIKH[DC
tr/min et a température ambiante). dauxieme étape consistait a réaliser trois extractions
successives avec un melange acétone/eau (60/40, v/v, 1,3 L de volume total) pendant 15
minutes sous agitation a 28@&/inin et a température ambiante. Entre chaque extraction, la
poudre a été filtréen utilisant un papier filtre Whatman (n° 40) et une pompe a vide. Apres
KRPRJIJpQpLVDWLRQ OYH[WUDLW K\GURDFpWRQLTXH D pWp F
a un évaporateur rotatif seuile (Rotavapor R110, Biichi, Rungis, France) puis lyoghéfn
GIREWHQLU OHV HIWUDLWYV SKpQROLTXHV VRXV IRUPH GH S
a-20 °C.

1.3.3. Identification des composés phénoliques de la pomme

/ID VpSDUDWLRQ HW OLGHQWLILFDWLRQ GHV FRM®RSRVpPV S
pomme, ont été realisées en UPLC (ACQUITY, Waters) coupie @etecteur UWisible a
barrette de diode (PDA, Waters) et a un spectrométre de masse détrgypen trap (HCT,
Bruker Daltonics, Bremen, Germany). La séparation a été obtenue avetame=ACQUITY

BEH C18 (100 mm x 2,mmi.d., 1,7 um, Waters) maintenue a une température de 3b&C.
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phase mobilep WDLW FRQVWLWXpH GIXQ PpODQJA, phase ABILGH IR L
GIDFPWRQLWULOH SKDVH % | XQWs B#pWaiGdsuivanP/ PLQ /H J

Temps (min) Phase B (%)

0 3
3 3
7 6
13 10
20 30
22 100
23 100
23,5 3
25 3
3RXU OYDQDO\VH PJ GH SRPPH O\RSKLOLVpH RQW pWp

puis 2uL de cette solution ont été injectdses conditions de masse étaient les suivantes
ionisation par electrospray (ESI) en mode négatdc un balayage de massel®® a 1400

miz /H YROWDJH GX FDSLOODLUH pWDLW UpJOpj N9 OH Gpl
gaz de séchage étdit 365 °C avec une pression de nébulisation de 60 HpsiGHQWLILFDWLR
composés phénoliques a été réalipgde comparaison de leur temps de rétention avec des
standards ((+fatéchine, -)-épicatéchine, acide chlorogénique, isoquercitrine, rutine,
phloridzine) GH OHXU SURILO G-YiBilde/dR deSIviLdpegtrédde rBaksse avec la

littérature.

1.3.4. Quantification de la teneur en polyphénols des différentes matrices

/ITDQDO\WH GHV PRQRPgQUHV HW GHV ROLJRPqU&é&s DLQVL
classes de polyphénols ont été réalisés apres thiolyse acide par HPLC/DAD (UFLC Prominence
avec un détecteur a barette de diode (BIDA), Shimadzu, Kyoto, Japon). La séparation a
été réalisée sur une colonne LiChroCARRZ50-4 LiChrosphe® 100 RP18250 mm x 4 mm
i.d. —P OHUFN 'DUPVWDGW *HUPDQ\ FKDXIIpdibnpe f& HC
(LiChrospher RP18 guard cartridge, 5 um, Merck Darmstadt, Germaamphase mobile était
FRQVWLW Xanbe &fi/Adplepque (97,5/2,5v/v, phase A HW GIDFpWRQLWULOF
j XQ GpELW GH P/ PLQ SRXU XQ YROXPH GHNticQ BtatFeW LR Q G|

suivant;
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Temps (min) Phase B (%)

0 3
5 9
15 16
45 50
48 90
52 90
55 3
60 3

La thiolyse est une méthode permettant de gépétiser, en milieu acide et a 40 °C, RSs
HQ OLEpUDQW OHV XQLWpV GYfH[WHQVLRQ VRXV IRUPH GH FI
OH EHQ]\O PHUFDSWDQ SRXU IRUPHU GH OYf pSL FDWpFKLQ
unités terminales dé8CsVR QW UHWURXYpHYV VRXV |Guyettt&.72006L FDWpF
Les PCssont caractérisées par leur composition et leur degré de polymérisation. Le degré de
polymérisation est calculé par le ratio molaire entre toutes les unités de 3talmtibérées et
la somme des unités terminales (épicatéchine et catéchine). Le degré de polymérisation moyen
est déterminé apres soustraction de la somme épicatéchine +lc@i¢thGH OfpFKDQWLOOI
j OD WKLRO\VH GH FHWWH PrPH VRPPH GDQV OupFKDQWLOO

Pour les deux conditions, des pesées indépendantes en triplicat de 50 mg de chague matrice
lyophilisée ont été effectuées. Les échantillons sourtdgiiolyse ont été dissouts daBR0
—/ GH EHQ]\O PHUFDSWDQ j VROXELOLVp GDQV GX PpW
chlorhydrique 0,4 N également solubilisé dans du méthanol anhydre. Ensuite, la réaction a été
réalisée dans un bain marie a 40 °@atdant 30 minutes. La solution était homogénéisée au
vortex toutes les 10 minutes. Pour arréter la réaction, les échantillons ont été plongés 5 minutes
dans la glace. Pour finir, le surnageant a été prélevé a la seringue @ilfiktréeflon 0,45um,
GLDPgQWUH GH PP SXLV WUDQVIpUp GDQV XQ YLDO GH P

Pour les échantillons bruts (non soumis a la thiolyse), les échantillons ont été dissouts dans
800 —/ GH PpWKDQRO DQK\GUH HW —/ G fabd-duGridéthBRAV PL T X H
anhydre. Le mélange était ensuite placé dans un bain a ultrasons a 40 °C pendant 20 minutes
avec une homogénéisation au vortex toutes les 5 minutes. Pour finir, le surnageant était préleve,
filtré et transféré dans un vialde 2 mLen vueQ§ LQMHFWLRQ HQ +/3& '$'

Les composés phénoliques sont identifiés par comparaison de leur temps de rétention et de
OHXU SURILO G 9 Dbvis& pasrappdrt@ delsoBiions étalons-(@aiechine, -
épicatéchine, acide chlorogénique, quercétipbloridzine). De plus, @-Jfépicatéchine
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benzylthioethea été quantifi@ 280 niren équiv. épicatéchine O D fplc@maroylquinique
a 320 nm en équiv. acigecoumarique, les glycosides de quéirega 350 nmen équiv.
quercétine, le?Csdimeres Blet B2 en équiv. épicatéchine a 280 nm, la phlorétifie
xyloglucoside a 280 nm en équiv. phloridzihe quantificatioren mg/kg de poids fras été
réalisée a partir des facteurs de réponse obtenues pour 6 solutions étalons indépendantes de

concentratia de40 mg/L.

1.3.5. Quantification de la teneur en vitamine C

Le principe du dosage de la vitamine C (ou acide ascorbique) repose é&duddon des
ions Fé*en ions F& SDU OYDFLGH DVFRUELTXH -Bipyridiyk induH @ SUpVHC
formation G fi Komplexe cola¥ absorbant & 525 nm. Lors de ce dosage, la vitamine C totale et
la forme réduite (acide ascorbique) naturelle sont évaluées. La teneur en acide
déshydroascorbique (forme oxydée) est obtenue par différence entre la forme totale et la forme
UpGXLWH /RUV GX GRYVDJH a@dédé&shydiohstbibiejle®Est réduivVdh\aci© H O 1
ascorbique par le Ddithiothréitol (DTT).

Brievement quatre pommes fraiches ont été coupées et broyées dans un blender pendant 10
secondes. Ensuite, 50 mg demmes broyées ont été homogénéisés avequ00G TDFL GH
trichloroacétique a 6% puis centrifugés 15 minutes a 190t0a 4 °C et le surnageant a été
prélevé. Pour la mesure de vitamine C totalejuROde DTT ont été ajoutés a 30 de
surnageant. Pour IRHV XUH GH O D F L @lHdeDanipBnlpBdspheatd a pH 7,4 (100
PO pWDLHQW UDMRXWpV SRXU UHPSODFHU OH '77 $SUqV
ont été transférés sur une microplague auquel étaient ajoutbsdeEON-éthylmaléimide pour
QHXWUDOLVHU O/ VEBPIPP SRR ESKRVSKDWH SRXU OD PHVXL
Pour finir, 80puL de 2,2GLS\ULG\O RQW pWp DMRXWpV SXLV OYDEVR
(spectrofluorimétre SAFAS FLXenius, SAFAS, Monaco) et a 37 °C. Paralgent, une
JDPPH pWDORQ GYDFLGH DVFRUELTXH GH j PJ P/ D p
courbe de calibratiorLe dosage de la vitamine C a été réalisé en triplicat dans le fruit frais.
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1.4.Modéles de digestionin vitro

Pour limiter les éKGHV FKH] OfKRPPH VRXYHQW RQpUHXVHV HW
plusieurs méthoden vitro ont été développées pour simuler les conditions de digestion-gastro
LOQWHVWLQDOH KXPDLQH %ULQYHPHQW OHV OLSLGHV VH U
IRUPH GITXQH pPXOVLRQ GH OLSLGHV GLVSHUVpV GDQV XQH
ions métalliques, du dioxygene en quantité non limitante, des protéines et des polysaccharides.
$ OfDUULYpH GX ERO DOLPHQWDLUH uethéent peur @tteincr§ btinée WR P D F
YDOHXU SURFKH GH S+ /IH S+ GpFURLW SRXU DUULYHU j S+
UHSDV 8Q PRGgOH GYfpPXOVLRQ KXLOH GDQV HDX VWDELOL"
alimentaires, dont les quantités sdadtGDSWpHV j OD SULVH DOLPHQWDLUH
PRGqQOH SRXU pWXGLHU OYR[\GDWLRQ OLSLGLTXH ORUV GH

1.41. 2[\GDWLRQ GIXQH p P& Lif@e Gigegivgxsiqie

'‘DQV XQ SUHPLHU WHPSV CGERIUEBW Lk ém@sios erGnoiddéd D p W
vitro de digestion gastrique. Une émulsion huile dans eau a 10% a été réalisée pour simuler
OTpWDW deX VG Lalirtdrtaires au niveau gastrique. sgstéemea permis de suivre

OYR[\GDWLRQ OLS L &lsdeXddigeStiohIgaktridqe\sel\on\egéipH 5 (début de
la digestion) et a pH 3 (digestion avance).

'DQV OH FDV G Y %8 5 upkPa¥xhpov Bat© dg sodiund 10 mM a été préparé a
SDUWLU GIDFpWDWH GHacd® &étigue UW taunponGeitraxéfd bl mMN - G
phosphate de sodiu(@0 mM) ajusté a pH 3 a été utilisé comme tampon de digestion avancée.

Ce premiersystemeD pWp XWLOLVp SRXU pYDOXHU OYLQWHUDFWLE
iNTOXHQFHYV VXU OTR[\GDWLRQ OLSLGLTXH

1.41.1.PréepaDWLRQ GH OfpPXOVLRQ

'‘DQV XQH ERXWHLOOH GH P/ PJ GH SKRVSKROLSLGH"'

36 mL de tampon approprié (pH 3 ou 5). Les phospholipides ont été dispersés avec un
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homogénéiseur rotestator (Silent Crusher N1, Heidolph) a24000 trs/min pendant 2
PLQXWHV (QVXLWH J GTKXLOH GH WRXUQHVRDERQW pW|
homogénéisée une nouvelle fois a 24 000 trs/min pendant 2 minutes. Pour finir, le mélange a

été sonifié sur un lit de glace par 8 cycles3® secondes avec un intervalle de 30 secondes et

une amplitude de 40% (20 kHz, Q 700 Sonicator, QSonica, Newtown, CT, USA).

1.4.1.2. Préparationde®O fLQLWLDWHXU GH OfR[\GDWLRQ O

(QYLURAQ PJ GH P\RJORELQH GH F°XU GH FKHDIBRX@WDDH
pure. La concentration initiale de la solution était comprise entre 206 et 215 uM. La
FRQFHQWUDWLRQ GH OD VROXWLRQ pWDLW HQ¥ Xlita&¥ H DM X\
détermination de sa concentration exacte par absorption a 526 notilisant un epsilon de
7700 M! cmt (Mikkelsen and Skibsted, 1995

1.4.1.3. Préparation de la pepsine

3RXU pYDOXHU OfHIIHW GH OYK\GUR GoydansS deRaVdgpsiieX H V X U
porcine étaitsolubiliséedans 1 rh de tampon approprié (pB ou pH5) pourobtenirdes
concentrations de 10@5, 6,25 mg/mL. La pepsine était ensueL O XpH GI1XQ IDFWHXU
O 1 p P X<2ldrIBs@onditions expérimentales souhaitées

1414 3UpSDUDWLRQ GHV GLIIpUHQWHY VRXUFHV

Une solution mére fpcatéchine a 16hM a étépréparéalans du méthanoCette solution
pWDLW GLOXpH GfXQ IDFWHXU DILQ GITREWHQLU XQH FR:

le milieu de digestion.

'H OD PrPH PDQLqUH OfH[WUDLW SKpQROLTXH Bq@Wp VRO>
pH DILQ GIDYRLU XQH VROXWLRQ | PO H@éBR DOXHHQ R PRQV
facteur 100 pour obtenir une concentration en polyphénols totaux de 100 uM dans le milieu de

digestion.
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La puréede pomme a étpesée et introduite diremhent dansel milieu de digestion afin
G R EWH Q LebtratighHindéBeQlB0 puMen équivalent polyphénols totaux.

La pomme, sous forme de fruit frais, a btéyéependant 3 secondgs OfDLGH G{XQ UR
ménager(Valentin, SEB) dante tampon appropris SRXU VLPXOHU OYfpWDSH PDVYV
pour @ g de pommerovenant d& a 3 pommes30 g de tamposont ajoutés. Le mélange a
pWp HQVXLWH LQFRUSRUp DX PLOLHX GH GLJHVWLRQ DILQ

équivalent polyphénsitotaux.

1.4.1.5. Smulation dela digestionJ D VW U L TétdIsiBrff X Q H

/IfpYDOXDWLRQ GH OfR[\GDWLRQ OLSLGLTXH D (BWyp UpDOL
5), différentesconcentrations en pepsine, 625 0,25 et 1 mg/mL) et différentessources
G 1D Q W L(Ryit Gd(QpWeée, extrait phénolique et épicatéchibans un ballon de 50Im
(base 36 mrhauteu94 mm, diamétre du col 20mmMR Q SODFH j OfDLGH GYXQH SI
13,35mL d $mulsionauxquelsont étéajoutés 150 L de la solution de pepsine (ou duptan
DSSURSULp /fpYDOXDWLRQ GH OD FDSDFLWp DQWLR[\GDQ\
DMRXW GH —/ GIpSLFDWpPpFKLQH PO GDQV OH PpWKDQRC
tampon, ou 111 mg de purée ou 215 mg de pomme broyée coéurieciddessus. Dans
OYH[SPULHQFH WpPRLQ —/ GH WDPSRQ DSSURSULp pWDL
par ajout del,5 mL de la solution de ményoglobine(20 puM final). Le volume final de
digestion étaitle 15,15 mL.

La digestion était rdimée pendand h dans une étuve a ST et sous agitation magnétique
(280 tis/min). Le premier prélevement (T&Q)pWp HITHFWXp SRXU WRXV OHV JUR
OLQLWLDWHXU GH dmypuBiné)LRQ OLSLGLTXH
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1.4.1.6. EvaluationGH O fR[\igdiqueLRQ O

9 OHVXUH GHV SURGXLWMW GIfR[\GDWLRQ SULPDLUH

/IHV K\GURSHUR[\GHV OLSLGLTXHV TXL VRQW FRQVLGpUp\
GH O Y DFL G Honbén@e&h®nuih Uinkrabtif dienes conjugBsifour et al., 200y Pour
évaluer O 1 D S S D Udiahds Rapjuguds/ un prélevement de 200G p P X étaftirdrlidé
toutes les heures sur éhdissoutdans ImL de propar2-ol puishomogénéisé awortex afin
de FDVVHU O. 1p Bolu@oY dtdt @lorscentrifugee a16200g a 4 °C pendant 5 minutes
pour éliminer les protéines présentans le prélevement. Apres une dilution appropriée du
surnageant (200, 100 ou 50 dans 2 rh de proparR-ol), la concetration en diénes conjugués
étaitdéerminéépar OD PHV XUH G Ha 289 bri (¢pgetifh Qxdn&ite HP 8453 a barrette
GH GLRGH ORQJXHXU GX WUDMHW RSWLTXH FP HQ XWLC
27000 M! cmt pour les hydroperoxydes conjugu@yor, 1984)L 1 D E V ReUWI&DI@ries
conjuguésnitialementprésers GDQV OTKXLOH GoéusliRXUQHVRO pWDLW

9 OHVXUH GHV SURGsttOMMiIréSTR[\GDWLRQ

/IHV SURGXLWYV G YR[\GrD &eLvauéy enFdeter@imahtUdHcdncentration des
DOGpK\GHV SUpVHignwdontGeD4BINE.Q 8 Bldebydles sont tres réactifs, en

particulier avec les protéines. Dans ce travail, seuls les aldéhydes sous forme libre ont été dosés.

'HV SUpOgYHPHQWYV GH —/ GYpPXOVLRQV RQW pWp GlI
centrifugés (5 nm a 16200y, 4 °C) avant stockaga-20 °C pour analyse des aldéhydes dont le
4-HNE GH OYpSLFDWdEWphdpdH HW GH OF

Les aldéhydes ont été quantifiecs en HPLC/MS aprés dérivatisation par -la 2,4
dinitrophénylhydrazine (DNPH). Pour cela, une solutde dérivatisation était préparée en
GLVVROYDQW PJ GH '13+ GDQV P/ GIDFpWRQLWULOH I

préparation est stable 7 jours a + 4 °C.

Le surnageant a été mélangé avec la solution de dérivatisation, volume pour volume (400
pL), dans un vial de 1,5 mL. Le mélange réactionnel a été incubé pendant 1 h a température

ambiante sous agitation puis les échantillons ont été directement analysés en UPLC/PDA/ESI
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MSn (HCT Bruker Daltonics)La stabilité des adduits avec le DNPH était suaal cours de
OfDQDO\VH JUKFH j OfLQMHFWLRQ GTX@tlp poluRENiAge@ORQ Wp

déviation a alors été déterminé.

/ITDQDO\VH HQ 83M&na'éeé (€alisee avec une colonne ACQUITY HSE0
mm x 21 mm i.d., 1,7 umWaterg préchauffé a 40 °C avec un débit de 0,4 mL/min pour un
YROXPH GTLOMHFWLRQ GH —/ /D SKDVH PRELOH pWDLW FI
SKDVH $ HW GIDFpWRQLWULOH SKDVH % /H JUDGLHQW G

Temps (min) Phase B (%)

0 50
1 50
9 98
10 98
10,1 50
11 50

Le détecteur de spectrométrie de ma$$€T Bruker Daltonics)tait configuré avec un
PRGH GYLRQLVDWLRQ SDU HOHFWURYVS Wi¥citledeBBGIEH: QpJDW
voltage duAFDSLOODLUH pWDLW UpJOpj N9 OH GpELW GYD]RWH
séchage était de 360 °C avec une pression de nébulisation de hBspspectres étnt
enregistrés en mode MRM. La transition suivie pour-lENE était O { L Rffagmenté en

ion 167 au temps de rétention 3,96 minutes.

Pour la quantification, une gamme étalrecle standard de-#INE était préparée dans
OYDFpWRQLWULOH HW PLVH j-tlepddsavec BDpoidts dOddlibda8on &lanP PH F |
de 1,02 a 08 uM. Le 4HNE donnant deux régioisomeres séparés en chromatographie, les

aires des 2 pics ont été cumulées.
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1.41.7. (YDOXDWLRQ GH O DidetpEFoH QW UDWLRQ HQ .

La dégradation deO9facophérola été évaluée par UPLC/FluorométriRour cela, o
prélevementde 200L GpPXOVLRQ GLOXp -PRILEWItEHSCUE tabitE [ESUR SD Q
minutes durant la premiéreurede digestiorpuis a 90, HW PLQXWHY /fpFKDQW
ensuite centrifugé a 16209 et a 4 °C pendant 5 minutes. Le surnageant était mis sous
DWPRVSKqUH GYDUJRRA&AHW ¥ ROMHUMPQIDO\VH HQ 82/& GpWDL

1.4.1.8. Evaluationde la bioaccessibilité des polyphénols natifs

3RXU OHV JURXSHV FRQWHQDQW OYpSLFDWpPpFKLQH HW (
phénolique, la bioaccessibilité des polyphénols a été évaluée testdseures par des
SUpOqQYHPHQWYV GH —/ GIpPXOVLRQ /H SUpOIpZMAFPHQW pW
pendant 5 minutes et a 4 °C. La phase aqueuse était récupérée et filtrée sur un filtre seringue
Phenex RC 0,45 um (Phenomenex, Le Pecq, Frauigkonservéa- f& MXVTXYj OTDQD
/ITDQDO\WH pWDLW UpD O iMBpadedH®)m8BtBdde détailf{ée, en section 1.3.3.
/IYDFLGH FKORURJpQLTXH D pWp TxDunardyldspenj équiva@Eht ddOHV Gy
O 1 D p~to@rihrique a 320 nm, ldithydrochalcones en équivalent de la phloridzine a 280 nm,
les PCs monomeéres et diméres d@muivalentépicatéchinea 280 nmet les flavonols en
équivalerW GH OfLVRTXHUFLWRXQHOfpSLFOWpPpFKLQH FRPPH \
GIDQWLR[\GDQW té\émlusdJgn\adiaRtarit labmégthode chromatographique utilisée
SR XU T XD Qabtophérbl dved fine détection en UV/Vis a 280 nm (méthode décrite a la
sectionl.2.2.

Une calibrationde 30 a 0,5 uM en 6 points de gamme a &télisée pour quantifides

différentes classes de polyphénols

1.4.1.9. Evaluationdela dégradation de la vitamine C

La vitamine C a été mesurée toutes les 5 minutes durant les 30 premiéres minutes de la

digestion pour les matrices de fruit frais et purée.
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Paur cela, unSUpOqQYHPHQW GH — /dil@gHai3 X O VER QG H VLG
SKRVSKRULTXH j $SUQqV KRPRJpQPLVDWLRQ DX YRUWH][ C
a 16200g et a 25 °C. Le surnageant était alors transféré dans un vial puis analysé en
83/& 3'$ /YDQDO\WVH pWDLW UpDOLVpH DYHF XQt2,FRORQQH %
id., —P :DWHUV FKDXIIpH j f& /H GpELW pWDLW UpJOp j
pPWDLW GH —/ /D SKDVH PRELOH pW D LriviqeeRhasevA) &t dep H G T H
PpWKDQRO SKDVH % HW OH JUDGLHQW GYfpOXWLRQ pWDLW

Temps (min)  Phase B (%)

0 5
5 10
55 5
75 5

/D YLWDPLQH & D pWp GpWHFWpH j Un® gandrR &tdionHié¢ 206 TR Q G |

— 0 @l BsEdrbique, a été préparée et injectée parallélement (7 points de gamme).

1.41.10. (IITHW GH OD OLSRO\VH VXU OfR[\GDWLRQ OLSL

$ILQ GfpYDOXHU OYLPSDFW GH OD OLSRO\VH VXU OD FL
gastrique, une lipase fongique a étéisde Aspergillus Niger OLSDVH $ GY$PDQR

3RXU FHOD |j OYfpPXOVLRQ pWDLW DMRXWpH OD P\RJORE
mg/mL final) et la lipase pour une activité finale de 100 U/mL (activité selon fabriquant de
12000 U/mg).

Toutesles PLQXWHV MXVTXYj PLQXWHYV XQ SUpOqQYHPHQ

solubilisé dans 1 mL de prop&rol pour quantifier les dienes conjugués et-ldME.

De plus, chaque extrait isopropyliqueéalablement dilué au ¥4 dans du prepan, était
injecté en UPLC/DAD/ESI06Q DILQ GYfpYDOXHU OfYK\GURO\Mid GHV Ol
séparation chromatographique a été réalisée sur une colonne ACQUITY C18 BEH (50 mm x
2,1mmi.d., 1,7 umWaterg préchauffée a 37 °C avec un débit de 0,4 mL/min et un volume
GILOQMHFWLRQ GH —/ /D SKDVH PRELOH pWDLW FRQVWLW )
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Y Y SKDVH $ FRQWHQDQW PO GH IRUPLDWH GIDPPRQL>
JUDGLHQW GTpOXWLRQ pWDLW OH VXLYDQW

Temps (min) Phase B (%)

0 0
3 0
17 34
17,5 100
18,5 100

/IH GpWHFWHXU GH VSHFWURPpWULH GH PDVVH D pWp I
electrospray négatif entre 0 et 6,8 min avec les paramétres suil@nsitage du capillaire
était de 3 kV et un balayage d00 a 300 Da. Pour le mode positif, le voltage du capillaire était
de-3 kV, un balayage de 200 a 700 Da entre 6,8 et 13 min et un balayage de 250 a 1000 Da
apres 13 min. Pour les deux modes, la température du gaz de séchage était de 365 °C pour un
débitde 10 L/min et une pression de nébulisation de 60 psi.

Pour la quantification des composés, une solution étalon a été préparée contenant de la
WULOLQROpPLQH GH OD WULROpPLQH GH OYDFLGH OLQROpP
O 1D F p WB@ calrbeld Hdalibration a été réalisée allant de 3 mM a 93,75 uM par des

dilutions au demi en cascade.

Cette analysa SHUPLVY GH GpWHFWHU OHV TXDWUH DFLGHV JUD\
(acides linoléique, palmitique, oléique et stéariquekiague leur présence sous forme de

diglycérides ou de triglycérides.

1.42. 2[\GDWLRQ GTXQH p hidee¥ diro@e Gigetivigxsiho P
intestinale

/ITRI\GDWLRQ OLSLGLTXH D pWp HQVXLWHL QW N WR.IQDpHH OGF
émulsionhuile dans eadans un modela vitro statiqueutilisant les conditions de digestion

harmonisées par le COST Infog@dtinekus et al., 2014

Pour la matrice« fruit frais », la phase orale a été simulée par un broyage de 3 secondes, a
Of{DLGH GTXQ URERW YDOHQWLQ GH 6HE GH SRPPHYV
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solution de salive artificielle (30 g de SSEmubhted Salivay Fluid) (Tableau 3)comme
GpWHUPLQpP ORUV GTXQ WHVW GYLQFRUSRUDWLRQ GH vDOL"®
Les autres matrices antioxydantes ont été incluses directement en phase gastrique. Elles ont été

préparées comme décriten 1.4.1.4.

/ITpPXOVLRQ pW maSiére Béhtigpndéia Grécédemmeseationl.4.1.1) mais en
utilisant comme tampon la solution simulant le fluide gastrique (SGfykted Gastric Fluid

(Tableau 3 a un pH ajusté &

/ID SKDVH JDVWULTXH GH GLJHVWLR Qarpa\dbris /¢ &R QLZ,5V LW Xp |
mL), de métmyoglobine a 20 uM en final (1,5 mL), de pepsine a 1000 U/mL en final (1 mL),
de CaC} j PO HQ ILQDO —/ GIXQH VROXWLRQ | 0 HW V
PDWULFHY DQWLR[\GDQWHVW{pSLFDWHKERHQWRO XPOLRR PJ
phénoliqgue dans 1 mL de tampon pH 5 ou 124 mg de purée ou 215 mg de pomme fraiche
préparée comme-cessus) pour un volume total de 223,2mL. Les concentrations finales
en polyphénols totaux sont de 100 uM pdas matrices purée, extrait phénolique et
PSLFDWpFKLQH HW GH —0 SRXU OH IUXLW IUDLV /fHQVH
ajoutés de maniere séquentielle comme dans le modele de digestitba gastrique et le pH
DMXVWp DY D QtiydQlfiinel R XW GH Pp

La durée totale de la phase gastrique était de 2 heures a 37 °C et sous agitation a 280 trs/min.
Durant la phase gastrique, deux conditions ontéstiéisées 2 heures a pH 5,0 ou 1 heure a pH
5,0 puis lheure a pH 3,0 par ajout de de HCI &I 119 uL).

Des prélevements de 200 uL pour doser les dienes conjugués et de 500 pL pour évaluer la
bioaccessibilité des polyphénols ont été effectués toutes les 30 minutes lors de la phase
gastrique et traités comme pour la digestiovitro gastrique sule gectionsl.4.1.6 et 1.4.1.8).

/IHV DQDO\WVHV GH ODWRHEBERSIGCUVRIRAVWGIE D D.IpSLFDWpPpFKLQH
dans ce modeéle de digestion ont été réalisées de maniéres idensiectengl.4.1.7 et

1.4.1.8. Apres le dosage des diénes conjugués au temps 120 mieusespageant restant a

éte conserve 20 °C pour analyser les aldéhydes prodent$in dephase gastrique. Un aliquot

de 1 mL de la phase gastrique finale était conservée & & HQ YXH GTDQDO\VHV FRPS

si nécessaire.

Le passage en phase iribeale a été réalisée par une dilution volume par volume (1/1) des
10,5mL restant de la phase gastrique par ajous,8emL de solution de pancréatine (100 U
trypsine/mL final) solubilisée dans un tampon simulant les sécrétions intestinales (SIF,
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Simuhted Intestinal Fluid ajusté a pH 6,5 par du NaOH a)l(Yableau 3)HW P/ GITH[WUDLW
sels biliaires également solubilisés dans du SIF pour une concentration finale de 10 mM.
Ensuite, 63uL de CaCbk a 0,1 M étaient ajoutés pour obtenir une concentraitiahefde 0,675

mM (CaCh GpMj SUpVHQW GDQV 6*) HW OH S+ DMXVWp j SDU
durée de la phase intestinale était de 2 heures a 37 °C sous agitation magnétique a 280 trs/min.
Comme pour la phase gastrique, les préléevementsetémisés toutes les 30 minutes pour

doser les diéses conjugués petur évaluer la bioaccessibilité des polyphénols natifs. Le
surnageant restant pour doser les aldéhydes en fin de phase intestinale était ceB8€1@¢é a

et 1 mL de phase intestinaledie a été conservé-80 °C pour des analyses complémentaires

si nécessaireLes analyses étaient identiques a celles pratiguées en modeéle de digestion
JDVWULTXH &HSHQGDQW OYDQDO\WH GHV DOGpK\GHV D p
O 1 K H [ DXhEptEnaletlle-®cténal La méthodologie était identique a la section 1.4.1.6. Les

tansitions suivies étaient les suivantes
4-HNE, ion 335 A167 (3,96 min),
pentanal, ion 265E163 (4,36 min),
hexanal, ion 2794163 (5,15 min),
2-heptenal, ion 2914163 (5,60 min),

2-octenal, ion 3054163 (6,30 min).

Tableau 3: Concentration en électrolytes des différents fluides simulés utilisés dans le
modéle de digestion gastiatestinalein vitro statique.

SSF (mmol/l) SGF (mmol/L) SIF (mmol/L)

pH 7 pH 5 pH 6.5
KCI 151 6,9 6,8
KH2PQy 3,7 0,9 0,8
NaHCGQ 13,6 25 85
NacCl - 47,2 38,4
MgCl2(H20)s 0,15 0,1 0,33
NHsHCGs 0,06 0,5 -
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15 (ITHW GX S+ GH OD SHStethnel st Via steudtur® fie 3 F
métmyoglobine

1.5.1. Effet du pH

[THITHW GH O DpHrab touid @ laRl@e&ioh (baisse au niveau gastrique, hausse au
niveau intestinale) sur la stabilité de la métmyoglobine a été évalué pour potentiellement
H[SOLTXHU OHV GLIIpUHQFHV GYR[\GDWLRQ OLSLGLTXH TXL

DDQV XQ SUHPLHU WHPSVY SRXU PLPHU OD GHVFHQWH GX
GIXQ UHSDV XQH GHVFHQWH GH S+ GH | D pWp UpDOLYV
myoglobine 200 uM dans un tampon citrate 10 mM/phosphate 20 mM a pH 7 ailués
dans une cuve en quartz par 1,95 mL du méme tampon pour une concentration finale de 5 uM
en métmyoglobine. Une micr@étrode MettlefToledo a été insérée dans la solution le long
GIXQ DQJOH GH OD FXYH /HV VSHFW U bhvVéte dnegistredt@iidsL RQ Gt
les 30 secondes en mode cinétique par un spectrophotometre a barrettes de diode (Hewlett
Packard 8453, trajet optique : 1cm, 190 nm a 1100 nm). Une fois le pH ajusté exactement a 7,
la descente de pH par palier de 0,5 (pH 7 aubjle 0,25 (pH 5 a 3) était réalisée par ajout de
+&0 1 GH j —/ XQH IRLV OYDEVRUEDQFH | QP VYV
WHPSpUDWXUH GH OD FXYH HQ TXDUW] pWDLW PDLQWHQX
/ITDIJLWDWLRQ P DalaQyeWthiT rédieeGmouQune @itesse constante de 1000 trs/min
grace a un agitateur Variomag (Telemodul 20C). Les valeurs de pH mesurées a 37 °C étaient
inférieures de 0,05 unités de pH a celles mesurées a 25 °C etppamtédes sans correction.

Dans unsecond temps, le passage de la fin de la phase gastrique a la phase intestinale
(duodénum) a été mimé. Pour cela, la méme méthode que précédemment a été utilisée. Quand
OH S+ pWDLW j GHSXLV RX PLQ LO D pWp UHO RDQWSH SD
GIXQH VROXWLRQ 6H.)1D2+ 1

(Q SbubOOgOH GHV VSHFWUHV GYDEVRUSWLRQ RQW pWp
1,98 mL de tampon citrate/phosphate ajusté avec HCI 1 N pour des pH entre 5 et 3 ont été
DMRXWpV —XMEA R 8 \NKRP@GDWLQH —0 SUpSDUpH GDQV '06
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1.5.2. Effet de la pepsinen absenckHW HQ SUpVHQFH GYpSLFDWpPFK

/IfLPSDFW GH OD SHSVLQH VXU OD VWDELOLWp GH OD PpW
H[SOLTXHU VRQ LQIOXHIpiHigueVRXoUr @8R4\ EDON|ILRde tampon
citrate/phosphate acidifié@H 5, 475, 45 ou 4,25, ont été ajoutés 20 pL de MeOH, suivis 30
V SOXV WDUG SDU —/ GH PpWP\RJORELQH —0 SUpSDUp
changements spectraux (3mn 20 YL de pepsine a 6,25 mg/mL solubilisée dansadiypon
acétate 10 mM a pH 5 étaiexjoutés pour obtenir une concentration finale de 62,5 pg/mL dans
OD FXYH /YDFWLYLWp GH OD SHSVLQH SRXU FHWWH pWXGH
selon Mnekus et al(2014. /THQUHJLVWUH P HQ \Walaéltoutes3dd E WilsHvVlep WD L W
FRQVWDQWHYV GH YLWHVVH GTfRUGUH VRQW H[WUDLWHYV Gt

Les proportions entre les différents éléments (épicatéchine, pepsiréneyogobine) ont
été conservées par rapport aux modeéles de digastivitro avec des concentrations 4 fois

moindres.

1.6.Mesure de la taille de particule (gouttelette lipidique) dans les modéles de
digestion

La distribution de la taille des gouttelettgsdiques a été déterminée au temps TO sur les
modeles de digestiom vitro DYDQW OYYDGGLWLRQ GH OD P\RJORELQH I
(Mastersizer 2000, Malvern Instruments, Orsay, France). Le calcul a été réalisé en utilisant la
théorie de Mieetd¢¥ LQGLFHY GH UplUDFWLRQ GH SRXU OTKXLC
GLVSHUVDQW HDX RVPRVpH HW XQH YDOHXU GTDEVRUEDC
distribution était déterminée en utilisant trois parametres de granulométrie diffédernts
da,3) et le mode. Le diametre de Sauter ou surfacigge U HSUpVHQWH OH GLDPgWUF
TXL DXUDLW OD PrPH DLUH GH VXUIDFH TXH OHV SDUWLFXC
dz.2)= Gwidigl aidi 2 ou n est le nombre dparticules avec le diametre e parametre @ls)

représente le diametre des parkes pondéré par leur volurosalculé par la formule suivant :

da.a = aidi*/ aid® o n est le nombre de particules avec le diamét(Mdrkus, 200%. Le

mode est le diamétre des particules les peprésentées dans la distribution.
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1.7. Analyse statistique

Tous les résultats sont présentés sous forme de moyenne-tygedri= 3 - 7). Une analyse
GH YDULDQFH $129% D pWp XWLOLVpH SRXU pYDOXHU O
conditionsexp&) LPHQWDOHYV 6L XQ HIIHW VLJQLILFDSEYQVVIHW W +
posthoca comparaison multipleée TukeyKrameravec une significativité inférieure a 0,05 en

utilisant le logiciel XLStat pour identifier les différences entre les gropesion 2013,
Addinsoft SARL, Paris, France).
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2. Matériels et méthodes des expérimentatiangvo

7RXV OHV SURWRFROHYV H[SpULPHQWDX[ GH OTpWXGH DQLI
de PharrrEcologie Cardiovasculaire (EA4278, UFR Scienced) @ T XQLYHUVLWp GT$YLJ
Pays du Vaucluse, de maniére conformes @uide for the Care and Use of Laboratory
Animals» GpFULW SDU OfLQVWLWXW -@nB WLHR abodal @thdeniesV D Q W p
Press US, 8th edition, 2011) et en accord delirective 2010/63 EU du parlement européen
VXU OTXWLOLVDWLRQ GHVY DQLPDX[ HQ ODERUDWRLUH DLQ\
GH Of{DJULFXOWXUH

Tous les animaux ont été élevés dans des conditions constantes de températardl)21
et AKX P L G tV8%) avec des cycles jour/nuit de 12 heures et un axtdibituma la
QRXUULWXUH HW j OfHDX

Lors de cette étude, nous nous sommes intéressés aux effets chroniquies de
OTR[\GDWLRQ OLSLGLTXH LQGXLWHQBWYW IFRX W\D\GHaxDL G HJ B \

effets potentiellement antkydants depolyphénolgle la pomméeReinette de Flandre.

2.1.Préparation des différents éléments du régime nutritionnel

La nourriture enrichie en lipides était le High Fat 230 @3B, SAFE, Augy, Francd. Les
teneurs respectives en acides gras ont été évaluées selon la méthode détaillée dans la section
1.2.1: C14:0 (1,7%), C16:0 (24,6%), C16:1 (3,2%), C17:0 (0,4%), C17:1 (0,3%), C18:0
(11,9%), C18:119 (32,4%), C18:1+7 (3,5%), C18:2 (11,1%) et CI1B(0,8%).

/I TKXLOH GH WRXUQHVRO 5XVWLFD ORW $ ODUTXH 5HS
gue celle des étudas vitro. Cette huile contien®, GIDFLGHV JUBACYDXBKUpV
C18; 02% C20), 27 GIDFLGHV JUDV BRQRAX) YD/ X18:pA9; 0,6%
C18:1n7;01% C20:1)and 62 GIDFLGHV JUDV SARCILB:Q; \JW/X18:B)V

/ID YLDQGH GH E°XI D pWp DQctoHiet \thatdlalsgMdhtfXve) d6&sXdrreH U
de steak haché& de 150 g. Les steaks hachés été placés dans des sachets alimentaires
plastiques fermés hermétiquement puis cuits dans un bain marie a 70 °C pendant 35 minutes
permettant une cuisson douce et homogéne. A la fin de la cuisson, les steaks ont été mis en
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surgélation pendant 1 h20 °Capres évacuation du jus de cuisson. Pour finir, les steaks étaient
lyophilisés puis broyés (robot Valentin, SEB) pour obtenir une poudre conser26e°@
MXVTXYj] OD UHFRQVWLWXWLRQ GHV GLIIpUHQWY UpJLPHV &
fer et de lipides. Ainsi, cette viande contient 10,3 g de lipides (triglycérides) pour 100 g de
matiere seche (méthode gravimétrique). Les teneurs respectives en acides gras ont été évaluées
selon la méthode détaillée dans la section 1.216:0 (25,6%)C16:1 (3,8%), C17:0 (1,4%),

C17:1 (1,1%), C18:0 (17,1%), C18:9n(46,2%), C18:14Y (2,2%), C18:2 (1,8%) et C18:3

(0,7%).

/H SURWRFROH GH GRVDJH GX IHU KpPLQLTXH FRQWHQX G
XWLOLVpH O mUWivo ést-adapfiaeViiot®aidi et al(LombardiBoccia et al., 2002
%ULqQYHPHQW PJ GH YLDQGH O\RSKLOLVpH RQW pWp
GIDFpWRQH HDX D,5M /i, 180(2H) (Riddnt66 @inutgsO FREVFXULWp HW D

homogénéisation par vortex toutes les ifutes. Ensuite, la solution étagntrifugée a 6000

g SHQGDQW PLQXWHYV HW | f& 3RXU ILQLU OYDEVRUEDQ
QP UHWUDQFKpH GH 1of® &é/ ttemnih€eF Pargllelement une gamme
GIfKpPDWLQH DOODQW GH | —0 VROXELOLVpH GDQV XQH

1,5N (v/v, 80/20) &it SUpSDUpH DILQ GYpYDOXHU OD TXDQWLWp GH
poudre de viandéTableau 4. La teneur en fer héminique a été évalu8@ a+ 5,5 ug de fer

atomiquég de matiereséche ou lyophilisépour le lot n°2(12 kg) et 63,1 + 4,8 ugde fer

atomiquég dematiereséchepour le lot n°3 (12 kg)

Les pommes utilisées étaient issuesalegkolte 2016 du méme producteur que pour les
étudesn vitro. La quantification de la teneur en polyphénols a été évaluée de maniere identique
a précédemment pour les matricguuée» et «extrait phénolique» (sectionl.3.4. La matrice
extrait phénolique a été préparée de maniére identique aux études (sectionl.3.2. La
PDWULFH SXUpH D pW prddddt R&Ddip®@B3 (RdpDdbG BnivdgkoQitalie).
%ULQYHPHQW NJ GH SRPPH RQW pWp FRXSpV HQ j OfC
trognon et pépins mais en conservant la peau. Ensuite, la purée a été cuite dans le robot Robogbo
QB8-3 sous vide -950 mbar) a80 °C (par un chauffage ddle enveloppe a convection)
pendant 10 minutes et sous agitation (1000 trs/min). Pour finir, la purée a été répartie dans
différents pots a confiture puis autoclavée a 100 °C pendant 20 minutes et stockée a 4 °C en

attendant la reconstitution des différenégimes.
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2.2.Population etrégimes expérimentaux

Pour cette étude chroniqug) souris mées C57BL6 ApoE, déficientes pour le géne de
OfYDSROLSRSURWpPLQH ( RQW pWp IRXUQLHV SDU OH /DEI
cardiovasculaires et respiratesr(HP) des Facultéde MGHFLQH 3KDUPDFEde GH OT8!¢
Grenoble Alpes/INSERM (U1042). Ces souigees de 8 semaines (22 = 1 g) ont gtartiés
aléatoirement emuatregroupes de 20 animaux. La durée du régime nutritionnel était de 12
semaines. és différents régimes ont été constitués au sein du laboratoire et les quatres groupes

étaient les suivants
(1) HF 230 + viande rougecellulose(HF+RM)
(2) HF 230 + viande rouge + huile de tournesokllulose(HF+RM+SO)
(3) HF 230 + viande rouge +ulte de tournesol + purée de pomme (PUREE)

(4) HF 230 + viande rouge + huile de tournesol + extrait phénofiqedlulose(Phenolic
extract, PE).

La composition en macrcet micronutriments des différents régimes est donnée en détalil

dans lgableau 4
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Tableau 4 : Composition et répartition nutritionnelle des différents régimes riches en gras
supplémentés ou non en polyphénols.

Nourriture ingérée

HF + RM HF + RM + SO | PUREE PE
Prog&ines(% kcal) 16,1 12,3 12,1 12,1
Carbohydrate§% kcal) 24,2 18,5 19,4 16,6
Lipides (% kcal) 59,7 69,2 68,5 68,3
Calories (kcal par jour) 12,1 13,0 11,7 12,4

Composition (% de poids de régime)

High Fat 230 79,5 68,6 60,6 67,0
Huile de tournesol - 13,7 12,1 13,4
Viande rouge 19,9 17,1 15,1 16,7
Polyphénadls - - 0,060 0,061
Purée - - 12,1 -
Extrait phénolique - - - 2,3
Cellulose 0,64 0,55 - 0,54
AGPI n-6 10,5 28,3 28,3 28,3
Cholesérol 0,076 0,066 0,058 0,064
Vitamine E 0,014 0,021 0,019 0,021
Fer héminique 0,0013 0,0011 0,0010 | 0,0011

La cdlulosea été ajoutée aux régimes HF+RM, HF+RM2 HW 3( SRXU FRPSHQVHU
en fibres de la matrice purée.

La détermination de la compositigiesdifférents élémentde nos régimes nutritionnels a
été réalisée a partir des valeurs fournis par SAFEBgcsition High Fat 230) et par les tables
Ciqual (protéines de la viande, cholestérol du saindoux et de la viande, glucides des matrices
purée et extrait phénolique de pommmes valeurs de matiere séche, de fer héminique et du
taux de lipides de la viaedainsi que celles pourles AGRINGH OD YLDQGH GH Of+L.
et GH OYKXLOH GH WRAD QrHWRD® IHYWH HFH®W KD fXHKKLOH RQW pWp
laboratoire (SQPOV)

Les différents régimes étaient conservés a f& MXVTXT]j O Xrois XoW pa&® L VD W
semaine, les régimes ont été changeés et un suivi de la prise alimentaire a été réalisé. Le suivi de

poids des souris était effectué toutes les semaines.

/IH SRXUFHQWDJH GYDFLGH OLQROPpPLTXH GHVIsaht3dsGHYVY WR
YDOHXUV PHVXUpHV SRXU OH +LJK )DW OfKXLOH GH WR)
HNE dans la nourriture avant et aprés les changements de régime a été déterminée selon la
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méthodedécrite dans la section 1.4.k6ne présentait pae différence significative indiquant

TXH Of{R[\GDWLRQ OLSLGLTXH QYDYDLW SDV OLHX ORUV GH
VXSSOpPHQWDWLRQ HQ SRO\SKpQROV HVW EDVpH VXU GHV
(0,69 de polyphénols poudr kg de nourriture totale).

2.3.Mesure de paramétres physiologiques

231. (YDOXDWLRQ GH OTKRPpRVWDVLH GX JOXFRVH

2.3.1.1. Test de tolérance au glucose

$ILQ GTpYDOXHU XQH pYHQWXHOOH DOWpUDWLRQ GX FRQ
glucose a été réalisé@ ILQ GH UpJLPH /H SULQFLSH GX WHVW UHSF
SPULWRQpPDOH GTXQH TXDQWLWp LPSRUWDQWH GH JOXFRYV
réguler sa glycémie. Cette régulation met en jeu la fonction endocrine du pancréas (sécrétion
GILQVXOLQH HW OD FDSDFLWp GHV RUJDQHV SpULSKpULTX
ce glucose. Les individus poéabétiques ou diabétiques vont présenter une hyperglycémie plus

prononcée et persistante indiquant une inseil@sistance.

BrievHPHQW OHV DQLPDX[ RQW pWp PLV j MHXQ OD YHLOOH
(18h-9h). Une incision était pratiquée sur le bout de la quedalablement anesthésiée par
OTDSSOLFDWL RémettdantQie @EaiseD ded ptélevements sasgall niveau de la
veine caudale. Les mesures de glycémie ont été réajfisé un lecteur de glycémi€aresens
N; | sens) Une premiére mesure de glycémie était réalisée a jeun puis a t=10, 20, 30, 60 et 120
minutes apre administration intrpériton@ledf XQH GRVH GH JOXFRVH FRUUHVS

23.12. THVW GH WROpUDQFH j OTLQVXOLQH

/IHWHVW GH WROpUDQ®#plYDOKIHQN RO L\OHOQYHBPBGIMVG j OTLQV
OD SUpVHQFH @Sixtanet ¢t @ ¥t¥ ealioéRors de 1¥"18enaine de régimele
principe de ce test repose sur la capadég tisss insulino-sensibls a cager le glucose
/ITDPSOLWXGH GH OD UpSRQV Hjegtios mt3dS p P B WTRXQHIiReGe &t WGHT 1| QO
XQ LQGLFH-serfsibité/Poar udrjehon pathologiqueF  Hydik& insulino-sensible,
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OD JO\FpPLH GLPLQXH UDSLGHPHQW HW UHYLHQWhpzZXQH YDC
un sujet insulinelUp VLVWDQW R+ OTHIIHW GH O { LdécwoX faibléenH VW GLP

Pour réalisece test, és souris ont été mises a jeun sur une période de 6 hewb4h(8h
Ensuite, la glycémie a jeun était mesurée par une incision sur la veine caudale puis a t= 10, 20,
30, 60, 90 et 120 minutes apres une administration-itpfJ LW RQpDUH GITXKQWXGRQ
FRUUHVSRQGDQW j 8, NJ (Q FDV GH PHVXUH GYXQH JO\Fp
étaientexcluedu protocole et stabilisées par une injectidra-péritonéalale glucose a 2 g/kg

2.3.2. Mesure de la pression artérielle

La pression dérielle a été mesurée de maei@oninvasive en début et en fin de régime
SDU SOpWK\VPRJUDSKLH SUpVHUYDQW DLQVL OfLQWpJULW,
systeme CODA de mesure ditéTailcuff » (CODA, Kent Scientific corporation, Torrigh,
CT, USA) La mesure de pression artérielle a été réalisée par la pose de deux brassards au
QLYHDX GH OD TXHXH GH OD VRXULV 8Q SUHPdethdu&e DV VDU
et gonflé & une pression sugagstolique praéterminée (256nm Hg) permettant de stopper
OH I10X[ VDQJXLQ DX QLYHDX GH OYDUWqQUH FDXGDOH HW
brassard était placé sur la partie distale de la queue évaluant les variations du flux sanguin. La
pression systolique était détermindeearegistrée automatiquement lorsque que la pression
DSSOLTXpH SDU OH EUDVVDUG GYRFFOXVLRQ QYpWDLW SOX
SUHVVLRQ GLDVWROLTXH pWDLW GpWHUPLQpH ORUVTXH Of
mesurée parel brassard distal était nul{€igure 39). Pour finir, la pression moyenne était

calculée par la formule suivante :

SUHVVLRQ $UWpULHOOH OR\HQQH

SUHVVLRQ 'LDVWRIOULVIXRHQ 63 VWROVLRHLDVWROLTXH

$ILQ GIREWHQLU X@piimale, 8 RaSuKds \oht iBlt€3 [eté réalisées a la méme
heure (9h) évitant les potentielles variations journalieres de pression artérielle. De plus, 2 cycles
GH PHVXUHV GYDFF O L P DavgdmaineR@cégdanDliésH@dais) gellitnlinvey V
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OTLQIOXHQFH GX VWdglestV Tehe/mD@es Bva chegaé&mesure, les souris

ont été placées dans une couveuse §&7 LQGXLVDQW XQH YDVRGLODWDWLR
caudaleD | L @néiferla qualité de la mesure. Ensuite, lesrgs ont été introduites dans des

tubes de contention et dépeséur une plateforme chauffante réglée a@maintenant une
température corporelle stable. Une fois les brassards placés, 25 cycles de mesures ont été
réalisés en considérant les 10 pretfleFRPPH GHYV F\FOHV GY{KDELWXDWLRQ
les 15 suivants étaient enregistrés pour chaque animal. Pour chaque esymisssion

artériells VAVWROLTXH GLDVWROLTXH HW P R\dyceQroyme&W OH Up

r~ LU 30U
23 e 155 250
*0i3
1667 & d=—————— - 1= ~.. Pression artérielle systolique g 2000
g it >
1250 © € =-——=—-————=——fF—-== jlllreSSion artérielle diastolique 1300
833 ' 1000
a7 (Ch02: 2345 ] S~
00 3 & 100 B3 %7 00
Channel Systolic Diastolic Mean Rate Flow  Volume Status
2 158 118 132 0 2.83 19 OK

Figure39: 5HQGX JUDSKLTXH GTXQ HQUHJLVWUHPHQW VXU XQ
le systeme CODA

233. (YDOXDWLRQ GH OD WDLOIi®Vvopat ¥cho@dpAieXx HYV G DV

La formation de la pla H GTIDWKpURPH D pWp piddrégitmeHaHQ GpE
echRJUDSKLH DYHF OH V\VWqgPH GfLPDJHULH 9HYR E ).
&DQDGD pTXLSp GH OD) X GHpTXHQ@H GH 0+] HW GTXQH
UM au niveau de la crosse aortique.

Les sourisont étépréalablement anesthéséeS DUQRABDIODWLRQ GTXQ PpODC
GILVRIOXUDQH ,VR)ORE =RHWLNGDIPW & HSGS P8 NYG\W KD O

$LU /LTXLGH 3DULV )UDQFHmiKHQWMLOK VjWKGaGehEepad DG
PDVTXH SHQGDQW WRXWH DD XGX Ppi®BH K JH[DPERLVRIO XU

médical, ventilé & L.mint /9 D Q EtRifpGsitionné en décubitus dorsal sur une plaque
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chauffante permettant le maintien de sa température corpguedtaitsuivie par sonde rectale.

Le cou et la poitrie étaient soigneusement rasés en utilisant une creme dépilatoire (Veet,
Reckitt Benckiser, Slough, Royaurhmi). La fréquence respiratoire egllectrocardiogramme
étaientmonitores WRXW DX ORQJ GH OfH[DPHQ JUKFH DXJ[ttpOHFWUR
sur la plaquela crosse aortiquétait GpJDJpH j SDUWLU G XQ@éllohdpédx& HQFH S
(décalage a droite).e posttraitement des imagesétéHIITHFW Xp j OfDLGH GX ORJLFL
(Fujifilm VisualSonics, Toronto, Canada). La surface deleguea étémesurée en deux
LQFLGHQFHYV j SDUWLU GTXQH FRXSH ORQJLWXGLQDOH HW
(Li et al., 201} (Figure40). Les mesresont étéréalisées au pic dd lors du complexRS

(contraction des ventriculesentre deux pics inspiratoires, et moyennées sur 3 cycles
cardiaques.

Figure 40: OHVXUH GH OD SODTXH GI{DWKpURPH HQ pFKRJL
Contour de la plaqué&s 1 D W KegnbIRre Al gauche coupe longitudinale. A droitecoupe transversale.

2.4. Anesthésie et prélévementissulaires

A la fin des 12 semaines de régime nutritionnel, les souris étaient mises a jeun la veille pour
XQH SpULRGH G T H Brahy. ReQendemain l&stsdlris ont été anesthésiées par une
injection intrapéritonéle dePentobarbital Sodigfg120 mg/kg). Aprés une thoracotomie, un
prélevement sanguin intracardiaque au niveau du ventricule gauche a été réalisé. Le
prélevement sajuin était ensuite laissé 10 minutes a coaguler dans un tube eppendorf puis
celukci était centrifugé 10 minutesa 3@ 4°C /H EORPRYUXMH pWDLW DORUV SU
la bifurcation iliaqueet plong rapidement dans une solution de Krelemiseleita 4 °C (NaCl

137



118 mM; KCI 4,7 mM; MgS®@1,2 mM; KHPQ; 1,2 mM; NaHCQ 25 mM; Glucose 11 mM;

CaCbk2,5 mM). Selon les animauxes aortes ont étdtiliséespour effectuer (13oitles tests de
vasoréactivité, (2s0it XQH FRORUDWLRQ KLRedR &fiR d& Vixudlis€rDd) O 2L (
GpYHORSSHPHQW G H V(3 sibdésadalyBsdpehiknmudRoBrdes derniéres,

le tissu adipeux pénasculaire était soigneusement retiré, puis les échantétarentcongelés

GDQV OYfD]RWH OLT8LGH HW FRQVHUYpV j

Enfn OD SDUWLH VXSpULHXUH GX F°XU FRPSUHQDQW OfDU
D pWp SORQJpH G@poal Guiting Ten@eratuygermettant leur fixation puis les
échantillonsétaient FRQJHOpV GDQV OD]RWMEHA -8DL TXphoGrHevdduat FRQV
XOWpULHXUHPHQW OHVY FDUDFWpPULVWLTXHV GHV SODTXHYV

2.5.Evaluation de la dysfonction endothéliale par des tests de vasoréactivité

aortique

Lors du prélevement le tissu adipeux périvasduld pWDLW UHWLUp SXLV OfDF
DQQHDX[ GfHQYLURQ PP /HVY DQQHDX[ pWDLHQW DORUV S
une solution de KrebBlenseleit chauffée a 37 °C et bullée par du carbogéne (955843CQ)
assurant la stabilité doH a 7,4 et une oxygénation suffisante. Dans la cuve a organes, les
DQQHDX[ RQW pWp PRQWpV HQWUH GHX[ FURFKHWY PpWDOC
capteur de force isométrique EMKA (EMKA technologies, EMKA Paris, France). Le signal de
la mesure était transmis a un amplificateur puis traité informatiquement par un logiciel
GIDFTXLVLWLRQ ,2; (0.% WHFX@&eRL).LUhY fadsDdlatéds, up& DQFH
WHQVLRQ GH J pWDLW DSSOLTXpH DX[ DQQsli@2di$ee8QH Sp
durant 60 minutes avec un réajustement de la teasighg a 15 et 45 minutes.

$sSUgV OD SpULRGH GH VWDELOLVDWLRQ XQ SUHPLHU WH
O { Hi@IBMR et que celuiFL QIDYDLW SDV pWp HiQdetR®P e RIpon@myeUD QW (
Pour cela, les anneaux étaient contractés par une dose de phényléphrine (1 uM) puis relachés
SDU XQH GRVH GYDFpMyueEXROLQH —0
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Apres 3 rincages de 5 min avec du Krétenseleit, ne dose réponse vasorelaxante a
OYDFpW\OFKROLQH QO | —0 p\Aconraeté Ugs aneatp d 1D SUqV
phényléphrine (1 uM)Kigure42). La relaxation maximale (Rmax) et la sensibilité des anneaux
j OTDFpW\OFKROLQH '( RQW pWp GpWHxdtioh @ecdidreDILQ Gt
GpSHQGDQWH GH OfHQGRWKpPOLXP SRXU OHV GLIIpUHQWYV J

Les anneaux ont été de nouveau rincés 3 fois au Ktehseleit puis préontractés a la
phényléphrine (1 uM) afin de réaliser une seconde dose réponse relaxante au nitropieissiate
sodium (1 nM a 30 uMjFigure4?2). Ce dernier agit directement au niveau G84L et permet
GRQF GYpYDOXHU OD UHOD[DWDORG@ OY®GRWXPOLXPA LQGpSHQGI
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Figure 41 : Représentation du systéme de cuve a organe(iSglézhan, 2013
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Figure 42: Représentation du protocole de vasoréactivité.
ACh : acétylcholine, SNPNitroprussiate de sodiunPE: phényléphrine

26.0HVXUH GX GpYHORSSHPHQW GHV SODTXHWReGODWKpUR!

/ 1 21R@d-0 est utilisé pour visualiser les lipides &L VW R O R-RedO (TH2:kN20)
est un colorant lysochrome (liposoluble) qui se lie de maniére spécifique aux structures
lipidiques permettant de visualiser les triglycérides neutres et les acides gras dans les tissus. Le
lysochrome se déplace de laagk aqueuse dans laquelle il se trouve vers les lipides tissulaires

par réaction physique (diffusion). Aprés une incubation, les lipides apparaissent en rouge Vif.

3RXU OD SUpSDUDWLRQ GH OD VROXWLRQ PgqUH XWLOLVpF
RedO (SigmaAldrich, Saint Quentin Fallavier, France) était dissout a chaud (40 °C) dans 100
mL de propar2-ol pendant 20 minutes. Chaque jour la solution de coloration était préparée en
PpODQJHDQW SDU LQYHUVLRQ P/ GTHRX XQWReBIRILE DYHF
solution de coloration était alors filtrée grace a du papier filtre Paperman (0,45 um). Aprés le
prélevement, les aortes étaient fixées dans du paraformaldéhyde a 4% pendant 24 h a 4 °C. Les
aortes étaient ensuite plongées toutedé dans la solution de coloration a température
ambiante, apres avoir été rincées 3 fois dans une solution de Heeabsleit. Pour finir, les
aortes étaient incisées de facon longitudinale et photographiées sous loupe bindtateire
Moticcam 2300Motic China group C9 | OTDLGH QGuoti©ImddeRLOH@otic China
group Co.) /H SRXUFHQWDJH GX GpYHORSSHPHQW GHV SODTXF
UpDOLVDQW OH UDSSRUW GHV DLUHV FRORUpHV #ld@lURXJHYV
image ¥ (Image JNIH, USA).
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27.&DUDFWpULVDWLRQ GH OD SODTXH GTDWKpURPH

ASUgV OH SUpOgQYHPHQW GRIPQRH REINOPD\WRERRNVHp VDY HW FR)
environ 3 mm de la base demntricules Figure43). /D SDUWLH VXS pUrmptetdhH GX F°)
la racine aortique, était orientée de maniere bien verticale vers le haut puis incluse dans un
PRXOH GY2 & 7 HW UDSLGHPHQW FRQJHOBMHGAGDQV OYD]RWH

Figure 43: 5SHSUpVHQWDWLRQ GH OD G LVIMHFOWMR@® @ G B QXU OOJR

Les lames constituant les coupes histologiques de valves aortiques étaient réalisées sur
cryostat (Leica CM1950, Leica systems, France). Les coupes aortiques ont été jetées avant
GIDWWHLQGUH OH VLQXV DR VaVdsTaxrkquBgvérifie ab fric®scbpg LW LR Q
optiqué. Une fois bien orientées, les coupes étaient réalisées tous les 10 um avec une épaisseur
de8um /HV FRXSHV pWDLHQW UpDOLVpHYVY MXVTXTYj OD GLVSDU
de 50 lamegqFigure 44). Les lames étaient ensuite conservéef® °C en attendant la

réalisation des colorations.

Figure 44 : Représentation de la réalisation des coupes histologiques aux niveaux des
valves aortiques.
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Une mémecoloration été réalisée toutes ldslames (ex 1, 10, 20, 30, 40) permettant de
UHFRQVWUXLUH XQH LPDJH HQ G L e soloRtpis @ftdredté&s SOD T X
ont été réalisées

xColoration au Rouge Siriugjui est un colorant acide hydrophile teintant en
rouge les fibreselcollagenet SHUPHWWDQW GffpYDOXHU OD ILEURVH LC
GIDWKpURPH DX QLYHDX GH O BemfiEeS pauheicudatiohHle IHY ODP |
PLQXWHV GDQV XQH VROXWLRQ GH SDUDIRUBPDispendai G H j H
5 minutes. Ensuite, les lamesgiéntplacées dans un bain de rouge sifiLabomoderne, Paris,
France)pendant 15 minutes et rincées 2 fois rapiderbesgcondesGDQV XQH VROXWLRQ
acétique a 10%. Pour finir, ellesagntdéshydrattiHV VXFFHVVLYHPHQW GDQV GHYV
a 70° (1 minute) G T p W K DOQ°R3Cfoig une minute) etle xylene(3 fois 2 minutes)uis
montés ] OT(RNLWW

xColoration Hématoxyline #£osinequi est utilisée pour évaluer la taille de la
SODTXH GTDOWBpWRPBOHWG X F°XU QpFURWLTXH GplLQL FRP]
plague contenant les lipides. Les lames étaient incubées 10 minutes dans une solution de
SDUDIRUPDOGpPK\GH j SXLV ULQFpHV IRLV PLQXWHYV |
lamHV pWDLHQW SODFpHV G D @MrichQeRdahtQ0 Gefpridds lp@sHincéés) P D
i OTHDX /[HV Odsulte\F PODUPHHOWG DQV X Q E D LAMrichy ftpde DWpLQH
SHQGDQW PLQXWHY HW ULQFpHV j OTHDXe%hkué GpVK\GUD!

Pour finir, les lamesétaient prises en photo grace a une caméra numérique Baumer
VCXU31C (Baumer SAS, Frangepossédant un objectif macro VS Technology 0513 (VS
Technology Corporation, Japgn) OfDLGH GX ORJLFLHO GYOFaiMdrVLWLRC
SAS, France)/fDQDGYVYRDJH GHV FRORUDWLRQV D pWp®&hpDOLVpEt
PHVXUDQW OYDLUH HQ PP6 GHV FRORUDWLRQV UDPHQpPHV
GIDWKpPURPH HW GX F°XU laxplbratieny DX B WRU IOH OUXBHGBIHD LSIBID
WRWDOH GH OD SODTXH GI{DWKpURPH HQ SRXUFHQWDJH IL
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2.8. Analyses biochimiques

2.8.1. Préparation des échantillorst dosageles protéines

/IHV pFKDQWLOORQV G-8@O°R OW éte/brBye) O D Y cH\aFirx® XOWU
(IKA, T10 Basic)GDQV XQ W D PtBR @risHTCHIOAMMDH 6,7, Sodium Dodécyl
Sulfate (SDS, 1%)glycérol (10%) a 4 °Ccontenant un inhibiteur de protéas&rdtease
Inhibitor Cocktail; Sigma Aldrich) et un inhibiteur de phosphatase (NaBsher Scientific)
/TKR P RJpQ Daensue\&tel c@itrifugé a 17aPpPendant 15 mm et a £C. Le surnageant

contenant les éléments cytosoliques a été co@aeB0 °C pour desanalyses ultérieures.

/ITMpYDOXDWLRQ GH O Ds deX écaflldngVgpétésrdaliSdaia W pmet@dde de
GRVDJH %&$ DFLGH ELFLQFKRQLQkitTcérhimeiBl(Pie@& BQAWWHUPp G L
Protein Assay KitThermo Scientific). Le principde ce dosageepose surOD IRUPDWLRQ G
complexe coloré, détectable a 52P HQWUH GHX[ PROpFXOHV GIDFLGH |
ions CU provenant de la réduction des ions*Quar les protéines en milieu alcalin. Pour cela,

—/ GIpFKDQWLOORQ pWDLHQW LQFXEpV PLOQXWHYV j f
en protéine de chaque échantillon a été mesyvaecomparaison aveme gamme étalode
BSA (BovineSerum Albumif de concentration protéique de 0 @@'mL qui étaitpréparéesn

paralléle.

2.8.2. Western Immunobotting

La techniquale Western Immunoblottingermet deléderminerOH QLYHDX GYH[SUHVVL
S UR W p L @HdaBs] wQéshptillon donné mais également certaines modifications post

traductionnelles comme la phosphorylation.

Les protéines sont séparées en fonction de leur poids moléculaire par électropb&ese
PAGE. Leur difféerence de chargsstannihilée par le dodécylsulfate de sodium (SDS) présent
dans le tamporG T H [ W W& SulutiRriide -mercaptéthanol (5%) permettant de dénaturer
les protéines, ainsi que du bleu b®mophénb (0,2%), apportant ne certainedensité a
OTpFKDQWLOORQ QpFéhvérénjoutés quodohdntilldhs@ivdoRt @nsuite placés

au bain marie a 95 °C pendant 5 minusdi® de dénaturer complétement les complexes
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protéiques. Finalement, les échantillam ét¢ déposé sur le getle polyacrylamide (7 a 12%
suivant la protéine étudiéeh prenant soin de normaliser la quantité de pra@irgsente dans
chacundes puitgentre 25 et 35 pg). Un marqueur de poids molécula@ieé&gakbment déposé
sur le gel (EZRUN™ PreStained Rec Protein Ladder; Fisher Scientific).

Une fois la migration terminée, les protéinmst ététransférées sur une membrane de
PRO\IOXRUXUH GH YLQ\OLGgQH 39') ,PPRELOLRQ OHUFN O
transblot (BieRas transfdrapparatusBio-Rad Laboratories, Richmond, USA). Aprés le
transfert, €&s membraneent été incubées souagitation, a températerambiante pendant 1
heure, dans unsolution de blocage (lait 10% ou BSA 3%) préparé avec du-TE%is-

Buffered saline, @5% Tween 20, pH=3), afin de saturer les sites non spécifiques. Une fois

cette étape terminée, les membraoetséte rincées3 fois pendant 5 minutesvec du TBST

puis incubées toutene nuit (12 heures) sous agitation a4DXYHF O D Q WduEdUBSY VSpF
SURWPLQH GITLQWpUrW /HVY DQWLFRUSV StiieftRhtiéMOS XWLOL\V
(mouse, 1/1000, BD Biosciences), aaMOSP>*"1"(mouse, 1/1000, BD Biosciences) et anti
glycéraldéhyde -phosphate (GAPDH) (rabbit, 1/5000, Sa@taiz Biotechnology).

$X WHUPH GH OYLQFXEDWLRQ DYHF OfDQWLFRUSV SULPDI
TBST 3 fois 5 minutes puis incubées pendant 1 heure sous agitation avec un anticorps
secondaire (horse asmtiouse IgG, HRP linked antibody,ell Signaling Technology) a
température ambiante. Les membranes ont été rincées a nouveau (3 fois 5 minutes) puis
immergées avec un réactif luminescent ECL (enhanced chemiluminescent, SuperSignal® West
Pico Chemiluminescent Substrate, Thermo Fisher Sti@ntiu ECL+ (LuminataTMForte
Western HRP substrate, Millipore Corporatioh XL DX FRQWDFW GH OfHQ]\PH +5
OfDQWLFRUSV VHFRQGDLUH SURGXLW XQH pPLVVLRQ SKE
chimiluminescencétaitalors détectée sundilm radiographique, guétait ensuitescannéour
TXDQWLILHU OTLQWHQVLWpP GX¥ V/IH QDOHIX IEH HD[)S WHR V. E R B OC
étudiéesD pWp QRUPDOLVp SDU OH QLYHDX GYH[SUHVVLRQ GH
référence pugXH VRQ H[SUHValterBeQ QYHVW SDV
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2.9.Profil lipidique sanguin

Le profil lipidigue sanguin a été déterminé par mesure des teneurs plasmatiqu&seen
cholestérol totalenLDL -cholestérol, en HDLcholestérol et en LDLax

La teneur el G a été déerminée avec le kit Triglycérides GHEAP (Biolabo SAS, France).
Le principe de ce dosage repose sur la méthode de Fossati et Prencipe couplée a une réaction
de Trinder. Brigement, les TG étaierlk \GURO\VpV HQ JO\FpURO SDU OYDFWL
glycérol 3SKRVSKDWH SDU OYDFWLRQ GH ®iospliaie: eripRé€ense. Q DV H
GIR[\Jg@QHSDU OfDFWLR QneGridléoule de3dzhydraxdydegtonephosphate et une
PROpFX@H 6(RKXYY OITDFWLRQ G EXH)G: eBtthldd&ld \fGDR/HWLRQ GTXQ
quinoneimine entre la-dmincantipyrine et le 4FKORURSKpQRO /IDEVRUEDQFF
coloré aiinoneimine mesurée a 500 nm égaiportionnelle a la concentration en GG était

déterminée par comparaison avec une gamme étalon allay ae @/L.

Les teneurs plasmatiques en cholestérol des LDL et des HDL ont été déterminés via le kit
enzymatique CHOBPAP (Biolabo SAS, Francefpres séparation des phases plasmatiques
contenant les LDL et les HDLa teneur en cholestérol total a étéléga comme la somme des
teneurs en cholestérol des LDL et des HDL. Brievement, les esters de cholestérol sont
K\GURO\VpY HQ FKROHVWpPURO OLEUH SDog¢s@miErienturRe®) GH OD
oxydé en cholest-en3-one par la cholest## O R[\GDVH HQ SUpVHQFH GYR[\JgQI
G%®2. SRXV OYDFWLRQ G Xl e@ratbbR[DGIIRVUPDWLRQ GITXQH TXL
erntre la 4-aminocantipyrine et le £hlorophénal qui étaitmesurée a 500 nm. Laigntité de
cholestérol total étaiiéterminée par comparaison avec une gamme étalon allant de 0,05 a 2
g/L.

La teneur en LDLox a été déterminée par une méthode imenmonatique (Enzyme
linked Immunosorbent Assay Kit for OXLDL, Clotglione, USA). Un échange par mail avec
la société a permide connaitre la modification reconnue dans ce test ELISA (NIDA).
Brievement, les échantilloraientdéposés dans une plaque préalablemenrémpdéite avec
un anticorps spécifique aux LDLox. Aprés une incubation a 37 °C et plusieurs lavages, une
soluion contenant un anticorps spécifique aux LDLox conjugué a la biotine et une solution
contenant de la HPRHprseradish Peroxydase HW XQ VXEVWUDW -70% RX
tétraméthylbenzidine)étaient ajoutées et incubées successivement. Aprés une derniere

incubdion a 37 °C pendant 30 min, la réactiémit DUUrWpH SDU DMRXW GIDFLC
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OTDEVRUE D Q Féthitjmesuré® R.a concentration des LDLaxétédéterminée par

comparaison avec une gamme étalon allant de 0 & 2000 pg/mL.

2.10. Evaluation du stress oydant par Résonance Paramagnétique

Electronique

Le niveau de production de stress oxyd@RO) DX QLYHDX GH OYDRBEWH D pV
technique deésonance paramagnétique électronidrigg). Un électron non apparié sur les
molécules radicalaires induwW XQH SURSULpWp SDUDPDJQPWLTXH HC
magnétique oscillantCette technique utilise deux champs magnétiques, le premier permet
GYDOLJQHU OHV pOHFWURQV VXLYDQW OHXU QLYHDX GfpC
Zeeman.Le secondchamp magnétique oscillant induit une transition de spin des espéeces
radicalaires entre les couchésergétique®lectroniquegprovoquant ainsi leur résonance et
générant des spectres RPE. Le spectregsienance d®PE est caractérisé par le champ de
réesoQDQFH GH OfMpFKDQWLOORQ IDFWHXU J OH QRPEUH HW
spécifiqgue du composé évalué et son amplitude est proportionnelle a la concentration du radical
pYDOXp GDQV OTpFKDQWLOORQ 3WRexiss Dave/day tadicadx\MideL RO R JL
rend leur détection difficile en RPEeuxci requiertdoncune stabilisation au préalable. Cette
stabilisation est réalisée par des piegeurs de radidanes : « les spirtrap » entrahant la
IRUPDWLRQ GTXQ FRduéniektplus Btablgd? DakQnpcdvalentavec une durée
de vie plus longuea savoile spinadduct (radicalairefétectable en RPgar conservation de
ses propriétées /[ f{DPSOLWXGH GHV UDLHV GX V SH F Vaddhict fokdd DOR U\
etdoQF  OD FRQFHQWUDWLRQ GX UDGLFDO pYDOXp GDQV Ofpl
superoxyde utilisé pour cette évaluation eat lFhydroxy-3-méthoxycarbonyP,2,5,5

tétraméthyl pyrrolidineou CMH.

Brievementune solution & mM de CMH dansn tampon Kreb$lepes (pH=4) contenant
25 uM de sel de chélation deferroxamine méthankonatea été préparé Ensuite, 5 L de la
solutionde CMH et50 ulGH OfpFKDQWLOORQ VXUQDJehpe@wWadeasUqV EU
dans le capillairdcRPE (Noxygen Science Transfer & Diagnostics, Germany). Pour finir, ce
capillaire éait placé dans la cavité du spectrophotométrsc@n spectrostre, Brucker
*HUPDQ\ SRXU OYDFTXLY n#HofReQuiGaHie uiBeerewt [dehNgue a celle
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décrite pa Farah et al(Farah et al., 2003 /D SURGXFWLRQ GITDQLRQ VXSHUF
M.min"t.mg? de protéine, étaitormalisée a la concentration protéique de chaaphantillon.

211. (YDOXDWLRQ GH @OUHAHNEXPXODWLRQ

/ITMDFFXPX0OBWRRBQLG®Y GlpHRigue 2tundrI@ spécifique MNE au niveau
plasmatiqueetdans |s féeces a été évalud2I LQ GH YDOLGHU OTK\SRWKgVH G{X
induite lors ded digestion etV XL Y L HAblSAfXighB HY SURGXLWYV GYR[\GDWLRQ

X Au niveau sanguinle 4HNE sanguirétaitmesuré dans le plasma obtenu aprés
centrifugation du sang. Brievement, 70 yL de plasma étaient mélangés avec 200 pL
GYDFpWR Qu\vdéJAHDHE-D3 W0 ng/mL de méthanol, utilisé comme standard interne),
SHQGDQW PLQXWHYV VRXV DIJLWDWLRQ (QVYpanddnt ® TpFKDC
PLQXWHV j WHPSpUDWXUH DPELDQWH SXLV VpFKp 6RXV D]R\
de 20pL.

X Au niveau des fécedes feces ont été prélesdans les 24 heures aprés le
changement de nourriture en début, milieu et fin de régime. Une foisspefeces ont été
broyees SHQGD QW VHFRQGHYV j XQH 1UpT Xdye€piaHbils (Reich +] j O L
301) Le 4HNE présent dans les feces était ensuite extrait en ajoutant 500 pL de méthanol
contenant 50ng/mL de 4HNE-' VXLYL GY{XQH DJLWDWLRQ SHQGDQW
centrifugation de 5 minute a 160§@ température ambiantie,surnageant était récupéré puis
VpFKp VRXV DJRWH MXVTXYj] OTREWHQWLRQ GI1XQ YROXPH U

Pour finir, O 1 H [ &%l 2hrid/dans 50 ppour le plasmau 200 pL pour les feced X Q H
solution &¢ DNPH PJ P/ GDQV GH O 9D Fmw R dcitriude OdrivarigatiahL | L p
puisles extraitsdtaientinjectés en LC/MS/APCI (EVOQ triple quadrupoléBruker Daltonics,
Bremen, Germanyavec une colonnACQUITY HSS T3 (50 mm x 2,1 mmd., 1,7 um,
Waters) Les conditions de la chromatographie sdataillées dans la sectidn4.1.6 Les
conditions de spectrométrie de masdaientles suivantes courant d'ionisation 20 pA,
température du céne 300 °C, sonde chauffée a 300 °C, débit de gaz du cbne delfitp
gaz de la sonde : 20 psi, débit de gaz de nébulisation : S0epsspectres ont été enregistrés
en mode MRM aveal detection du4HNE-D3 suivant la transitioron 338en ion167 (on de

quantification) et une énergie de collision de 13 eVeaps de rétention 3,5 minuté&our le
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4-HNE, la transitionsuivie était O f33Re@ ion167 avecune énergie de collision de 13 eV

au temps de rétention de 3,5 minutes.

2.12. Analyses statistiques

Tous les résultats sont présentés sous forme de moyesmeur standard a la moyenne

6(0 /YDQDO\WH VWDWLVWLTXH D pWp UpDOLGrphP&DU OH
software,/D -ROOD &DOLIRUQLH 868% [THITHW GHV GLIIpUHQWH"
interactions ont été évalués par undyseade la variance (ANOVA) a un ou plusieurs facteurs.
En cas de significativité entles différents facteurs, un test pdsic PLSD de Fisherétait
réalisé. Pour la comparaison entre deux moygnieetestt de Student pour des valeurs
appariéetaitaSSOLTXp ORUVTXH OHV F RiéhGdspeédideQoir BEReSSOLFD W
3RXU OfYHQVHPEOH GHVY WHVWYV VWDWLVWItfiX&pc @OS.SOLTXpV
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Etude n°1

Lipid protection by polyphenalich apple matrices is modulated by

pH and pepsin iim vitro gastric digestion

La protection des lipides par des matrices de pomme riches en
polyphénols est modulée par le pH et la pepsine au cours de la

digestion gastriqua vitro.

Gaétan Boléa, Christian Ginies, Madesé Vallier, Claire Dufour

(Soumis dans Food & Function)

151



|. Etude n°1

1. Contexte scientifique

Le tractus gastrique a été proposé comme un site majeur du stress oxydgtibipdist.
L'ingestion d'unrepas de type occidental caractérisé par sa richesse iGPdensibles a
l'oxydation induite par le fer héminique apporté par la viande rouge dans le tractus gastro
LQWHVWLQDO HVW | O %RUNBLWQ bldéhydie @dnoldrigue bt\wtdme G
spécifique des AGR1-6. L'incorporation de produits d'oxydation tels que-JdME dans des
lipoprotéines de basse densité (LDLox) est en outre corrélée au dysfonctionnement endothélial
DSUqV DEVRUSWLRQ LQWHVWLQDOHN $ JIDTREBHRYY @HH Q\LUHIXF
antioxydante des micronutriments d'origine végétale. En effet, desamadigses ont a plusieurs
reprises indiqué une relation inverse entre une maladie coronarienne ou un accident vasculaire
cérébral et la consommation daifs et Iégumes. Lors d'essais contrdlés récents portant sur des
fruits et Iégumes riches en flavonoides comme la pomme (comprenant &4 ,da fonction
vasculaire s'est améliorée, de méme que le statut plasmatique du NO et les marqueurs liés a
l'inflammation. La bioaccessibilité des polyphénols semble étre modulée par la matrice
végétale, la transformation des aliments et les composants de l'alimentation et des bolus. La
forte affinité entre les polyphénols et les protéines ou les fibres alimentagte®gélée étre le

principal facteur affectant la bioaccessibilitévivodes polyphénols dans le tractus gastrique.

2. Objectif

LYREMHFWLI GH FHWWH 8L HEPLpiHaixriAli@dde d Hrigine
alimentaire initiée par la métmyoglobine et son inhibition par les polypténols de
diff é&rentes matrices pomme (fruits frais, pugée, extrait phénolique) dans des conditions
de digestion gastriquein vitro. Au cours du processus de digestion gastriqua vitro, les
facteurs pH et pepsine quipeuvert moduler | ixydation lipidique ainsi que la capacié

antioxydante des polyphénols de pomment été étudiésen détail.
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3. Résumé

Méthodologie. DQV FHWWH pWXGH QRXV DYRQV VLPXOp OfpWDW
de typeoccidentapar une éenKOVLRQ GfKXLOH GH WRXUQHVRO GDQV Of
été placées a différents pH (pH 5 pour le début de la digestion ou pH 3 pour le milieu de
digestion) en présence ou non de pepsine (0,25 mg/mL) et supplémenté ou non avec les
différentes matdes de pomme (100 puM éqv. polyphénols pour les matrices extrait phénolique
et purée et 133 uM pour le fruit frais). Au cours de la simulation de digestion gastrique, le taux
GIfR[\GDWLRQ OLSLGLTXH OD IRUPH GH O¢YL escibitellggH XU GH
polyphénols ont été évalués.

Résultats majeursCe travail a permis de mettre en évidence argdation lipidique
aca@érée par la pepsiné pH 5 par la formation fine forme de micronétmyoglobine
partiellement protéolyséerésentant proldalement un meilleur aés aux lipides. Legtudes
spectroscopiques ont en outre miséitdence la pésence dine forme de ®myoglobine
dépliée de maniéreéversiblea pH 3, qui sfvere plus preoxydante en fibsence de pepsine.

En présence de pepsineagpH 3, la forme du prdR [\GDQW SRXUUDLW rWUH OfKp
VXJIJgUH XQ WDX[ GTR[\GDWLRQ OLSLGLTXH IRUWHPHQW Up
hématine pepsine. Sur le plan nutritionnel, les trois matrices de pomme inhibaient moins
efficacament |fccumulation de énes conjuges et de HNE apH 5 en pésence de pepsine,

alors que,a pH 3, cftpit | fhverse. Des bioaccessibdi initiales élevées des comp@és
phénoliques monomériques oiBté mises enévidencea la fois pour la pute (5%74%) et

I'extrait pkénolique (7996%) par rapport aux pommesifiaes (114%), en accord avec leur

plus grand pouvoir antioxydant. En revanche, la bioaccessitilitimere B2était faible pour

toutes les matrices, su@gnt une liaison non covalente aux fi@es de pomme ou aux
SURWPLQHYV SUpVHQ\Weit€Menti@MddafgePmic@&/rhdRt@ en évidence

OD FRPSOH[LWp GHV LQWHUDFWLRQV LQWHUYHQDQW GDQ\
lipidiques (dienes conjugué®t 4HNE) au cours de la digstion gastrique. Néanmoinsla
consommation de fruits riches enPCs pourrait avoir des effets kénéfiques sur la sané

directement dans le tractus gastrique en limitant la formation de produits dyxydation

lipidigue nocifs et absorbables.
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Abstract

Lipid oxidation takes place in the gastric tract after tigeestion ol Western diet rich im-
6 polyunsaturated fatty acids (PUF&)d red meat (heme iron). The incorporation of cxata
products such as-dydroxy-2-nonenal (4HNE) into lowdensity lipoproteins is further
correlated to endothelial dysfunction. Gastric postprandial stress could thus be reduced by
antioxidant phytomicronutrient$he aimof this study was to investigadéetary lipid oxidation
and its inhibition by apple polyphenols under different matrix forms (fresh fruit, puree, extract)
in in vitro gastric digestion conditions. A deep insight was given into the two factors pH and
pepsin governing the metmyoglobmtiated lipid oxidation of sunflower cih-water
emulsions simulating the physical state of dietary lipids. Our results first showed that pepsin
accelerated lipid oxidation at pH 5 through the formation of a ameetmyoglobin form likely
displaying a higlr accessibility to lipids. Spectroscopic studies further highlighted the
formation of a reversible unfolded metmyoglobin form at pH 3 which was shown to be more
pro-oxidant in the absence of pepsin. At nutritional levels, the three apple matrices éhhibite
less efficiently the accumulation of lipakerived conjugated dienes andHME at pH 5 when
pepsin was present whereas at pH 3 the opposite was true. High initial bioaccessibilities of
monomeric phenolic compounds were evidenced for both pure@4@]j and the phenolic
extract (7996%) compared to fresh apple-14%) supporting their greater antioxidant
capacity. By contrast, the bioaccessibility of dimer B2 was low for all matrices suggesting non

covalent binding to apple pectins.
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(Polyunsaturated hpids

Keywords: heme iron lipid oxidation, 4hydroxy-2-nonenal, antioxidant apple,

procyanidins.
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INTRODUCTION

The gastric tract has been proposed as a major site feretlisdd oxidative stress and
antioxidant activity of plant micronutrien{&obert et al., 2014Kannerand Lapidot, 200].
The Western diet brings elevated levelsydf polyunsaturated fattgcids (R6 PUFA) which
are markedly proneto oxidation Indeed, the heme iranitiated oxidation of oHin water
emulsions used to simulate the physical state of dietary lipids in gastric digestion has resulted
in the production of lipiederived conjugated dienes and skarain aldehydes and alcohols
(Lorrain et al., 2010Lorrain et al., 201R The ingestion of a Westernpgg meal by minipigs
further led to accumulating levels of TBARS in the gastric t(@cbert et al., 2014 Lipid
oxidation products are readily absorbed in the gastrointestinal trdgt4@d incorporated into
chylomicrons and then LDL as shown for humans, pigs and(@Gsotveld et al., 1998
Staprans et al., 199&6uomela et al., 2005Among lipid oxidation products}-hydroxy-2-
nonenal (4HNE) is a genotoxic and cytotoxic, -unsaturated hydroxyalkenal spediliy
generated from 46 PUFA. 4-HNE administered to rats proved to be absorbabkk largely
metabolized as shown by the identification of 22 urinary metabghielter et al., 201p 4-
HNE contributes to the atherogenicity of oxidized LDIXI(BL) by forming 4HNE-apoB
adducts that deviate the LDL metabolism to the scavenger receptor pathway of macrophagic
cells then leading to the formation of foam cells. oxLDL has been clearly identified as a risk
factor for the endothelial function and ayketep in the atheromatous plaque formation
(Gargiulo et al., 20L7Staprans et al., 20p5Additionaly, 4-HNE is more effective at
modifying the affinity for the apoB recepttiran smaller aldehydes like MDNegreSalvayre
et al., 201Y.

On the othehand, metaanalyses have repeatedly indicated an inverse relationship between
coronary artery disease or stroke and the consumption of fruit and vegetableq ft&e)et
al., 2017 He et al., 2006Zhan et al., 201)7In recent controled trials with apple, cocoa or other
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flavonoidrich F&V, the vascular functiowas improved along with the plasma NO status and
inflammationrelated markergHooper et al., 2032Vlacready et al., 2034V edinaRemon et

al., 2017%. Monomeric and oligomeric procyanidins appear as potential mediators in reducing
blood pressure and improving endothelium medialiétion (Kay et al., 2012Mangels and
Mohler, 2017 Sansone et al.045). When their circulating metabolites were shown to reduce
monocyte adhesion to endothelial cells through modulation of gene expression and TNF
(Claude et b, 2014 Lee et al., 201 Procyanidins represent the second polyphenol group in
the French diet although this class is largely underestimated due to uncomplete extractability
(Arranz et al., 2010PerezJimenez et al., 20)1Apple is the major contributor to this class

and its phenolic content casary by a 5fold factor depending upon apple variety and growth
conditions(Andre et al., 2012Ceymann et al 2012 Wojdylo et al., 2008 Monomeric and
oligomeric proacyanidins represent more than 80% of apple phenolic compounds followed by
hydroxycinnamic acids, flavonols, dihydrochalcones and antimotyan decreasing order.

After ingestion, native form of polyphenols may be released in the chyme. The bioaccessibility
of polyphenols appears to be modulated by the vegetable matrix, food processing, and
constituents from both the diet and bolus. Thergjraffinity between polyphenols and either
dietary proteins or fibers was found to be the main factor affecting polyphenal/o
bioaccessibility in the gastric tra@lminger et al., 2014Dufour et al., 2018 During gastric
digestion, partial proteolysis and lipolysis take place under the action of pepsin and gastric
lipase, respectivel{Minekus et al., 2014 In addition, gastric pH sharply increases to values
between 5 and 7 after meal intake before slowly returning to a basal pH close to 2 after gastric
emptying(Sams et al., 2018 yssandier et al., 2003The aim of this study is to evaluate the
effectof pH and pepsin on the antioxidant capacity and bioaccessibility of apple polyphenols
under different matrix forms in thie vitro digestion of an otin-water emulsion added with

heme iron and simulating a Western type diet.
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MATERIALS AND METHODS

Chemicals and Solvents

Chemicals: Horse heart myoglobin M1882type IlI), porcin  hematin
(hydroxyprotoporphyrin IX), egg yolk L.-phosphatidylcholindP3556) (PL) porcire pepsin
(P6887, 2828 U/mg) 2,4dinitrophenylhydrazine (DNPH), and (z)- .-tocopheol were
purchased from SigmAldrich (SaintQuentin Fallavier France). Polyphenol standards) (
epicatechin, chlorogenic acig;coumaric acidand phloridzin dihydrate were from Sigma
Aldrich. Analysis of the PL showed the presence gbhosphatidylcholine (33%),
phosphatidylethanolamine (13%), sphingomyelin (3%), phosphatidylinositol (2%), and
lysophosphatidylcholine (2%) along with a neutral fraction containing triacylglycerols (47%).
Isoquercitrin was purchased from Extrasynthése (Genay, Frande)-hydroxy-2-nonenal

from BertinPharma Montigny le Bretonneux, France).

SolventsHPLC-MS grade methanol, acetonitrile, acetone, hexane, tgl@gropanolwere
from Fisher Scientific (lllkirch, Francejormic acid from Merck (Darmstadt, Germangnhd
hydrachloric acid from SigmaAldrich (Saint Louis, MO, USA)Ultrapure water (resistivity

0 ¥em! at 25 °C) was obtained with a Millipore OPak 2 (Bedford, MA, USA).

Characterization of sunflower oil

To determine the fattgcid composition of sunflower oil (Rustica from Lecldot A21819,
15 mgof oil were solubilized in 200 L of toluenebeforetransesterification @00 °Cduring
1 h by addition of 2 mL ofulfuric acid/methanol (0.09/0.91, v/v). Then, B of water and 2
mL of hexane were added and homogenizefdre injection of 1 plof the organic pheeonto
a cqaschromatograplequipped with aldme ionizatiordetector(Clarus 500 GCPerkin EImer)

using a DB225ms column (thickQ HV V P KHLJKW m, RgiledtHd Q JW K
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Chromatographic conditianwere as follows. carrier gas was Hat 37 cm/s injecton
temperature was 250 °C in thglismode (ratio 20), oven temperature was held ét®r 1
minute and then ramped up at 20 °C/min to A8@&nd then at 3C/min to 230°C. Fatty acid
identification was made by comparing the retention timEAME peaks from samples with
standard solution(FAMEs 37, Supelco)The results are expressed in relative percentage of
each fatty acid, calculated by internal normalization of the chromatographic peaKlasea.
sunflower oil contained 9.8% of saturdtitty acids (6.3% C16; 3.3% C18; 0.2% C20), 27.8%
of monounsaturated fatty acids (0.1% C16:1; 27.0% C18;1h6% C18:1+7; 0.1% C20:1)
and 62.4% of polyunsaturated fatty acids (62.4% C18:2; 0.01% Cl1&3Bnhcopherol

amounted to 665 ppm.

Preparation of the different apple matrices

Fresh apple (Renette de Flandrewere collected froman organic orchard in Northern

France in autumB015. Appleswere stored in a cold room af@ before use.

The applepuree was obtained byfirst cutting the fresh appdeinto 12 pieces with
concomitant removal of the core (skin preserved). The apple pieces were further halved for
puree preparation or quidkeezing followed by freeze drying for extractidrhe apple pieces
(2396 @) dispersed in 550 mL of wateererapidy cookedin a saucepan to avoid oxidation
on an nduction cooker set at 2000 W and 120during 20min keeping the temperature at the
heart of the puree at 80 °@fter cooking, thepureewas homogenizedn a blender for 5
seconds. The pae was pouredito 250 gjam jars before thermal treatment in an autoclave at
100 °C for 20 min. The jars were stored atCGiuhtil use The apple polyphenol extrastas
obtained byextracton of the homogenizefteezedried applepowder (200 g bylender) ly

hexane (60@L) once followed by acetone/water (80, v/v, 1.3 L) three times under magnetic
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stirring duringl5 minat room temperaturdetween each extraction, the apple powder was
filtered on Whatman filter paper (grade 40) using a vacuum plihmp pooledacetonévater
phase containing polyphenols were concentrated on a rotary evaporator prior todryexms

Thephenolic extractontaining solublsugas was stored a20 °C before use.

Qualitative analyses of apple phenolic compounds by UPLC/DAD/ESVS

Sepaation and identification of apple phenolic compounds were performed by using a
Watas ACQUITY UPLC chromatographMilford, MA) coupled to an UWis diodearray
detector and a HTC ultra ion trap mass spectrometer (Bruker Daltonics, Bremen, Germany)
equippe with an electrospray ionizatissource.Separation was carried out using a reserve
phaseAcquity BEH C18 column (100 mm x£2mm i.d., 17 um; Waters) at 3%C. Themobile
phase was constituted by a binary solvent system with water/formic ac@b/(®36, v/v,
solvent A) and acetonitrile (solvent B) at a flow rate of Ol4min. Theelution gradient was
as follows:0-3 min isocratic 3% B; ¥ min, linear 36% B; 713 min, linear 610% B; 1320
min, linear 1630% B; 2022 min, linear30-100% B; 2223 min,isocratic 100% B; 223.5,
linear 1003% B; 23.525 min, isocratic 3% B. The volume injected was |2 qf aqueous
solutionsof freezedried apple (10 mg/mL) Mass detection was conductedtire negative
ionization mode fronm/z100 to 1400. Mss spectromit conditions were as follows: capillary
voltage of 4kV, nitrogen flow rate at 12./min, desolvation temperature at 368 and

nebulization pressure at 60 psi.

Analysis of procyanidins by thioacidolysis and polyphenol quantification

Quantification of ¢)-catechin, {)-epicatechin, phloretin glycosides, quercetin glycosides

was performed before thioacidolysis as follows. Fresrzed apple matrices (50 mg) were
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dissolved in 800 pL of anhydrous methanol a4@ pL of 1% acetic acid in anhydrous
methanol.Extraction was conducted at 40 °C during 18 min inu#trasoundbath with
vortexing every 5 min. The supernatant was filtered at 0.45 um before injectioarohlibra

Fast LC Prominence system (Shimadzu, Kyoto, Jaj@aparation conditions were as(le
Bourvellec et al., 2011 (+)-catechin, {)-epicatechinguercetin anghloridzin were used as
standardsand response factors were obtained from 6 pwtelent 40 mg/L solutions.
Procyanidin analysis was achieved after thioacidolysis. For this, ftegbapple matrices (50

mg) were dissolved in 800 pL of a 5% solution of toludBthiol in anhydrous methanol then
added with 400 pL of 0.4 N HCI in anhyais methanol. The reaction was conducted as above
(no ultrasoundl during 30 min before cooling on ice, filtration and injectiorC&feoylquinic

acid and 4p-coumaroylquinic acid were more accurately quantified as their methylated
derivatives in the thigsis experiment at 320 nm usinecaffeoylquinic acid ang-coumaric

acid as standards. Epicatechin benzylthioether was expressed as epicatechin at 280 nm.
Procyanidins were characterized by their subunit composition and average degree of
polymerization (nDP). The mDP was calculated as the molar ratio of all the flavanol units
(thioether adducts plus terminal units) td-dpicatechin and (+¢atechin corresponding to

terminal units. Analyses were run in triplicate for each matrix.

Preparation of gastric model emulsions

The pfhysical state of the gastric content was modeled by 10%m-oihta emulsions
stabilized by egg yolk phospholipids (PL).a 60 ni. shortnecked glass bottl@00 mg of PL
weredispersed irB6 mL of either acetatphosphate buffer ggH 3 (10 mM citric acid and 20
mM sodium hydrogenphosphatey) an acetate buffer at pH 5 (10 mM$ing a rotor stator

homogenizer (SilentCalrer M-01, Heidolph at 24000 rpm for 2 min at room temperature.
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Then, 4 g of sunflower oil were added and the Bphanixture washomogenizedagainat
24000rpm for 2 min.The resulting emulsion was sonicated for 8 periods of 30 s with a rest
interval of 30 s and an amplitude of 40% on ice (Q700, QSonica, 20kbtzhe study of lipid
oxidation,13.5mL (13.35 mL inthe presence of pepsia) the fine emulsion were transferred

in a50 mLroundbottom flask Pepsin was diluted in the appropriate buffer at a concentration

of 25 mg/mL prior to use. When needed, 150 pL of pepsin were added to the emulsion to obtain
final concentrations of 0.0625, 0.25, and 1 mg/mL (2828 U/mg, pepsin activity measured as in
Minekus et al., 2014). For antioxidant evaluation, 150 pL of a 10 ARHdpicatechin solution

in methanol were added to the emulsion (100 pM final) or replaced by 150 methanol in

control experiments. For the phenolic extract, 111 mg of the dry extract were first solubilized
in 1 mL of the appropriate buffer (10 mM in total phenolic compounds) before the addition of
150 pL to the emulsion. Puree (125 mg) was diyeatided in the emulsion to reach 100 uM

final in phenolic compounds. Mastication of fresh apple as in the oral phase was obtained by
grinding during 3 seconds 60 g of 2 apples freshly cut in 24 pieces as described above in a
domestic grinder (Valentin, Seln the presence of the appropriate buffer (30 g). A final
concentration of 133 uM in phenolic compounds was obtained by adding 215 mg of this mixture
to the emulsionLipid oxidation wasextinitiated by adding 5 mL of a200 pM solution of
metmyoglobn (MbFe'") (& 7700 M! cm! at 525 nm (Mikkelsen and Skibsted, 1995
prepared inultrapure water leading @20 uM final concentrationRoundbottom flasks were
protected by punched parafilm and incubated in an oven at 37 °C under constant magnetic

agitaion at 280 rpmAll the experimentaere runat leasin triplicate.

Measurement of lipid-derived conjugated dienes

Every hour, emulsion samples (200 pwere dilutedin 2-propanol (1000 uL) before

centrifugation (5 min at 16208 4 °C). After furtherdilution of the supernatan{200, 100 or
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50 pL) in iPrOH (2 mL) the concentratioin conjugated dienes (CDyas determined by
measuring the absorbance at 234 nm (HP 8453 diodg spectrometegptical path lengtii
cm). The molar absption coefficiert usedfor conjugated linoleyl hydroperoxidegas 27000

M-t cmt (Pryor and Castle, 1984

Measurement of 4hydroxy-2-nonenal (4HNE)

Emulsion samples (200 pL) were diluted irp@panol (400 pL) before centrifugation (5
min at 16200g, 4 °C) and stored aR0 °C until analysis of 4INE, (-)-epicatechin and-
tocopherol. Derivatization with DNPH was conducted as follows: equal volumes (400 pL) of
the reagent (50 mg DNPH in 20 mL of acetonitrile @4 mL of formic acid) andhe
supernatant were mixed&1.5 mL HPLC vial and incubated for 1 h at room temperature under
stirring. Separation and quantification of derivatizedHME was performed by using the
UPLC/DAD/ESFMSn system described above for apple phenolics with the salamn at 40
°C. For chromatographic separation, the mobile phase was constituted by a binary solvent
system with water/formic acid (99.95/0.05, v/v, solvent A) and acetonitrile (solvent B) at the
flow rate of 0.4 mL/minThe volume injected was 2 pL. &kelution gradient was as follows:
0-1 min isocratic 50% B;-D min, linear 598% B; 310 min, isocratic 98% B; $00.1 min,
linear 9850% B and 1041 min, isocratic 50% BMS conditions were: capillary voltage of 4
kV, end plate offset500 V, dry gadlow rate at 12 L/min; desolvation temperature at 360
and nebulization pressure at 55 psi. Quantification was performed in the multiple reaction
monitoring (MRM) modeQuantification was based on the transition between parent iofz at
335 and fragmenbn atm/z167 (retention time 3.96 min) for derivatizeddNE. Five point
calibrations (1.02 pM to 0.064 puM) were run withHNE diluted in acetonitrile and reacted

with DNPH as described above. The stability of the adduct between DNPHHNE& 4vas
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evalated by injection of the same sample every hour during 6 hours. The variation was less

than 5% (data not shown). All analyses were run in triplicate.

$Q D O\V Hatophkrol and €)-epicatechin

Separation and quantification were performed by usifgEQUITY UPLC systencoupled
to aDAD anda fluorescence detect@aters, Milford, MA) Separation was carried out using
an Acquity BEH C18 column @ mm x 2,2mm i.d., 17 pm; Waters) at 38C. Mobile phase
was constituted by a binary solvent system with water/formic aci@3@05, v/v, solvent A)
and methanol(solvent B) at a flow rate of 0.2L/min. The volume injected was 2 pL. The
elution gradientvas as follows: & min, linear 560% B; 56.5 min, linear 66.00% B; 6.5
11.5 min, isocratic 100% B; 1B min, linear 106% Band 1216 min, isocrati&% B. (-)-
(SLFDWHFKLQ ZDV GHWH FW H-@®cé&phebdERy RUIISMétryR €xcitation 290Q P

nm; emission 330 nm) and both were quantified after calibration with the appropriate standards.

Determination of polyphenol bioaccessibility

Polyphenolbioaccessibilitywas determined as the content in free phenolic compounds in
the aqueous phase of the emulsions at the beginning of the simulated gastric digestion. A 500
pL aliquot of the emulsion was centrifuged at 16@0@r 5 min at 4 °C. The aqueousgse
was removed via syringe, filtered (Phenex RC 0.45 um) and stor2@ aC until analysis of
the phenolic compounds as described above. For quantification, scpbbrations were run
in UPLC/DAD/MS with phenolic standards in methanol. Monomericdingeric procyanidins
were quantified as epicatechin equiv. (280 naohlorogenic acid at 320 nnm-coumaroyl
derivatives agp-coumaric acid equiv. (320 nm); dihydrochalcones as phloridzin equiv. (280

nm) and flavonols as isoquercitrin equiv. (350 nm).

165



Impact of pH, pepsin and {)-epicatechin on the stability of metmyoglobin

The impact of pH on the stability of metmyoglobin was investigated usingvitlV
spectroscopyn the kinetic modewith spectral recording every 30 BIF 8453 diodearray
spectrometewith optical path lengtih cm). In 1950 L of a 10 mM citrate20 mM phosphate
buffer at pH 7 placeth a quartz cell were added 50 pL of 200 uM metmyoglobin prepared in
the same buffer (5 uM final). A Mettler Toledo microelectrode was introduced irolhos
at a corner of the cell. After warming at 37 °C under stirring, acidification was conducted from
pH 7 to 3 by stepwise addition of small volumes of 1 N HCI-@@8&iL). When pH was at 3
for 6 or 30 min, incremental volumes of 1 N NaOH were addéetttease pH to 6.25. Stability
was reached at 400 nm (Soret band) before the next HCl or NaOH add#@asured pH values

at 37 °C were lower by 0.05 pH unit from values at 25 °C.

To evaluate the effect of pepsin angtdpicatechin on the metmyoglobitability, pepsin
(0.0625 mg/mL finaln phosphate buffer) in the absence or presencg-ep(catechin (25 uM
final, 15.3 pL of a 3.33 mM solution in MeOH) was added to 5 pM Mbirethe appropriate
buffer at different pH (5, 4.75, 4.5, and 4.25). Adperiments were run under constant magnetic

stirring at 1200 rpm and at 37 °C.

Statistical Analyses

All theresults are expressed as the meatandard deviation (SD). Owveay analysis of
variance (ANOVA) was performed to test the effect of variatawidrs.If significant effects
were faind at a 95% confidence level, ANOVA was followed by a TuKegmer post hoc test
to identify differences among groufsLStat software, versioB013 Addinsoft SARL, Paris,

France).

166



RESULTS

Characterization of the dfferent apple matrices

A total of 46 compounds was identified BYPLC/DAD/ESFMS (Suppl. Table 1) and found
to belong to the main four phenolatasses usually present in dessert apples: fidvals,
hydroxycinnamic acids, dihydrochalcones and flavandlse quantification of the major
compounds, including oligomeric procyanidins with the use of thioacidolysis, points to a rather
similar distribution for all three matric$able ). Monomeric and oligomeric procyanidins
account for 57% and 70% of allhte phenolic compounds, respectively. Only epicatechin was
identified as extension usiin oligomeric procyanidins whereas both catechin and epicatechin
appeared as terminal units. This constitution and a relatively low mean degree of polymerization
(mDP =5) are classically observed in dessert appleyot et al., 2002 The UPLC separation
conducted on the apple matrix allowed the identification of variotyB oligomers up to
heptamers. Hydroxycinnamicids, the second most abundant class, are represented by 5
caffeoylquinic acid (120%) and 4p-coumaroylquinic acid as a minor compound {0.8%).
5-p-Coumaroylquinic acid was also found in half the amount compareg-mmdmaroylquinic
acid @atanot srown). Dihydrochalcones were present as phlore§i@®-glucoside (1.8.3%)
and phloretin §O-xyloglucoside (0.6).9%). Flavonols, constituted mainly by quercetin
monohexosides, were weak contributors{IL9P6). This composition is in agreement witre
averagecompositionfor dessert appleand location of flavonols in apple skin on{ie
Bourvellecet al, 2011]). Additionally, theoccurencef taxifolin hexosidg€10) and cinchonains
I, I, and Il (5, 32, 40) was demonstrated for the first tinmean ajple genotype. Moreover, the
total polyphenol content was markedly high for the cultRanette de Flandraised in this
study (4.3 g per kg FM) compared to Golden, Braeburn, and Granny Smith (1 g max per kg)

(Guyot et al., 200rand is closer to contents evidenced in cider afd@oner et al., 199)
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Table 1.Relative composition (% weight) for main phenolic compounds and classes, characterization <#-tk/and overall
polyphenol content for the fiierent apple matrices.

Matrix Monomeric Oligomeric | mDP Procyanidin characterization Hydroxycinnamic Dihydrochalcones Flavonols Overall
rocyanidins rocyanidins acids | contentin
proey procy g/kg
(mmol’kg)
_ | Term. units (%) Ext. units (%)
CAT EPI CAT EPI CAT | EPI 3-CQ 4-pCou Phln Phix
Fresh | 12=02  36=02 700=22 54= [ 26=04 8.0=02 - 1 804=06 |189=10 032=0.01 | 1.8=04 0.75= 14= 01 431 =01
- ) - 4
Apple 0.1 0.03 . (142=04)
Puree ' 12=02 38=06 706=41 53= 11903 | 11.1=09 - 1869=12 188=04 066=001 | 21=02 | 09=01 1.9+0.1 375 = 01
0.2 L (122=0.5)
Phenolic 043= @ 43=04 702=33 47= [ 3701 | 125=03 - 1 8.7=03 198=07 076=003 2302 | 055= 1.7=02 272 = 12
0.04 0.1 0.05 (88.9 = 4.0)

extract

CAT: (+)-catechin, EPI:-}-epicatechin, flavonols in equivalent quercetin, mDP: mean degree of polymerization of monomeric and oligomeric
procyanidins, 8CQ: 5caffeoylquinic acid, 4Cou: 4p-coumaroylquinic acid, Phin: Phietin- §O-glucoside, Phix: Phloretin §O-
xyloglucoside.Term. units: Terminal urst Ext. units: Extension unit®verall content in g or mmol/kg FM for apple fruit and puree and in g or

mmol/kg DM for the extract. Values represent Me&8D (n = 3).
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Impact of pH, pepsin and apple matrices on lipid peroxidation

Metmyoglobininitiated lipid oxidation of 10% oiln-water emulsions stabilized by egg yolk
phospholipids was investigated at pH 5 and pH 3 in the absence and presence ofApepsin.
insight was tkn given into the antioxidant capacity of different apple matrices with polyphenol
concentration higher for fresh apple (133 uM total polyphenols) than for puree or phenolic
extract (100 uM) to account for an expected lower bioaccessibility. Apple matreresalso
compared with epicatechin (100 uM), the main constitutive unit of monomeric and oligomeric

procyanidins.

At pH 5 in the absence of pepsin and antioxidant, 4g@dved conjugated dienes (CD)
accumulated in an almost linear pattern whereasdabenslary lipid oxidation markerANE
tended to plateau after 3 h (Fig.-BA. DTocopherol was consumed within 15 min (Suppl. Fig.
1D) in agreement with the observed slower rates for CD anNE formations during the first
hour. Epicatechin appeared ar fas the best inhibitor, totally inhibiting the accumulation of
both CD and 44NE for 3 h (Fig. 2AB). In addition, epicatechin increased the lifetimel»f
tocopherol from 15 min to 3 h (Suppl. Fig. 1E) and was finally consumed within 4 h at which
stage ipid oxidation initiated. With apple products, the -lslgase durations were the same
considering both lipid oxidation markers, ranging from 1 h for fresh apple to 2 h for puree and
the phenolic extract. The phenolic extract appeared more efficient thed quad fresh apple
during the first 3 h. In the second half of the kinetics, the protective capacities of fresh apple
and puree may appear opposite when addressing both lipid oxidation markers. MaiNer 4
should be more reliable as it is specifically gifzed by mass spectrometry. By contrast, CD
were quantified at 234 nm in the presence of residual substances absorbing at this wavelength
such as amino acids and sugars which may have diffused from puree during tbeg
digestion. Although fresh appbrought 33% more phenolic compounds it proved to be the least

efficient matrix for preventing the formation ofHINE.
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The addition of pepsin at the levels of 1, 0.25 and 0.0625 mg/mL (2800, 700 and 175 U/mL)
significantly enhanced the early accumulatid €D for noninhibited lipid oxidation (p < 0.05)
(Suppl. Fig. 1A). No lagphase could be observed suggesting the presence of a different
initiating myoglobin form. While a sustained increase of CD accumulation was observed with
the lowest pepsin conceations 0.25 and 0.0625 mg/mL, lipid oxidation tended to level off
after 3 h in the presence of 1 mg pepsin/mL. A pepsin concentration of 0.25 mg/mL, simulating
mid-digestion conditions was further used to study the antioxidant capacity of the variaus appl
products and the stability of epicatechin aBdocopherol. In the presence of pepsi,
tocopherol disappeared in less than 15 min as rapidly as in the absence of pepsin (Suppl. Fig.
1D). By contrast, the-#HINE formation rate was halved in the preseat@epsin (Fig. 1B).
Apple matrices showed a rather similar pattern with total and significantly high inhibitions of
CD and 4HNE accumulations after 1 and 2 h, respectively (Fig. 3). Puree and the phenolic
extract proved to be better inhibitors than frapple when addressingHINE. After 2 h, lipid
oxidation proceeded at a faster rate leading rapidly to an inhibition lossHdiE4and
apparently higher CD amounts compared to the pepsin control. Epicatechin displayed
contrasting effects. While as wealdificient as apple products for CD inhibition, it markedly
retarded the appearance eHAMIE (up to 3 h) and increased the lifetime Bfocopherol from
15 to 45 min (Suppl Fig. 1E). By contrast, no protection was afford@&tdoopherol by apple
products Additionally, epicatechin was more rapidly degraded in the presence (3 h) than in the

absence of pepsin (4 h) (Fig.1A and 2A).

During human gastric digestion, pH almost linearly decreases from 5 to 3 at a rate depending
on the consistency of foo@Alminger et al., 2013 Interestingly, the pattern for CD
accumulation at pH 3 superimposed rather closely with that observed at pH 5 in the presence
of pepsin (FiglA). As stated earlier, there was no-fg@gase and significantly higher amounts

of CD were observed during the first 3 hours compared to lipid oxidation at pH 5. Furthermore,
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the patterns for4HNE production were also markedly similar between pH 3 and ptith

pepsin (Fig. 1B). Although epicatechin was found to totally inhibit lipid oxidation for 3 hours
at pH 5, it appeared poorly efficient at pH 3 with a 50% decrease in CD at 2 h followed by a
major loss of the activity at 3 hours (Fig. 2C). Epicateckiained only a partial activity when
focusing on 4HNE (Fig. 2D). Whereas nc-MANE was produced until 3 h of lipid oxidation at

pH 5, epicatechin reduced by ca. 37% the extentldNE formation at pH 3. Fresh apple,
puree and the phenolic extract belthwaore or less as epicatechin displaying a weak
antioxidant capacity towards CD formation while almost no inhibition-bifNE formation.

Last, Dtocopherol lifetime was not extended by any of the antioxidant studied.

At pH 3, the addition of pepsin (0.25 mg/mL) had a marked impact on the formation of both
markers (Fig. 1). Lipid oxidation only started after 2 h of incubation and its extenargasyl
reduced with concentrations of only 1.2 mM for CD and 2.7 uM {BINE after 6 h. At pH 3,
in the absence of pepsin, the CD arHME levels were 9.6 mM and 6.6 UM, respectively.
Epicatechin, apple puree and the phenolic extract inhibited almalty tbie formation of both
CD and 4HNE during the 6 Hong kinetics. By contrast, fresh apple proved to be rather
inefficient. The lifetime of Btocopherol was found to be less than 15 min for all conditions at
pH 3 with pepsin. Finally, epicatechin disappeared in 15 min as already observed in the absence

of pepsin.
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Figure 1. Metmyoglobirinitiated lipid oxidation of phospholipidtabilized emulsions in
the absence or presence of pepsin (0.25 mg/mL) at pH 5 and 3. Accumulation of conjugated
dienes (A) and-HNE (B). Values represent mean + SDH4 - 5).

172



A 100 . B
\ 10
80 1\, 3
—_ \ 8 £
= \ i ® =
= 60 - \ o =
£ \ 6 § =
s T W
]
e 40, T £
3 ~ 4 8 3
T A N g’
w20 - 2 T
= )
0 o T 0
0 1 2 3 4 5 6
Time (h)
C 100 ’ Control D
—#+— Fresh apple 10
__ 80 —d— Puree E‘
%_ Phenolic extract 8 E
— 0
£ 60 4, —e—Epicatechin L =
c r6 @ =
g Ty
S 40 - |4 8%
o 4 =
= i
w g
20 A L 2 E‘
o

Time (h)
Time (h)

Figure 2. Metmyoglobininitiated lipid oxidation and its inhibition by different apple
matrices in phospholipidtabilized emulsionsAccumulation of conjugated dienes (A) and 4
HNE (B) at pH 5. Accumulation of conjugated dienes (C) aitNE (D) at pH 3. Dotted red
lines are for the consumption of epicatechin. Polyphenol concentration = 100 uM for puree,
phenolic extract, epicatechin and 133 uM for fresh apple. Values represent mean = &b (

5).

Effect of the matrix on the bioaccessibilty of apple phenolic compounds

The bioaccessibility of apple phenolic compounds was evaluated for fresh apple, puree, and
the phenolic extract at the initial time of the simulated gastric digestion before addition of
metmyoglobin to prevent oxidation (Tlab2). Bioaccessible phenolic compounds are the
molecules freely present in the aqueous phase after separation of the aqueous and lipid phases

of the emulsion. When monomeric flavanols, flavonols, hydroxycinnamic acids and
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dihydrochalcones were broughtasydroacetonic extract, they were recovered in high yields
(Table 2). Recoveries of 96 and 95% were obtained at pH 5 in the absence and presence of
pepsin while these values were 89 and 79% at pH 3, respectively. Chlorogenic acid, phloretin
fxyloglucosde and epicatechin proved to be more highly bioaccessible than 4
coumaroylquinic acid, phloretin fglucoside and flavonols. Additionally, dimer B2, the major
procyanidin oligomer in apple, was found to be present in the rand®%4whatever the
conditons. When puree was probed for antioxidant capacity, the recovery of phenolic
compounds appeared lower, 74 and 60% at pH 5 while 57 and 60% at pH 3 in the absence and
presenceof pepsin, respectively. The three more highly bioaccessible compounds were
chlorogenic acid, phloretin fxyloglucoside and 4-coumaroylquinic acid. Dimer B2 was
recovered in yields ranging betweenamd 23%.With fresh fruit, the bioaccessibility of
phenolic compounds markedly decreased, being 14 and 3% at pH 5 while 1 and 2%, at p
without and with pepsin, respectively. Surprisingly, phloretfixyloglucoside, whose content
is commonly higher in apple skin than flesh, was relatively more bioaccessible than chlorogenic
acid for which the favored location site is reverg¢@dyot et al., 2002Le Bourvellec et al.,

2011).

174



Table 2 Initial bioaccessibility of apple phenolic compounds for the different matrices in phospstapitized emulsions at pH 5 and 3 in the

absence or presence of pepdir25 mg/mL). Recovery yields given at TO in %. Polyphenol concentration = 100 uM for puree, phenolic extract,
epicatechin and 133 uM for fresh apple.

Matrix Conditions Flavanols Hydroxycinnamic acids  Dihydrochalcones Flavonols Total

polyphenols
Epi Dimer B2 5-CQ 4-pCou Phin Phix

Fresh pH 5 05+04 3417 21+0 5+3 6+3 19+9 - 14+0
Apple pH 5 + pepsin 62 13+3 - 52 271 - - 3+£04
pH 3 2+1 1x+0 - 4+1 1+£0 10x1 - 1+£0.3

pH 3 + pepsin 1+0 47 £ 10 172 8+6 5+£2 29+ 3 - 12+1

Puree pH 5 44 + 4 23+ 13 95+ 6 502 32+ 14 48 £ 3 47 + 11 74 £ 3

pH 5 + pepsin 13+3 71 85+3 43+8 15+3 27+3 22+ 3 60+ 6

pH 3 25+ 9 15+7 107 +6 39+5 18+1 43+ 5 23+ 6 57+3

pH 3 + pepsin 29+ 19 10+ 2 68 + 6 40+ 8 15+ 2 41+ 2 21+ 18 60 + 6

Phenolic pH 5 40 + 26 19+4 125+ 2 57 £ 20 303 875 41 + 15 96 + 4

extract pH 5 + pepsin 82+5 161 115+ 2 51+2 31+0 70+ 6 43+ 9 95+1

pH 3 767 17+0 104 + 4 49+ 4 28+1 116 +1 65 + 28 89+ 2

pH 3 + pepsin 47 £ 27 14+ 2 96 + 0 40 £ 6 28+ 0 108+ 5 51+ 16 79+ 4

Abbreviations Epi, 82Q, 4pCou, Phin and Phlx are defined in Tabl&&lues represented mean + SD=(3).
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Figure 3. Metmyoglobininitiated lipid oxidation and its inhibition by different apple
matrices in phospholipidtabilized emulsions in the presence of pepsin (0.25 mg/mL).
Accumulation of conjugated dienes (A) ardHAIE (B) at pH 5. Acumulation of conjugated
dienes (C) and-#INE (D) at pH 3. Dotted red lines are for the consumption of epicatechin.
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Impact of pH and pepsin on the structure of metmyoglobin

The structure of metmyoglobin was examined between pH 7 and 3 using visible
spectroscopy (Fig. 4A). No spectral change was recorded for metmyoglobin between pH 7 and
4.79. However, a dréis decay of the Soret band absorption peaking at 409 nm was evidenced
for pH lower than 4.5. At pH 4.2, the intensity of the Soret band is reduced by half while a
further pH decrease to 4.0 led to a loss of the Soret band with the flattening of théi@sorp
band between 370 and 410 nm. Between 3.8 and 3.0, the absorption spectrum slightly evolved
towards a band peaking at 370 nm. Isobestic points at 380 and 433 nm suggest the appearance
of a single new form only. Although this last form had a spectrume miosely related to that
of hematin at pH 5 than 3, it proved to be reversible. Indeed, when small increments of a NaOH
solution were added, the Soret bamas slowly restored (Fig. 4Bhtermediate spectra at pH
4.0, 4.3 and 4.6 were observed as in fitet part devoted to pH decrease. Further NaOH
addition and long equilibration time did not allow to fully recover the initial metmyoglobin
spectrum. As a matter of fact, 15 to 18% of the initial structure were lost when the time spent
at pH 3 was betwee5 min (Fig. 4B) and 30 mirdatanot shown).

Pepsin addition to metmyoglobin at pH between 5 and 4 led to a pB=idwder decrease
of the Soret band yielding a hemalilkke band peaking at 370 nm (Fig. 4 CD). The presence of
epicatechin at pH 5 glhtly changed the pattern of this new band towards a more flat one while
being without any visible effect at pH 4 (Suppl. Fig. 2). Epicatechin appears to slow down
pepsinolysis by 120% at pH 5, 4.75 and 4.5 when this process is still slow (Suppl. Table 2

and Suppl. Fig. 3).
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Figure 4. Effect of pH and pepsin on the structure of metmyoglobin (5 uM). (A) Stepwise
pH decrease from pH 7.0 to 3.0; dotted lines are hematin at pH 3.0. (B) Stepwise pH increase
from pH 3.0 to 6.27; dotted lines are hematipH 5.0 (C) Addition of pepsin (0.0625 mg/mL)
on metmyoglobin at pH 5. (D) Addition of pepsin (0.0625 mg/mL) on metmyoglobin at pH 4.
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DISCUSSION

In this study, wdirst gave an insight into the two main factors influencing lipid oxidation
gastic digestion,i.e. pH and pepsin In Western countries, fat daily consumption comprises
100-150 g of triacylglycerols and-20 g of phospholipids. In the presence of dietary emulsifiers
and following gastric antral contractions, triacylglycerols are reeovas lipid droplets with
50% (initial) and 30% (after 4 h) of the particles in thEOlum diameter rangé@rmand et al.,
1994). Thus, 10% sunflower oih-water emulsions stabilized by 0.25% (w/w) phospholipids
were designed to model the physical state of lipids during gastric digestion. Particle size
charaterization by laser light scattering gave a mode of 1116l4um @atanot shown). The
oxidative stress was brought by addition of metmyoglobin to the emulsion at the 20 uM level
that corresponds to the consumption of 57 g of steak (ca. 20 ug hemedooked meat)
(Gobert et al., 2034Min et al., 2008 and D FK\PH Y R O X RFocBoherol, the main
antioxidant in sunflower oil, slowed down lipid oxidation during the first hour when compared
to the same reaction with sunflower oil stripped Bfocopherol(Lorrain et al., 2012 D
tocopheral which islocatedin the lipid dropletsrather acts as an inhibitor of the propagation
step. Low concentrations (0.5 mM) o€tonjugated dienes (CD), involving lipiaerived
hydroperoxides, were initially found in the emulsion. The latter are required to activate
metmyoglobin (MbF¥) into perferylmyoglobin which autereduces to ferrylmyoglobin
(MbF€éY=0), the prooxidant species involved in the propagation step through the production of
lipid-derived peroxyl radicalBaron and Andersen, 2002 his reaction likely takes place at
the droplet interface between thipid and aqueous phases. Besides, the adeseribed
mechanism has been mainly described at pH 5.8 for meat impostm conditions. In gastric
digestion, metmyoglobin will face a decrease in pH freft6é 2 and pepsin secretion and these
two factorscan affect the metmyoglobinitiated oxidation of dietarlipids (Tyssandier et al.,

2003.
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Metmyoglobin structures involved in lipid oxidation

Using kinetic monitoring by spectroscopy, it was possible to investigateffect of pH on
metmyoglobin stability and to give an insight into its three dimensional structure. No major
structural change could be observed between pH 7 and 4.5. However, the Soret band with a
@Onax at 409 nm typical of the myoglobin structure édygdecayed between pH 4.25 and 4,
indicating an exposure of the porphyrin ring to a different surrounding environBetnteen
pH 3.75 and 3 a larger and more flat absorption band has formed displaying a high analogy with
that for hematin. At this stagthe bond between the proximal histidine nitrogen and the iron
center could be disrupted. It is worth noting that reversibility to the initial metmyoglobin
structure can be obtained upon jpidrease. This process requires more time for full structure
recovey when compared to the pH decrease process. Unfolding of the protein may result from
the change in protonation status (pl ca. 7). A high reversibility (> 82%) was observed when
metmyoglobin was left at pH 3 for periods shorter than 30 min. This is adydartinterest as
these unfolded forms may move to the duodenum upon gastric emptying. The pH in duodenum
is ca. 6.5 and metmyoglobin could still play a role as a prooxidant. In our study, lipid oxidation,
which was rather initiated by this open form oétmyoglobin than by hematin, proved to be
faster at pH 3 compared to pH 5 as shown by the@d3excess in CD after 1 h (Fig. 1). By

contrast, 4HNE accumulated more slowly at low pH.

Upon addition opepsin, the initial structure of metmyoglobin was ksshown by the pH
dependent firsbrder decay of the Soret ba(uppl. Fig. 3). It is worth noting that pepsin is
active at pH 5 although proteolysis appears quite slow at the beginning of the digestion.
Decreasing the pH to 4.75, 4.5 then 4.25 speeuteqlysis by factors in the ranger53-5 and
finally 2-4, respectively (Suppl. Table 2). As a matter of fact, the activity of pepsin was
calculated to increasm. 72 times between pH 5 and pH 4.25. Recently, Sayd et al. identified

15 different peptideffom myoglobin in than vivo digestion of beef medty minipigs(Sayd
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et al., 2018 Thesepeptidesmainly mapped the -Cand Nterminal regions and one central
region not implicated in the binding site tife porphyrin ring. In particular, the bonding
between the porphyrin iron center and both Hisrédl @3 could be preserved in the remaining
nondigested peptideThese results ansistent with data from Schwarzinger and coll. who
named micremyoglobin A the peptide 1180-Phe 106 principally obtained from pepsinolysis

of sperm whale myoglobifSchwarzinger et al., 20R0Additionally, this peptide exhibited
hemebinding activity as demonstrated byetkhift for the Soret band from 385 nm to 404 nm
attributed to the coordination of the fifth and sixth coordination sites of\hrether hematin

is ultimately released after prolonged pepsinolysis is still unclear in our. dtadyever, the
formation of a micremetmyoglobin form may no doubt increase the accessibility of
surrounding lipids to the iron center. This would result in a higher catalytic activity of'MbFe
as observed through the faster rate for CD accumulation. As a matter of fact, theelGiakev
5-fold higher after 1 h in the presence of pegipH 5. Carlsen et al. similarly observed faster
oxidation rates in methyl linoleate emulsions stabilized by Tween 20 after the addition of
MbF€" proteolyzed by pepsin at pH 3Qarlsen and Skibsted, 200& he prooxidant species
also retained partly the initial Soret band in agreement with a-peptéde structure. By
contrast, no acceleratedHNE formation could be observed. ThizEunsaturated aldehyde is
highly susceptible to the nucleophilic addition of amino acids such as cysteine, lysine and
histidine. Indeed, LOMS evidenced the coupling ofMNE to up to seven histidine residues in

myoglobin(Suman et al., 2007

A role for apple phenolic compounds as antioxidants in gastric digestion

The 100 and 133 uM polyphenol concentrations used in this study correspond to the

respectiveintake ofonly 8 and 9 g of puree and frésappleper liter of chyme, which is
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nutritionally relevantThe metmyoglobisinitiated lipid oxidation of phospholipidtabilized
emulsions with pH set at 5 and no pepsin closely simulates the initial stage of gastric digestion
when pepsin has not alreadiffused from the stomach wall into the chyme. Polyunsaturated
lipids are totally protected from oxidation by epicatechin and the three studied apple matrices
as shown by laghases between 1 and 3 h for both CD a#dNE markers (Fig. 2AB).
Epicatechin,or any other antioxidant phenolic compound located at the interface or in the
agueous phase of the emulsion can interact with heme iron reducing thé&’ #bFe the
MbF€" form, thus inhibiting the initiation step of the radical chain mechanism of lipid
oxidation. Furthermore, the presence of epicatechin was found to reduce by2t#o e
proteolysis rate of metmyoglobin at pH 5 and 4.75. Phenolic compounds displaying an affinity
for pepsin and/or metmyoglobin could thus slow down lipid oxidation inriial stage of

gastric digestion through a n@amtioxidant mechanism.

During gastric digestion, pepsinogen and HCI are respectively secreted by chief and parietal
cells located in the stomach body and fundus. Upon acidic hydrolysis, pepsinogen releases
pepsin which diffuses into the chyme following antral contractions. A physiological pepsin
level has been suggested to be 2000 U/mL digesta atligedtion(Minekus et al., 2024In
our work, the addition of pepsin at 175, 700, and 2800 U/mL was found to boost initial lipid
oxidation by factors 3 to 5. This was ascribed to the formation of a more active- micro
metmyoglobin form after partial globin pepsinokysin the presence of pepsin (700 U/mL) at
pH 5, the antioxidant capacity of the various apple matrices was partly retained (Fig. 3 AB).
Polyphenol may bind to pepsin or have a decreased affinity for imetmyoglobin, which
may preventhem to reduce dffiently ferrylmyoglobin. Despite lipid protection is limited to 3

h in our model system, it remains relevant in human gastric digestion.

Decreasing the pH to 3 to simulate raiidestion was found to influence lipid oxidation and

its inhibition by apple ratrices rather similarly to pepsin addition at pH 5. Indeed, lipid
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oxidation initiated faster as shown by increased CD contents after 1 and 2 h (Fig. 2AB). In
addition, apple matrices only weakly retarded the formation of CD while having no effect on
4-HNE formation. Actually, digestion conditions with a low pH and no pepsin are not
physiologically relevant due to the concomitant secretion of pH and pepsinogen by the same
stomach areas. More interesting for human digestion, lipid oxidation was drasgadaited at

pH 3 in the presence of pepsin. A reversible unfolding of globin is expected at this pH.
However, pepsinolysis of this open form may be extremely fast likely leading to the release of
hematin. Although hematimnd metmyoglobiinitiated lipid oxdations were found earlier to
proceed at comparable rates at both pH 4 and pH 5.8 in phospfstéipitized emulsions
(Lorrain et al., 201Pthis isclearly not the case in this work in the presence of pepsin. This
difference could be accounted by hematin binding to pepsin. The resulting heeyagin
complex may be unable to interact with polyunsaturated lipids owing to its conformation or
locationin the thregphase emulsion system. Inactivation of iron forms may only be partial as
lipid oxidation could start after 3 h. It is worth noting that epicatechin, puree and the phenolic

extract strongly inhibited the accumulation of CD arAdME while freshapple was inactive.

Actually, our results obtainenh vitro by decomposing gastric digestion stages are fully
consistent with results obtain&d vivo with minipigs (Gobert et al., 2004 Indeed, CD were
found to accumulate following a bedhaped kinetics and this is supported by the higher
oxidizability of PUFA at pH 5 compared to pH 3 in the presence of pepsin. Furthermore,
TBARS, as secondary lipid oxidation markers, only slowed dawthe end of the digestion as
does 4HNE. Artichoke, plum and apple, added to a meal containing sunflower oil and beef
meat, played a protective role by totally and largely inhibiting CD and TBARS formation,
respectively. These defrosted or cooked famtl vegetables are structurally related to puree

displaying a loss of plant cell integrity and release of phenolic compounds.
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Our study finally outlined a considerable effect of the matrix on the bioaccessibility of
phenolic compounds. Indeed, phenolic pomunds were almost fully bioaccessible when
provided as an extract (¥5%) and only slightly less bioaccessible when brought as puree (57
74%). Polyphenols may noncovalently bind apple proteins and cell wall polysaccl{agdes
Bourvellec et al., 2011As a matter of fact, higher affinities are exhibited by procyanidins as
shown here with dimer B2 whose bioaccessibility remains below 20%. By contrast, almost no
phenolic compounds were recovered in the aqueous phase for fresh apfle)(duggesting
thatmastication is by far less efficient than thermal processing for cell membrane breakdown.
Our bioaccessibility data are in line with the general trend observed for the antioxidant capacity
of the three matrices, i.e., the phenolic extract and puree syniilaibited lipid oxidation and,

as a matter of fact, more efficiently than does fresh apple.

CONCLUSION

The present studshed some light on the role of pH and pepsin on hemadrnitated lipid
oxidation taking place in the gastric tract after thestgpn of a Western type diet. In particular,
it evidenced the formation of two reversibly unfolded or partly proteolyzed forms of
metmyoglobin retaining proxidant activities. Because these forms can move forward to the
intestinal tract along with PUFAmore work should be done to assess their activity towards
mixed micelles of bile salts, free fatty acatsd monoacylglycerols after the action of intestinal
lipase.The role of trypsin or chymotrypsin on newly formed heme forms should also be

evaluagd.

Although most apple dessert brings 3 to 4 times less polyphenols, the consumption of an
apple associated to a Western type diet cquidvide health benefits directly in the

gastrointestinatract by limiting the formation of deleterio@nd absorbabl lipid oxidation
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products. Procyanidins are also known to be metabolized by the colon microbiota providing
circulating metabolites endowed with the capacity to protect the vascular endothelium. Hence,
the reintroduction of such healthy fruits into the Wées diet should be encouraged for a better

protection towards cardiovascular diseases.
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Supplementary data

Composition data of Reinette apple

Reinette apple contained 3.15 g of glucose, 5.85 g of fructose, 1.09 g ofreaeclad4 g
of citric acid and 1.61 g of malic acid per 100 g of fresh fruit. Dehydroascorbic acid (17.7 mg
per 100 g FM) was markedly higher than ascorbic acid (5.9 mg per 100 g).

Table 1. Phenolic compounds identified by UPLC/DAD/EEBN in apple Ranette de
Flandre).

No. tgr(min) max (NM)  [M-H]-(m/2  MS?fragments (m/2) Proposed structure
1 6.6 280 577 559, 451425, 407, 299, B-Type dimer
289, 273, 245
2 7.0 280 289 271,245, 231, 205, 179 (+)-Catechin
3 7.4 326, 259sh 353 191 5-Caffeoylquinic acid
(chlorogenic acid)
4 8.0 316, 290sh 325 265, 235, 205, 187, 16  Coumaroylhexoside
145 119
8.25 280 451 289, 245, 161 Cinchonain
8.6 865 847, 739, 713695 577, B-Type trimer
575, 451, 407, 287
7 353 191, 179173 4-Caffeoylquinic acid
(cryptochlorogenic acid
8 8.85 280 1153 1027 1001, 983, 907, B-Type tetramer
865, 863, 577, 575, 50(
491, 451, 449, 425, 413
407, 288, 286
9 865 847, 739, 713695 577, B-Type trimer
575, 451, 407, 287
10 9.05 284, 320sh 465 303 285 Taxifolin hexoside
11 9.85 280 577 559, 451425 407, 299, B-Type dimer
289, 245
12 865 847, 739, 713695 577, B-Type trimer
575, 453, 451, 407, 28’
13 9.95 285sh, 331 355 295, 265, 235, 214,93 Feruloylhexoside
175, 160, 135
14 10.3 290sh, 313 337 191, 163 5-p-coumaroylquinic
add (trans}
15 105 280 72¢ 701, 643635 577, 575, B-Type pentamer
451, 407, 288, 286
16 10.9 279 289 271,245 231, 205, 179 (-)-Epicatechin
17 1153 B-Type tetramer
18 111 312, 285sh 337 173 163 4-p-coumaroylquinic

acid ¢rang)?
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No. tr (min) max (NM)  [M-H]"(m/2  MS?fragments (m/2) Proposed structure
19 11.4 280 1153 1135, 1027, 1001, 984 B-Type tetramer
865,863 739, 701, 577,
575, 425
20 115 720° 701,635 577, 575, 451, B-Type pentamer
425, 289, 287
21 12.55 280 864 779, 7B, 695, 577, 575, B-Type hexamer
449, 407, 288, 286
22 13.25 280 720 711, 644635 577, 575, B-Type pentamer
559, 451, 407, 289, 28’
23 13.45 280 865 847, 739, 713695 577, B-Type trimer
575, 543, 425, 407, 28’
24 1435 280 1153 1135, 1027, 1001, 3 B-Type tetramer
865 863, 739, 701, 577
575, 449, 407
25 14.55 280 1153 1135, 1027, 1001, 983 B-Type tetramer
865 863, 739, 701, 577
575, 449, 407
26 14.75 280 720° 701,635 577, 575, 451, B-Type pentamer
425, 407, 289, 287
27 280 865 847, 739,713,695 577, B-Type trimer
575, 543, 425, 407, 28’
28 15.0 280 864 779, 719, 711, 695, 577 B-Type hexamer
575 449, 407, 289, 287
29 720 709,643 634, 577, 575, B-Type pentamer
558, 449, 288
30 15.15 280 1153 1135, 1027, 1001, 983 B-Type tetramer
865,863 739, 701, 577,
575
31 864 779, 719, 695577, 575, B-Type hexamer
449, 413, 287
32 15.3 280 739 721, 629587, 569, 449, Cinchonain I?
435, 417, 339, 289
33 15.45 280 1008 932,914, 737, 576, B-Type heptamer
34 15.55 280 1153 1143,1067, 1008863 B-Type tetramer
629, 577, 449
35 15.85 265, 356 463 300 Quercetin3-O-hexoside
36 15.90 609 300, 270 Quercetin3-O-
rhamnoglucoside (rutin]
37 16.1 356 463 300 Quercetin3-O-hexoside
38 16.4 356 433 300 Quercetin3-O-
pentoside
39 166 356 433 300 Quercetin3-O-
pentoside
40 16.7 280 1027 875, 857,737, 585, 575, Cinchonain II?

449, 407
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No. tr (min) max (NM)  [M-H]"(m/2  MS?fragments (m/2) Proposed structure

41 16.8 354 433 300 Quercetin3-0O-
pentoside
42 17.0 354 433 300 Quercetin3-0O-
pentoside
43 17.1 354 447 300 Quercetin3-0O-
deoxyhexose
44 17.25 284, 300sh 567 273 Phloretin2- 2 §
xyloglucosice
45 17.9 447 314 Tamarixetin or
isorhamnetir3-O-
pentoside
46 18.0 284, 300sh 435 273 Phloretin2- 2 §
glucoside

sh: shoulder. Fragment in bold is major i8ldentified according to Clifford et al. (2003),
PHokkanen et al. (2009jdoubly-charged ion.

M. N. Clifford, K. L. Johnston, S. Knight and N. Kuhnedgurnal of Agricultural and Food
Chemistry 2003 51, 29002911.

x J. Hokkanen, S. Mattila, L. Jaakola, A. M. Pirttila and A. Tolodenynal of Agricultural and Food
Chemistry 2009 57, 94379447

190



>

Conjugated dienes (mM)

Epicatechin (pM)

)

Alpha-tocopherol (uM)

4-HNE (pM)

Time (h)

14 -
12 A
10 -
8 -
6 -
4
2 -
0
Control Pepsin
100 f =#=—Pepsin 1 mg/mL
80 1 ——Pepsin 0.25 mg/mL
60 - Pepsin 0.0625 mg/mL
40
20
0 iR il
5 6
Time (h)
120 1 —a— Control
100 X —&—Pepsin 1 mg/mL
80 | —&—Pepsin 0.25 mg/mL
Pepsin 0.0625 mg/mL
60 - P g
40 ~
20 4 o o
v < &
0 - } 1 i 1 T 1
0 %5 30 45 60 75 90 105 120
Time (min)

— N0 epi, NO pepsin

~ - Epi + Pepsin 0.0625mg/mL

Pepsin 0.0625 mg/mL

— &~ Epi+ Pepsin 0.25mg/mL

== Pepsin 0.25 mg/mL

= @ Epi+ Pepsin 1mg/mL

~—a— Pepsin 1 mg/mL

M Pepsin 1 mg/mL
M Pepsin 0.25 mg/mL

Pepsine 0.0625 mg/mL

T

Pepsin + epicatechin

Alpha-tocopherol (1M}

120

100

80

60

40

20

& —&—Epicatechin

—&— Epicatechin + pepsin 1 mg/mL
—a—Epicatechin + pepsin 0.25 mg/mL

Epicatechin + pepsin 0.0625 mg/mL

T

&
90

0 30 80 120 150 180

Time (min)

191



Figure 1. Metmyoglobininitiated lipid oxidationatdifferent pepsin concentratis(i, 0.25
and0.0625 mg/m) and inhibition by epicatechin in phospholigthbilized emulsions at pH
5. Accumulation of conjugated dienes (A) aneHBIE at 6 hours (B). Degdation of
HSLFDWHFKL Qtocdpherd Qithout and with epicatechin at different pepsin
concentrationg¢D-E). Epicatechin concentration = 100 pM. Values represent mé&ih (0 =

3).
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Figure 2. Effect of pepsin on the struse of metmyoglobin (5 uM) in the presence of
epicatechin (25 uM).A) Addition of pepsin (0.0625 mg/mL) onto metmyoglobin at pH. (
Addition of pepsin (0.0625 mg/mL) onto metmyoglobin at pH 4.
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Table 2 & Figure 3. Kinetics for the decay of theo®t band of metmyoglobin (5 uM) at
410 nm upon addition of pepsin (0.0625 mg/mL) at different pH, in the absence or presence of
epicatechin (25 uM). Data are reported asHfingter rate constantk)(and standard deviations

between measured absorbanass @alculated values.

Three trials with same epicatechin, pepsin, metmyoglobin solutions per trial.

Without (-)-Epicatechin With (-)-Epicatechin

Trial 1 Trial 2

k(s SD (s} k(s SD ORI SD (s  k(sh - SD (D)

pHS5.01 | 654x10% | 020x10* | 879x10* | 035x10* | 7.02x10* | 0.17x10% | 793x10* & 020x10°

pH4.77 | 5.13x10% | 010x10° | 485x10° | 0.10x10° | 392x10% | 0.09x10° | 414x10° | 0.08x 103

pH4.52 | 1.69x10? | 010x10? | 229x10? | 0.11x10? | 1.66x10? | 003x10? | 1.61x10? | 0.03x 102

pH4.26 | 392x10% | 048x10? & 375x10? | 049x10? | 438x10?  020x107 & 413x10? & 023x10?

Without (-)-Epicatechin With (-)-Epicatechin
Trial 3 Trial 3
k(s)) SD(sY) (kepr-knoepiy/ kpH iow/ KpH k (sY SD (sY)
Kno epi high

pH 5.01 | 6.45x 10* 0.2x 10* 10% 7.0 5.81x10* 0.14x 10*
pH 4.77 | 4.50x 10° 0.10 x 16° 25% 2.6 3.37x 108 0.06 x 103
pH 4.52 | 1.18x 102 0.02x 102 7% 3.7 1.10x 102 0.02 x 10?
pH 4.26 | 4.31x 102 0.07x 102 492x 10? 0.10 x 10?
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4. Résultats complémentaires

$X FRXUV GH FHWWH pWXGH QRWUH REMHFWLI pWDLW GT1}
O TR [\ Glipithgudax deux pH de digestion gastrique (pH 5 et pH 3) afin de compléter notre
caratérisation des phénoménes pouvant se produire lors de la digestion gastrique. Ces résultats
pPWDQW SUpOLPLQDLUHV LOV VRQW SUpVHQWpPVY HQ WDQW T

4.1. Mise au point de la détection en spectrométrie de masse dgsdes présents dans
OfKXLOH GH WRXUQHVRO

LetableauS(UHSUpVHQWH OHV SDUDPqQWUHYV 06 TXL RQW SHUPL)

au cours du modele de digestion gastrique.

Tableau5: OROpFXOHV LGHQWLILpHYVY GDQV Ordisiorts [a\basB LWV L\
GIKXLOH GH WRXUQHVRO HQ &YpeMiHue RigerGGILSD VAL $ O RR Q8

Temps de Masse MS MS?2 | Fragment | Perte | Identification
rétention (min molaire | [M+NH4]* | [M+H]* de
neutre
Acides gras libres(mode négatifM -H]")

0,83 280 279 L

1,0 256 255 P

1,1 282 281 O

1,55 284 283 S

Diacylglycérols (mode positif)

7,5 616 634,3 617,3 337 | 280(L) LL

8,9 618 636,3 619,3 339 | 280(L) LO
337 |282(0)

8,9 592 610,3 593,3 337 | 256(P) PL
313 | 280(L)

Triacylglycérols (mode positif)

13,6 878,5 896,5 879,5 599 | 280 (L) LLL

14,4 880,5 898,5 881,5 601 | 280 (L) OLL,
599 |282(0)] LOL,LLO

14,5 854 872 855 599 | 256(P) POO
575 | 282(0)
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14,9 882 900,6 883 601 |280(L) OOL,
603 | 282(0)| OLO, LOO
15 856 874,5 857 601 | 256(P) POL
577 | 280(L)
575 | 282(0)
15,4 884 902,6 885 605 | 280(L) LOS
603 | 282(0)
601 | 284(S)
155 884 902,6 885 603 | 280(L) 000

L : acide linoléique : acide oléiqueP : acide palmitiqueS : acide stéariqué2OO0,
000, LOS, POL, OOL,OLO, LOO, LLL ,OLL,LOL,LLO,LL,LO,PL : combinaison
des acides gras libres en du triglycérides.

&HWWH PpWKRGH GTLGHQWLILFDWLRQ QRXV SHUPHW GH V
LLO, POO, OOL, OLO, LOO, POL, LOS, OO0, PP@DU OD OLSDVH DLQVL TXH ¢
certaingdiacylglycérol (LL, LO, PL) et des acides gras correspondant (L, O, P, S). Cependant,
DXFXQ PRQRDF\OJO\FpURO QYD SX rWUH GpWHFWp LQGLTXD

42 &LQpWLTXH GIK\GBGRAOQYKXEBY BG'*H WR XU QkintkRO HQ DEVH

$1ILQ GH FDUD bB\igld lipdde tbn@dub BtMsée dans ce modeéle, nous avons suivi
OTK\GURO\VH | S+ HW j S+ DX FRXUV GX WHPSV ORUV GH
desTG PDMRULWDLUHYV GH O %K X%lLde HL étHde \MRX OLQCHDN) BEQure
45),
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Figure 45 : Taux résidueldes TG H OTKXLOH GH WRXUQHVRO DX FRXU

digestion gastrique en présence de la lipase fongique a pH 5.

L : acide linoléique. O acide oléique.

Les résultats indiquentuneQLWLDWLRQ UDSLGH GH Q4B8\@iuR)\VH GH)\
'H SOXV DXFXQH GLIIpUHQFH QYD pWp REVHUYpH VXU OH W
et a pH 3 (données non montrées). Le taux résiduel des TG apparaissait se stabiliser aprés 120
min de digestion a 55% pour le LLL et a 59% pour LLO/LOL/QEigure45). La majorité de
OYDFLGH OLQROPpPLTXH DSSDUDL\Figeré¥Wa)QW OHV  SUHPLQqUH
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Figure46: $SSDULWLRQ GH O fdolrs d& ta shu@trdeldipeskorD X

gastrigue en présence de la lipase fongique.
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43. (IlTHW GH OD OLSDVH VXU OH WD X§é n®fde 6 SighdtithQ OLSL

gastrigue en absence de pepsine
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Figure 47: (YDOXDWLRQRXH GOLR[GCEDMWH HQ PRGQqOH GIpPXOVLR

présence ou non de la lipase.
(A) Dienes conjugués; (B)}H4INE.

'DQV OH FDV GTXQH VLPXODWLRQ GH GLJH\WxYydaRt@usLPSOH
forme de métmyoglobine a pH 5, nos résultats Wod HQW TX{HQ SUpVHQFH GH
proche de sopH optimum G { D F W L6)6LIsVaqon€ehtration ediénes conjuguéapres une
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SKDVH GH ODWHQFH GH PLOQXWHYV pWDLW (E2XSlpddeH XUH |
Figure47A). ,O0 HVW | Q pr&gente deXifade, la concentrationdieéses conjuguésst
néanmoins sousi VWLPpH FDU QRXV DYRQV SX REVHUYHU SDU VSH
180 minutes de digestion la quantité de lipides totaux présents dans le prélevement était divisée
pr2.$ OJLQYHUVH OYfDFEXRPWDLWLRQI@HHXUH j FHOOH GH
(Figure 47B) La forte réactivité du-4HNE avec les protéines conduit probablement a-sous
HVWLPHU OTDSSDULWLRQ GH FH PDUT X Higndles aburBd? ¥tk DLW H
OHV GHX[ PDUTXHXUV GTR[\GDWLRQ OLSLGLTXH &H Pr
FRQWUDGLFWRLUH DYDLW pWp REVHUYp DSUqV DMRXW GTX
caractere proR[\GDQW GH OD PpWP\RJIOR Bt @pide 8esSH pou@altK\G URC
entraher le positionnement des acides gras libérés, du fait de leur plus faible hydrophobicité, a

OD VXUIDFH GH OD JRXWWHOHWWH OLSLRELG RIMIABEOQVL OL
pourrait étre facilitée par une meilleuleQWHUDFWLRQ GH OYDFogaanfUDV OL
SUpVHQW j OTLQWHUIDFH
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Figure 48: (YDOXDWLRQ GH OYR[\GDWLRQ OLSLGLTXH HQ PRGCc

présence ou non de la lipase.
(A) Diénes conjuguégB) 4-HNE.

'DQV OH FDV GYXQH pPXOVLRQ j S+ OD FRGHNE@W UDWLR
supérieue en début de digestion (60 minutes) en présence de lipdisgant également une
oxydabilité supérieure des lipides émulsionnésD F F X P X kabtiue Be® dienes conjugués
HVW H[SOLTXpH SDU OH GpSKDVDJH t@tapealiyip &ndipide®® HW GH
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120 min Ainsi, la formation des deux marqueungparait largement sotestiméeS XLV TX{LOV
ont été analysés a partir du méme édhant(Figure43B).

"D X \&tudesY 1D Y @ApHFIWVDLUHY SRXU FRPSUHQ @IRH\ G B MALSROF W
de lipides émulsifiecsORUYV GIXQH VLPXODWLRS l¢€5 Em@diahki dewiixeRtQ JD VW
XQ GHVLJQ GLIIpUHQW GHFBYN[SpWHPHQVEDWWREXHOMW W p WU I
PLOLHX SDU WHPSV GH FLQpWLTXH TXL VHUDLW FRPSOqQWt
maniere quantitative les lipides totaux, désnes conjuguést le 4HNE. Lorsquedecette mise
au point, degssais pourront étenvisagéavecla lipase gastrique humaine régiosélective pour
la position sA3 (lipase fongique régiosélectiem snl,3) ou la lipase gastrique de lapimes
proche,devenue récemmermommercialement disponiblet qui serait aussiplus adaptée
TXTXQH OLSDVH IRQJLTXH 6DPV HW DO
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Etude n°2

Apple polyphenols decreapestprandial oxidative stress in thre

vitro digestion of a Westertype diet

Les polyphénols de pommRBéinette de Flandjeéduisent
OyRation lipidique au cours de la digestion gasttestinalein

vitro GTXQ UHSDV RFFLGHQWDO

Gaétan Bada, Christian Ginies, Claire Dufour

(En préparation
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|. Etude n°2

1. Contexte scientifique

Un repas de type occidental est caractérisé pasumensommatiode AGPI n-6 qui sont
sensibles a l'oxydation initiée par le fer héminique apporté par la viande rouge au niveau du
tractus gasto. QW HVWLQDO &HWWH R[\GDWLRQ HVW j OfRULJLQ
insaturé, spécifique des AGRI6, le 4HNE. Ce dernier, qui est génotoxique et cytotoxique,
est retrouvé dans de nombreuses pathologies présentant un stress oxydant ou une inflammation
chronique (neurodégénérative, cardiovasculaire ou cancer). Aprés absorption rapide au niveau
intestiral, I'incorporation de produits d'oxydation comme d8ME dans des lipoprotéines de
basse densité pour former les LDLox est associé a un dysfonctionnement endothélial et au
GpYHORSSHPHQW GH OYDWKpURVFOpURVH /LPridaidle¢ OD IRU
tractus gastrantestinal apparait essentiel et une des stratégies pourrait étre une
supplémentation alimentaire riche en antioxyddaatseffet, des métanalyses ont a plusieurs
reprises indiqué une relation inverse entre une maladie coramae@nun accident vasculaire
cérébral et la consommation de fruits et légumes. Les PCs contribuent pour plus de 80% aux
polyphénols de la pomme et ont été montrées comme capables de réduire le stress oxydant, le
taux de LDLox, les maladies coronariennedeeprotéger la fonction vasculaire. Par ailleurs, il
existe une forte affinité dd¥Cspour les protéines et les fibres alimentaires, ce qui peut étre un

facteur affectant la bioaccessibilité de ces polyphénals/o.

2. Objectif

/I TREMHFWLINVBHRRHWMWIHW XGH VHUD GDQV XQ SUHPLHU WHI
OLSLGLTXH G YRU Liditiég iHaDaOnéeRyagMbbéddriid un modéle de digestion
gastro-intestinaleinvitro ] SDUWLU G X Q &attidemal Darts wvseedhd temps, le
potentiel aQWLR[\GDQW GYXQH VXSSOpPHQWDWLRQ ULFKH HQ =2
matrice (fruit frais, purée ou extrait phénoligue) comme stratégie de prévention contre
OTR[\GDWLRQ OLSLGLTXH GXUDQW OD GLJHVWLRQ VHUD pYI
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3. Résumé

MéthodologieDans cette éide, nous avons simulé la digestion gadtrQ WHVWLQDOH G X
de typeoccidentaparlaceGLIJHVWLRQ GTXQH pPXOVLRQ | GTKXLOH ¢
S UpVHQ F Hog/fiaxQlaSrydylobine (20 uM au final) dans des conditions mimant au
mieux b physiologie de la digestion. Ces émulsions ont été supplémentées ou non avec les
difféerentes matrices de pomme (100 uM équiv. polyphénols pour les mattest
phénolique epurée et 133 UM pour l&uit frais). Afin de mimer le transport plus ou msi
UDSLGH GH OYDOLPHQW YHUV OH GXRGpQXP GHX[ FRQGLWI
° XY U2-h a pH 5 en présence de pepsine (1000 U/mL) et un abaissement du pH de 5 vers 3
apres 1 h de simulation de digestion. Le passage en phase intestt@lealisé par ajout de
bile (10 mM en sels biliaires) et de pancréatit@) U de trypsingnL) et un ajustement du pH
a 6,5. Durant ces digestiona vitro OfYDPSOHXU GH OYR[\GDWLRQ OLS]|
bioaccessibilité des polyphénols ont été édatu
Résultats majeur€e travail a permis de mettre en évidence que la diminution de pH de 5 vers

DX FRXUV GH OD GLJHVWLRQ JDVWULTXH UpGXLVDLW IRU\
GH OfR[\GDWLRQ OLSLGLTXH GLqGQdiMestira@MaXfdratdn @dsSLGL T
dienes conjugués se poursuit a des vitesses relativement proches. Cependant, aucune différence
GIDFFXPXODWLRQ GX @bNEXDXE MHHRQSRPWHKYWLHOOHPHQV
observée a la fin des phases gastrigt intestinale. Ceci gsbtentiellement di a une réactivé
différente du 4HNE libre avec les protéines (enzymes de digestion, myoglobine) qui conduit
par ailleurs a sousstimer de maniére générale sa formatium. le plan antioxydant, les trois
matrices de pomme inhibaient totalemerfictcumulation des éiles conjugés en phase
gastrique et trés efficacement celle ddME en fin de phase gastrique {98%) et intestinale
(60- 'H PrPH OfpSLFDW pF KRQélréfékeRde \sentbldit RIBdebce sur
OD UpGXFWLRQ GH -G@NBen firkde grade gaktRoQe 61 TXTHQ ILQ GH SKD
intestinale (3644%). En outre, la bioaccessilditinitiale des composés phénoliques
monomeriques été évaluée montrant une grande similarité erdgerhatrices pée (67%) et
extrait pkénolique (89%) par rapport aux pommes idhes (34%). En revanche, la
bioaccessibilié du dimére B2 était généralement inférieure a la bioaccessibilité moyenne dans
les difféerentes matrices, ce qui suggeéere une liaigmrcovalente aux pectines de pomme ou
aux protéines.& HWWH VHFRQGH pWXGH D SHUPLV GH PHWWUH |
OLSLGLTXH SRXYDLW DYRLU OLHX GDQV OHV GHX[ FRPSDUW

de 4HNE. De plus,une supplémentation richeen PCs pourrait limiter la formation de
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produits d Hxydation lipidique nocifs et absorbableg4-HNE) directement dans le tractus
digestif, protégeant & long terme la fonction vasculaire
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Abstract

The Western diet brings elevatestels of R6 polyunsaturated fatty acids@PUFA) which
are markedly prone to oxidation by heme iron of red meat. Lipid oxidation products-such 4
hydroxy-2-nonenal (4HNE), a specific genotoxic and cytotoxic., -unsaturated
hydroxyalkenal generated fromePUFA, are readily absorbed in the gastrointestinal tract and
incorporated into low density lipoproteins (LDL). LDL oxidation is a key step in the endothelial
dysfunction and atheromatous plaque formatiomiting the formation of this oxidation
product in the gastrointestinal tract appears essential and the enrichment of the diet in
antioxidant phytomicronutrients could be a strategy. The aim of this study is to evaluate lipid
oxidation and its inhibition ypa supplementation in procyanidinader various apple forms
(fresh apple, puree, polyphenol extract) to a Wedtgra diet in simulated gastrointestinal
digestion. Our results showed that thecrease in pH, from 5 to 3, during gastric digestion
strongly reduced the accumulation of liptterived conjugated dienes (CD) before the restart in
intestinal phase. However, no difference regarding the accumulation of free and potentially
absorbable 4HNE was observed between the end of the gastric and intgstiass probably
due to the reaction ofWINE with proteins (pancreatic enzymes). By contrast, the three apple
matrices totally inhibited the accumulation of CD in the gastric phase and very effectively that
of 4HNE at the end of the gastric (B8%) andintestinal (6695%) phases. Similarly,
epicatechin, chosen as a procyanidin reference, was more effective at reducifigNBEe 4
accumulation at the end of the gastric stepq®%o) than that at the end of the intestinal phase
(36-44%). In addition, the itial average bioaccessibilities for phenolic compounds appeared
closer for puree (67%) and the phenolic extract (89%) than for fresh apple (34%). Besides, the
bioaccessibility of dimer B2 was generally lower than the corresponding overall
bioaccessibilityfor each matrix, suggesting a noavalent interaction between B2 and pectins

or proteins.

These results, which should be confirmedvivo, provide a dietary strategy for the
protection of the endothelial function and against atherosclerosis develoinepity by

increasing the consumption of plant products rich in phenolic compounds.

Keywords: lipid oxidation, 4hydroxy-2-nonenal in vitro gastrointestinal digestioapple,
antioxidant, procyanidin.
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INTRODUCTION

TheWestern diet brings elevated levef$1-6 polyunsaturated fatty acids-6 PUFA) which
are sensitive to heeniron-initiated oxidation in the gastric tract where food is exposed to
postprandial stregBaron and Andersen, 200Rorrain et al., 2012Vulcain et al., 200b In a
previous study, Gobert et al. reported an increased concentctMDA (as TBARS) in the
gastric tract of minipigs fed with a Westdype diet(Gobert et al., 2014 Lipid oxidation
products are readily absorbed in the gastrointestinal tracinaorporated into chylomicrons
and then low density lipoproteins (LDL(Btaprans et al., 1994Among lipid oxidation
products, 4hydroxy-2-nonenal (4HNE), a specific genotoxic and cytotoxi¢ -unsaturated
hydroxyalkenal generated from6 PUFA, was found in some diseases with chronic oxidative
stress and inflammation (cardiovascular, cancer and neurodegemg@tiapple et al., 2033
Moreover,[*H]-4-HNE administered by intrgastric gavage to rats proved to be absorbable
and further metabolized as shown by the identification of 22 urinary metal{ileksr et al.,
2019. In vascular pathology, this reaatialdehydecontributes to the atherogenicity of
oxidized LDL (oxLDL) by forming 4HNE-apoB adductshroughMichael addition or Schiff
basewith free amino acids (cysteine, lysine, histidirfslegreSalvayre et al., 2037 LDL
oxidationis a key step inthe athebmaous plaque formation by activatiaf the scavenger
receptor pathway of macrophagic cefiatleadsto the formation of foam cellStaprans et al.,
2005. Limiting the formation of oxidation products in the gastrastiteal tract appears as a
major challenge and one strategy could be thingestion of food antioxidants.oBphenols
aresecondary metabolitdargely distributed in frug, vegetables and cereals appear to be
the most abundant antioxidants in themaun diet(Arts and Hollman, 2005 Metaanalyses
have repeatedly indicated an inverse relationsbtpreen coronary artery disease or stroke and
the consumption ofrfiit and vegetable@une et al., 201;/He et al, 2006 Zhan et al., 2017
Part of this cardiovascular health benefit could be attributed to flavonoids, the major class of
phytomicronutrients in fruit and vegetablgtoper et al., 20Q8ay et al., 2012 Apple is the
most consumed fruit in Western countries and display markedly high contents innidotsya
(PCs) (Ceymann et al.,, 2012WNojdylo et al., 2008 Although hydroxycinnamic acids,
flavonols, dhydrochalcones are present in varying levelenomeric and oligomeri®Cs
contribute for morghan 80%to the phenolicpool. PCs are known to reduce oxidative stress,
LDLox as well as coronary diseases and protect vascular furfBxaarchet et al., 2006Their
catecholubunitcan reduce hypervalehemeiron form of myoglobin (MbFé'=0) as well as

chelae free ironthusprotectng oil-in-water emulsiongagain lipid oxidationn the gastric tract
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(Lorrain et al., 201R However, lipid oxidation aniis inhibition by the simultaneous ingestion

of polyphenolrich fruits duringboth gastric and intestinal phaskaveto beestablished. The
primaryaim of this study is to evaluatiee extent ofipid oxidation in botrsimulateddigestion
phases using an dih-water emulsion as food model. Théme antioxidant potential afpple
polyphenolsadded under various matrix forms (fresh apple, puree, polyphenol extract) to a
Westen-type diet will be assessed along with their bioaccessibility to shed some light on the

underlying mechanisms.

MATERIALS AND METHODS
Chemicals and Solvents

Chemicals Horse heannyoglobin M1882, type Il), (-)-epicatechin, porcipepsin(P6887,
2829 U/mg) 2,4dinitrophenylhydrazindDNPH), porcine pancreatin (P7545, trypsin activity
2.8 U/mg), porcine bile extract (B8631) af¥)- .-tocopheol (T-3251)were purchased from
SigmaAldrich (SaintQuentin Fallavier, France)Polyphenol standards,-){epicatechin,
chlorogenic acidp-coumaric acid, phloridzin dihydrate and isoquercitrin were from Sigma
Aldrich. 4-Hydroxy-2-nonenal (32100 was purchased from Bertin pharmislantigny le
Bretonneux, France)rans2-octenal (W32, 15@-K) and pentanal (42272) were purchased
from SigmaAldrich. Hexanal 21520), trans2-heptend (00502), egg yolk L .-
phosphatidylcholindP3556 PL), were purchaed from Fluka (Buchs, Switzerlandnalysis
of the PL showed the presence ghosphatidylcholine (33%), phosphatidylethanolamine
(13%), sphingomyelin (3%), phosphatidylinositol (2%), and lysophosphatidylcholine (2%)
along with a neutral fraction contang triacylglycerols (47%).

Solvens: HPLC-MS grade methanol, acetonitrile, acetone, hexane, gl@gropanolwere
from Fisher Scientific (lllkirch, France); formic acid from Merck (Darmstadt, Germamg
hydrachloric acid from SigmaAldrich. UltrapureZDWHU U HV LV ot atR5WPE) was 0 Y
obtained with a Millipore OPak 2 (Mipore Corporation, Bedford, MA, USA).
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Characterization of sunflower oil

Sunflower oil (Leclerc, l0tA21815, 2015) was used as a source of dietary lipids.
Characterizabn of sunflower oil was carried by GEID as inBolea et al. (Submitted 2019)
(Bolea et al. Submitted2019. Briefly, this sunfloweroil contained 9.8% of saturated fatty
acids (6.3% C16; 3.3% C18; 0.2% C20), 27.8% of monounsaturated fatty acids (0.1% C16:1;
27.0% C18:110; 0.6% C18:1#v; 0.1% C20:1) and 62.4% of polyunsaturated fatty acids
(62.4% C18:2; 0.01% C18:3)+)- .-tocopherolwas detected by UPLC coupled to a

fluorometric detector (excitation 290 nm; emission 330 nm) and fouachtmnt to 665 ppm.

Apple polyphenols

Fresh applesReinette de Flandjevere collected from an organic orchard in Ambricourt in
Northen France in awmn 2015. Apples were stored in a cold room at 4 °C before use.
Polyphenol identification in fresh apple as well as preparation and characterization of matrices
puree and phenolic extract were previoudgcribed by Bolea et alSibmitted2019)(Bolea
et al., Submitted 2039Contents in rain phenolic classes and characterization of fle3~ais

for thedifferent apple matriceare pesented in Table 1.

Preparation of simulated digestion fluids and oHin-water-emulsions

The composition of simulated digestion fluids, Simulated Salivary Fluid (SSF, oral phase),
Simulated Gastric Fluid (SGF, gastric phase) and Simulated Intestindl (SllH, intestinal
phase) is given below. This compositiob&sed on human vivodataas reported biinekus
et al.(2014). CaCGJ(H20). at 0.1 Mis not added to the other electrolytes because a precipitation

may OCcCur.

Electrolytes SSF (pH 7) SGF (pH 5) SIF (pH 6.5)
mmol.L* mmol.L* mmol.L*
KCI 15.1 6.9 6.8
KHPQ, 3.7 0.9 0.8
NaHCG 13.6 25 85
NaCl - 42.2 38.4
MgCl2(H0)s 0.15 0.1 0.33
NH4sHCOs 0.06 0.5 -
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All the solutions of simulated digestion fluids were prepared in ultrapure watepghysical
state ofipids during digestion (triacylglycerolsyassimulatedoy a 10% oitin-wate emulsion
stabilized by egg yolk - .-phosphatidylcholinéPL). In a 60 ni. shortnecked glass bottle, 4 g
of sunflower oil wereadded tal00 mg of PLpreviously dispersed i86 mL of SGF. The PL
dispersion was achieved using a rotor stator homogenizer (Silsht€M-01, Heidolph at
24000 rpm for 2 min at room temperature. Thaxed oil and aqueous phases were then
homogenized at 2400pm for 2 min.The resulting emulsion was sonicated for 8 periods of 30
s with a rest interval of 30 s and an amplitude of 40% on ice (Q700, QSonica, 20 kHz)

In vitro gastrointestinal digestion

Gastric PhaseTwo different pH conditions were evaluated for the gastric digestion phase:
1) 1 h at pH 5 to simulate the early gastric digestion step, and 1 h at pH 3 for tbeursd of
digestion, or 2) 2 h athp5 to simulate the part of food rapidly emptied into the duodenum. For
the digestion, 12.5 ml of the fine emulsion were transferred intbraL5roundbottan flask.
One mL of pepsin, initially prepared as a 5.35 mg/mL solution in SGF, was added togensure
final concentration of 1000 U/mL, followed by 112.5 pL of a 0.1 M solution of ed@bid
oxidation was started by the addition of 1.5 mL of a 200 uM metmyoglobin sojutspared
in ultrapure wate( & 7700 M* cmi! at 525 nm (Mikkelsen and Skibsted, 1995The pH was
adjusted to 5 by addition of 1 N HCI before metmyglobin was added. After the first hour, the
pH was adjusted to 3 by addition of 1 M HCI (19 uL) or left at 5 for one more hour. Punched
Parafilm was uskto protect the digestion system during the incubation in an oven at 37 °C
under constant magnetic stirring at 280 rpm. To evaluate the effect of antioxidants, epicatechin
(100 uM), puree or phenolic extract (100 uM eq. polyphenols), fresh apple (133guM e
polyphenols) were added in the digestion system before metmyoglebinantioxidant
evaluation, 150 pL of a 10 mM)epicatechin solution in methanol were added to the emulsion
(100 pM final) or replaced by 150 pL of methanol in control experimerds.tfie phenolic
extract, 111 mg of the dry extract were first solubilized in 1 mL of the appropriate buffer (10
mM in total phenolic compounds) before the addition of 150 uL to the emulsion. Puree (124
mg) was directly added in the emulsion to reach 100 firfldl in phenolic compounds.
Mastication of fresh apple as in the oral phase was obtained by grinding in a domestic grinder
(Valentin, Seb), during 3 seconds, 60 g of 3 apples freshly cut in 24 pieces in the presence of
SSF (30 g). A final concentratiori 33 pM in phenolic compounds was obtained by adding

215 mg of this mixture to the emulsion. During the two hours of gastric digestion, 200 uL of
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the gastric mixture were sampled at t=0, 30, 60, 90, 120 min and dilutegrap@nol (1:6).
Then, samples are centrifuged at 1620for 5 min (4 °C). Supernatant was used to assess
lipid oxidation (CD, 4HNE only in end of phase),)fepicatechin and (x)-tocopherol. At each
time point, another aliquot of 700 pL was sampled and directly centrifuged (£6280Qin, 4

°C). Supernatant was filtred and storeeB&t °C before analysis of the bioaccessibility of apple
polyphenols.

Intestinal PhaseThe remaining 10.5 mL of the gastric mixture were diluted with 10.5 mL
of intestinal fluids (1:1 dilution). The iastinal fluids were constituted by 5 mL of a porcine
bile extract in SIF (21 mg/mL, final concentration of ca. 10 mM in bile salts) and 5.5 mL of a
porcine pancreatin solution in SIF (13§ mL, [pancreatin]final = 100 U trypsin/mL) and 63
uL of 0.1 M CaCh(H20).. The pH of the intestinal phase was adjusted to 6.5 by addition of 1 N

HCI (250:300 pL). Incubation and sampling were kept as before for another two hours.

Determination of lipid oxidation products

The accumulation of lipidierived conjugated dies was followed for 4 hours (2 h in gastric
phase and 2 h in intestinal phase). Brieff{erean appropriatéilution of the supernatant by a
factor 11, 21 or 41 in Zropanol (2 mL)the concentrationn conjugated dienes (CD) was
determined by measurirtige absorbance at 234 nm (HP 8453 diadey spectrometer; optical
path length 1 cnfor quartz cuve). The molar absorption coefficient used for CD was 211000
1 cm! asfor conjugated linoleyl hydroperoxidg®ryor and Castle1984. The secondary
oxidation product 4INE and other aldehydes formeduring simulated digestion were
quantifiedin thesupernatardfterderivatization with DNPH, separation in @R LC/DAD/ESH
MSn systermand quantification by MRM apreviously deschied byBolea et al. $ubmitted
2019)(Bolea et al., Submitted 201%entanal, ion 265 fragmented to 163 (retention time 4.36
min). Hexanal, ion 279 fragmented to ion 163 (retention time 5.15 mihp@enal, ion 291
fragmented to ion 163 (retention time 5.60 minpc2enal, ion 305 fragmented to ion 163

(retention time 6.30 minAll samples were injected in triplicate.

To evaluate tb influence of the matrix on the absorbance at 234 nm, experiments were
conducted without oil for the puree and phenolic extract matrices (fresh apple no longer
available). The oil was replaced by SGF and the experiment run as previously described.
Indeedthe matrix contributed to the absorbance leading to an almost lineaupwalid234 nm
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in the intestinal phase only. Data for conjugated dienes are presented corrected from the blank
without oil for puree and phenolic extract (no correction for fresk) fru

Determination of polyphenol bioaccessibility

Polyphenolbioaccessibilitywas determined as the content in phenolic compounds in the
aqueous phase of the emulsions at the beginning of the simulated gastric digestion. A 500 uL
aliquot of the emulsionvas centrifuged at 1600§for 5 min at 4 °C. The supernatant was
stored at-20 °C before analysis of the phenolic compounds as described by Bolea et al.
(Submitted2019)(Bolea et al., Submitted 201L9or quantification, a 5 pointalibration was
run in UPLC/DAD with phenolic standards in methanol. Monomeric (epicatechin and catechin)
and oligomeric procyanidins were quantified as &gichin equivalent (280 nm), chlorogenic
acid (320 nm), p-coumaroyl derivatives agp-coumaric acid equivalent (320 nm),
dihydrochalcones as phloridzin equivalent (280 nm) and flavonols as isoquercitrin equivalent
(350 nm). All samples were injected in tigate.

Analyses of (%) .-tocopherol and €)-epicatechin

The remaining supernatant for CD measurement storé&2D&C was used for analysis of
(%)- .-tocopherol and-J-epicatechin. Separation and quantification were performed by UPLCas
described by Bolea et.d5ubmitted2019)(Bolea et al., Submitted 2019-)-Epicatechin was
detected by absorption at 280 nm and (#dcopherol by fluorometry (excitation 290 nm;

emission 330 nm)All analyses were ruat leasin triplicate.

Statistical Analyses

All the results are expressed as the mean * standard deviaBbyn@neway analysis of
variance (ANOVA) was performed to test the effect of variation factors. If significant effects
were found, ANOVA at a 95% confidence level, ANOVA was followed by a TKeeyner
post hoc test to identify differences among groufisStat software, versior013 Addinsoft
SARL, Paris, France).
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RESULTS
Lipid oxidation during gastrointestinal digestion.

Lipid-derivedCD are primary markersf lipid oxidationconsisting mainly of highly reactive
lipid-derived hydroperaxies formed inhe propagation step of the lipid oxidation process.
They were kinetically assessed in two different conditions for the gastric step (1 h at pH 5 then
1 h at pH 3vs 2 h at pH 5) and one single intestinal condition (2 h at pH B15he gastric
phaseipid oxidationreadily started withoutany lag phase an€D accumulatedn a linear
mannerduring the first hour at pH 5 (Fid.A). Thedecrease ipH from pH 5 to 3nearly
stoppedlipid oxidation In the intestinal phase, 30 minlong lag phasewas obsenred after
which lipid oxidation resumed at almost similar rates whatever the conditions for the gastric
step.Then, we evaluateskveral lipidderivedaldehydesassemndary lipid oxidation products
The major aldehydedetected at the end bbth gastric ad intestinal phasewere 4-HNE
followed by hexanal (Fig. 1BPentanal2-heptenal an@-octenalwerevery only formedin
limited amountsand evaluated at the limit tfedetection thresholsh UPLC/MS.The final4-

HNE concentration in the intestinal eawas expressed at the same dilution level as in the
gastric step (x2) to allow comparisdo significant difference was observed betwalelehyde
contentsafter both gastricconditions although COiormation patterns were significantly
different (Fig.1B). In addition,aldehydes appearett to be formed in thentestinal phase

except hexanal.
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Figure 1. Lipid oxidation during simulated gastrointestinal digestiétallow-up of
accumulating conjugated dienes CQO) during digestion procesqA) and aldehyde
concentrationst the end othe gastric and intestinal phases (B) in phospholgiabilized
emulsionsin both gastric conditions 2 pH5vs 1 h pH5 and 1h pH 3). *P<0.05.Values
represented meanSD (n =4 - 5).
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Bioaccessibility of aple phenolic compoundsn various matrices

The three different matrices (fresh apple, puree, phenolic extract) present similar
composition in phenolic compounds (Table 1). The bioaccessibility of apple phenolic
compounds was evaluated at the initial tohéhe simulated digestion (Table 2). Bioaccessible
phenolic compounds are the molecules freely present in the aqueous phase after separation of
the aqueous and lipid phases of the emulsion. Overall recovery yields were 89%, 67% and 34%
for the phenolic etxact, puree and fresh applespectively. Chlorogenic acid, phloretirf
xyloglucoside and 4-coumaroylquinic acid proved to be highly bioaccessible compared to
epicatechin and phloretinfglucoside. Additionally, dimer B2, which is the mafe€ dimer
in apple, has lower bioaccessibilities40%) than the epicatechin monomer-gi) in the

different matrices.
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Table 1.Relative composition (% weight) for main phenolic compounds and classes, characterization <#-ts/and overal
polyphenol content for the different apple matridegermined by HPLC followinthioacidolysis

Matrix Monomeric Oligomeric ' mDP Procyanidin characterization Hydroxycinnamic Dihydrochalcones Flavonols Overall
rocyanidins rocyanidins ackds | contentin
s preay glkg
(mmol'kg)
_ Term. units (%) Ext. units (%)
CAT EPI CAT EPI CAT EPI 3-CQ 4-pCou Phin Phix
Fresh 12202 | 56=02 70022 54=  26=04 80=02 - 804=06 189=10 0352=001 | 183=04 0.75= 14= 01 431201
3 47 =04
Apple 0.1 0.03 (142=04)
Puree | 12=02 38=06 706=4.1 53= 11903 | 11.1=09 - 189=12  188=04 066=001 | 21=02 | 09=0.1 1.9=0.1 375 = 01
' 0.2 (122 =0.5)
Phenolic 043= | 43=04 70.2=33 47+ | 3.7=0.1 125=03 - 83.7=03 198=07 1 0.76=003 | 2302 0.55= 1.7=0.2 272 = 12
0.04 0.1 0.05 (889=4.0)
extract

CAT: (+)-catechin, EPI:-}-epicatechin, flavonols in equivalent quercetin, mDP: mean degree of polymerization of monomeric and oligomeric
procyanidins 5-CQ: 5caffeoylquinic acid, 4Cou: 4p-coumaroylquinic acid, Phin: PhloretinfO-glucoside, Phix: Phloretin §O-
xyloglucoside Term. units: Terminal units, Ext. units: Extension units. Overall content in g or mmol/kg FM for apple fruit and puneg and
mmol/kg DM for the extract. Values represent Me&8D (n = 3).
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Table 2. Initial bioaccessibility of apple phenolic compounds for the different matrices in phospfsthpitizedemulsions. Recovery yields given

at TO in %. Polyphenol concentian = 100 uM for puree, phenolic extract, epicatechin and 133 uM for fresh apple.

Matrix Flavanols Hydroxycinamic  Dihydrochalcones Flavonols Total

Acids Polyphenols(%)

Epicatechin Dimer B2 5-CQ 4-pCou Phin Phlx

Fresh 20+ 17 1+0 47+20 12=%7 2+1 41x16 - 34+ 16
Apple
Puree 32+15 14+1 87+1 54+2 22+4 54+10 466 67 %2
Phenolic 89 + 29 40+11 102+6 495 35+3 138+ 10 6711 899
extract

5-CQ: 5caffeoylquinic acid, 4¢Cou: 4paracoumaroylquinic acid, Phin: Phlore@aglucoside, Phix: Phloreti®-xyloglucoside Values
represented meanSD (n = 4- 6).
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Antioxidant capacity of apple polyphenolsn lipid oxidation

The antioxdant capacity of apple polyphenols was next assessed during the gastrointestinal
digestion of the phospholipistabilized emulsion in the presence of metmyoglobin. In the
gastric phase, the three apple matrices gpejpfcatechin totally inhibited the aomulation of
CD whatever the pH conditions (Fig. 2 AB). As to aldehydes, they displayed rather
contradictory behaviors. After 2 h of gastric digestion at pH 5, all the matrices highly decreased
the contents in4HNE with puree and-J-epicatechin being sigficantly better inhibitors (93
96% inhibition) than fresh apple and the phenolic extraci8@ inhibition) (Fig. 2A). This
order of reactivity was similar for hexanal anéh@tenal although the fresh apple and the
phenolic extract were no longer inhdry. With pH change from 5 to 3, the patterns are similar
for all the aldehydes (Fig. 2B). Inhibition rates feHME are similar for puree, the phenolic
extract and +)-epicatechin (9®7%) and significantly higher than for fresh apple (93%)
agreeing wk with data for CD. No difference could be outlined between the various matrices
for hexanal (998%).

Surprisingly when CD were evaluated in the intestinal phase, puree and the phenolic extract
displayed no lag phase but an exponential increase reaghiiog70 and 50 umol CD/g lipids,
for pH set at 5 or changing from 5 to 3, respectively (data not shown). The experiments were
repeated in the absence of oil and a fast accumulation of substances absorbing at 234 nm was
highlightedsuggesting that part ¢fie newly formed substances are from the apple matrices.
For puree and the phenolic extracts, data are presented subtracted from these blank experiments.
Although puree and the phenolic extract gave superimposed patterns which rapidly crossed the
control curve, only puree appeared to be significantly inhibitory for the first 60 min of the
intestinal digestion (pH 5, 2 h). By contrast, the finaiME production remained largely
decreased between-80% (pH 5, 2 h) and 385% (1 h pH 5/ 1 h pH 3). For hexal, the
inhibition rates were between-22% (pH 5, 2 h) and 384% (L hpH5/1 h pH 3).
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Figure 2. Antioxidant activity of apple polyphenoldgluring in vitro gastrointestinal
digestion. Kinetics for accumulatingonjugated dienesCD, A left) and assessment of
aldehydest the end ofhegastric and intestinal phas@s right) for 2 h at pH 5 for the gastric
phase. Kinetics foraccumulatiegnjugated diene<D, B left) and assessment of aldehydés
the end othe gastric and intestinal phas@right) for 1 h at pH 5/1 h at pH 3 for the gastric
phase. Epicatechin, puree, and phenolic extract: 100 uM eq. polyphenols. Fresh apple: 133 uM
eq. polyphenols. *P<0.08s Ctrl. #P<0.05vs. Fresh apple$P<0.05vs Puree.§P<0.05vs

Phenolic extracttP<0.05vs EpicatechinValues represented mearSD (n=4-5).
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/ILSRSKLOLF DQdsph&¢ILvia® Quid to disappear within 30 minutes after the
beginning of the simulated digestion for both control and apple grdafent shown) as also
evidened for epicatechiiiFig. 3). When epicatechin was present, no lipid oxidation could be
observed during the gastric phase although epicatechin was found to be consumed as fast as
tocopherol within 30 min. In the intestinal digestion, lipid oxidation resumatethe rate
observed for the control experiment suggesting a loss of antioxidant effect for epicatechin (Fig.
3).
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Figure 3. Consumption of .-tocopherol and -f-epicatechinduring lpid oxidation of
phospholipidstabilized emulsiong the presence of absence of epicatechirbfiith gastric
conditions (Zn pH5 (A) vs 1 h pH5 and 1h pH3 (B)). *P<0.05 for CD.Values represented
mean = SD (1 4-5).
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DISCUSSION

In this study we have evaluated both lipid oxidation during the gastrointestinal digestion of
a Westerntype dietand the antioxidant capaciof apple polyphenatich in PCsin different
matrices (fresh apple, puree, phenolic &sty. Digestion conditions for electrolytes and
enzymes were as proposed by Minekus et al. with minor modifications to take into account the
continuous pH decay occurring during gastric digegtdinekus et al., 20104 The initial phase
of gastric digestion was simulated by setting the pH of 5 as for the intake and rapid gastric
emptying of freshly ingested food whereas the-digkstion step was best simulhtasing a
pH of 3 that is still above the basal pH ofTssandier et al., 2003As presented previously,
10% sunflower otiin-water emulsions stabilized by 0.25% (w/w) phospholipids weszito
bestmodel the physidastate of lipids during gastric digestigBolea et al. Submitted 2019
However, the influence of the intestinal conditions on the stability of polyunsaturated lipids

remained to be established.

Lipid oxidation during digestion
Lipid-derivedCD and 4HNE

Lipid oxidationproceeded faster at pH 5 than at pH 3 when initiator was metmyoglobin as
shown by the plateau displayed after the pH change (Fig. 1)-féld 8lower accumulation of
CD was already observed between pH 5 and 3 for the digestion oduties ghospholipid
stabilized emulsion in the presence of pepsin (700 U/ mL in Bolea &udimitted2019vs.
1000 U/mL in this study). When pH was brought to 6.5 and bile and pancreatin added, CD
accumulated again at rates similar to what was observ@d &tin the gastric phase without
any major effect of the change in pH. Our results are consistent with data from Keamogne
Domguia. These authors observed almost no oxygen uptake and MDA formation during the
digestion of a phospholipiestabilized emulsionin the presence of pepsin, mucin and
metmyoglobin at pH 2.5 whereas both markers markedly increased at pH 6.5 during the
intestinal phaséKenmogneDomguia et al., 2014

The change in reactivity in the gastric phase was assessed to differemtdanot forms of
heme ironAt pH 5, a partly proteolyzed form of metmyoglobin, named mmetmyoglobin,
is formed which appeared more gwidant than metmyoglobin itself, likely allowing a better
access to lipids (Bolea et @ubmitted2019).At pH 3, both proteolysis of the dio protein

and conformational change lead to the loss of bonding betweguoithleyrin iron center and
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both His 64 and 93v0ssibly inducing the release of hematin. The activity of hematin may not
be optimal in this environment owing to its likely binditagpepsin. At pH 6.5, the heme iron
form may not be the limiting factor when hydrolyzed triacylglycerols are incorporated into
mixed micelles with biliary salts. The surface area allowing the interaction between lipids and
the preoxidant iron form alsodrgely increasedMore investigations are necessaryptecise

the iron forms and the lipid classes involved in lipid oxidation as well as¢lsBanisrabehind

thelag phase observed the earlyintestinalphase.

Alkanals vs alkenals

The comparison bewen the primary marker, CD, and the secondary markeNE, points
to apparent contradictory results. First, the content in CDfedd2higher at the end of the
gastric step conducted at pH 5 rather than 3. However, aldehydes appeared to be produced in a
similar extent whatever the conditions. Additionally, no formation-BIiNE was evidenced in
the intestinal phase and this highly contrasts with the accumulation of CD. By contrast, hexanal

contents increased by at® 3-fold factor as for CD.

In a sty by Van Hecke et al., alkanals were found to increast 3-fold after the
gastrointestinalin vitro digestion of beef meat while-dANE changed only moderately
suggesting a difference in reactivity in proteich media(Van Hecke et al., 20)4Because no
assessment was made at the end of the gastric step, the contribution of this digestion phase was
not revealed. Additionally, Steppeler et al. atved the accumulation of MDA during both
phases when-BINE was only slightly produced in the gastric step for beef and salmon models
(Steppeler et al., 20)6These authors also evidenced that the unsaturation level of fat, rather

than total iron, was the dominating factor influencing the formation of aldehydes.

This discrepancy between aldehydes may be due to their difference in reactiiN{£, 4s
all D Eunsaturated alkenals, is extremely reactive giving rise to Michael addition products and
Schiff bases with histidine, lysine and cysteine. Thus, frefNE may be low compared to
proteinbound 4HNE as evidenced by the possible coupling of up to 7dmst residues to
myoglobin(Suman et al., 20Q07As a matter of fact, proteinmound 4HNE (Michael adducts)
was demonstrated to form, for the first timeinmvivo gastric digestion in minipigs in a similar
pattern than the secoay marker TBARSDelosiere et al., 20)6Although depending on the
protein type and content, the distribution between free and piodeimd 4HNE remainsa be
established in our system.
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Different alkanals and alkenals were shown to be formed in the following decreasing order:
hexanal > Zheptenal > ctenal > pentanal (Fig. 2). This aldehyde profile agrees well with
that observedising SPME/GSMS for the netmyoglobininitiated lipid oxidation of a 10%
sunflower oitin-water emulsion stabilized by 2% PL at pH $PhD thesis B. Lorrain, Univ.
Avignon, p. 152)After 8 h of oxidation, hexanal amounted at 14.9 uM followed negtenal
(8.5 pM), 2octenal (4.9 uM) and pentanal (1.3 uM). Meover, the orgastreintestinal
digestion of a thermodegraded sunflower oil showed the presence at the end of the digestion of
hexanal and nonanal as the major alkanals whilefenal and-Bctenal were among the 3
main akenals(Goicoechea et al., 20R8By contrast, 4ANE was recovered in lower yields
compared to the other aldehydes. In our study, all the aldehydes, éxdbiit, increased in
the intestinal phase. Phospholipids and cholesésters brought by bile may be oxidized and
contribute to the increase in aldehydes. This point should be checked. Although partitioned
between the oil and aqueous phases (Goicoechalg 2008), these aldehydes proved to be

bioaccessible and are thus likely able to reach the systemic circulation.

A role for apple phenolic compounds as antioxidantduring digestion

Endogenousbtocopherol disappeared very fast, in less than 30 min, as already observed in
the gastric digestion at pH 2.5 of a phosphokgtabilized emulsion in the presence of
metmyoglobin(KenmogneDomaguia et al., 2004 0Only short protection can be afforded By
tocopherol compared to epicatechin added at a similar level in the aqueous phase. Epicatechin
or its oxidation products totally inhibited lipid oxidation in the gastric phase whereas this
protection was lost in the intestinal phase as shown by the atationwf CD, 4HNE and
other aldehydes. In this study, we have also evaluated the effect of various apple matrices rich
in PCs to protect lipids during the digestion proc&sssh apple (133 uM total polyphenols),
puree and the phenolic extract were #igient inhibitors in the gastric phase as epicatechin
brought at the same level of 100 uM in phenolic compounds, totally inhibiting the formation of
CD and reducing by more than 80% that éiME. By contrast, the apple matrices were no
longer protectivén the intestinal phasas already evidenced for epicatechin. The overall effect
is however in favor of an antioxidant strategy based on apple polyphenols as shown by the
reduction of 6695% in 4HNE and 3692% in hexanal at the end of the intestinal skepit
matricessuch as puree and fresh fruit, which compares well with epicatechinplaayn

additionalrole inchemically reacting witlfiree 4HNE leading to its likely lowerabsorption
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Flavonols, monomeric and oligomeric PCs as well as chlorogem¢cwhich represent most
of the apple phenolic compounds, display the highly antioxidant catechol subunit. They can
thus reduce the hypervalent iron form of myoglobin (Mb&E@) as well as chelate free iron in
the gastric phase, protecting against lipidation (Lorrain et al., 2012 However, the
bioactivity of phenoliccompounds is highly dependent on their bmessibility. As a matter
fact, the form of apple matrix may substantially impact their release in the agqueous phases of
either chyme or chyldnitial overall bioaccessibilities were found to be 89% for the phenolic
extract, 67% for puree and 34% for fniempple As expected, bioaccessibility was almost total
in the absence of matrix, elevated after thermal treatment of apple tissues and only partial for
the mechanically treated apple matrix. Although thermal treatment efficiently induces cell wall
and merbrane rupture, the content in free phenolic compounds can be limited {zpwalent
interactions with cell wall polysaccharides and prot¢irgsBourvellec and Renard, 2012s
a matter of fact, lower recoveries were exhibited for dimer B20%) compaed to the
monomeric epicatechin (289%). For puree, bioaccessibility was found lower after 30 min
(50%, data not shown) than at initial time (67%) in agreement with the degradation of phenolic
compounds occurring through the exercise of their antioxid#att in the gastric phase.
Bouayed et al(2012)observed highein vitro gastric bioaccessibilities for chlorogenic acid,
phloridzin and quercetin glycosides {I80%) than for epicatechin and dimer B2 &)
after 2 h at pH 2.5 for apple polyphenslfromdifferent varietie{Bouayed et al., 2032By
contrast,in vivo gagric bioaccessibilities were found extremely low, ranging froff@2 for
caffeoylquinic acids, 3% for phloridzin, 4% for phloretin xyloglucoside, anel@% for
quercetin3-glucoside after the emgestion of either defrosted apple or a phenolic extrabt wi
a Westerrtype meal(Dufour et al., 201B Interestingly, the content in these compounds
remained steady for more than 2 hours until stomach emptying and further dilution by gastric
juices decreased their contents. No flavanol monomers and dimers were however regovered

agreement with their binding to dietary proteins and the digestion enzyme pepsin.

In the study by Bouayed et §2012) the two flavanols epicatechin and dimer B2 completely
disappeared in the intestinal phase (pH 6.5) while hydroxycinnamoylquinidexordtives and
guercetin glycosides were still present. Phloridzin and spmeecetin glycosidewereevenat
higher levels thamitially, suggesting efficient extractidrom the plant matrixand potential
availability of these flavonoids under integtl conditions

However, the stability and thus the antioxidant capacity of edtpbenolic compounds may
be more often diminished in the intestinal phase through the loss of polyreteh
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interactions after proteolysis and the degradation of pelypls in near neutral conditions
(Alminger et al., 2014

CONCLUSION

The present study demonstrated that lipid oxidation occurs in both the gastric amthintest
phases during the digestion of a Westigippe diet. The quantification of two or more lipid
oxidation products is a requirement to give an insight into these highly reactive systems where
further reactions and transfer to the gas phase may occunaddiile aldehydes. Additionally,
acylglycerols and free fatty acighould be extracted to provide a safe determination of lipid
derived conjugated dienes owing to other lipids, peptides and substances from apple, bile and
pancreatin contributing to afption at 234 nm. Besides, the supplementation by apple
polyphenols was found to efficiently counteract lipid oxidation in the gastric tract whereas the
effect decreased in the intestinal phase. As a matter of iecL,00 and 133 pM polyphenol
concentréions used in this study correspond to the intake of only 8 and 9 g of puree and fresh
apple per liter of chymemneaning that the consumption of a single apple or a 3@rtgpn of
apple puree should provide an antioxidant protection largely supEhigse preliminary results
should be confirmeth vivothrough the study of the lortgrm effects of apple polyphenols on
the endothelial function and atherosclerosis developnadter chronic ceangestion of

polyunsaturated fatty acids and heme iron as iVtbstern diet.
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I1l. Etude n°3

1. contexte scientifique

/| DWKpURVFOpURVH HVW XQH PDODGLH PXOWLIDIFGNRULHO
HW GH PRUELGLWp GDQV OHV SD\V LQGXVWULDOLVpV /D IR
VRQW JpQpUDOHPHQW OHV FRQVPTXHQFHV GTXQH LQIODPF
GIXQH G\WWIRQFWLRQ HQGRWKpOLD O Hue/d&X@tt&SpattolSgiele€ F L S D X
un régime occidental. Ce régime est notamment caractérisé par sa richésselem6,
sensibles a I'oxydation induite par le fer héminique apporté par la viande rouge dans le tractus
gastreintestinal. Cette oxydation lipidiquest a OTRULJLQH GH OKNERUPDWLRQ
aldéhyde génotoxique et cytotoxique spécifique des ABRDe plus, le couplage duHMNE
aux apolipoprotéines B des LDL (LDLox) est une étape clé dans le développement de
I'athérosclérose. Cependant, une aliation riche en polyphénols antioxydants tels que les
PCs (flavonoides) est connue pour réduire le stress oxydant ainsi que les maladies
coronariennes. Une stratégie de prévention par supplémentation en fruits ri€éh@sderce

type de régime occidentpourrait étre bénéfique pour la fonction vasculaire.

2. Objectif

'DQV FH FRQWH[WH OYREMHFWLI PDMHXU GH FHWWH WUR
régime chronique de type occidental sur la fonction endothéliale et le développement des
SODT X dtkiéro@e]] dans un modele de souris transgéniques déficientes en
DSROLSRSURWpPLQH ( 8Q VHFRQG REMHFWLI VHUD GYfpYDOX
polyphénols de pomme, représentés a 80% par dB€shautement antioxydantes, sur la

protection de la forction vasculaire.
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3. Méthodologie

Dans cette étude, des souris C57BL/6 Apaibnt réparties aléatoirement en 4 groupes
expérimentaux : 1) un groupe High Fat plus viande rouge (HF+RM) riche en acides gras saturés,
2) un groupe dont le régime estiehr en AGPIn-6 oxydables (HF+RM+SO) et 3) et 4) deux
JURXSHV VXSSOpPHQWpPV HQ SRO\SKpQROV GH SRPPH VRXYV
(PUREE et PE respectivement, 0,06% eéquivalent polyphénol totaux). Les souris ont été
nourries pendant 12 semasrgelon les différents régimes. A la fin du protocole nutritionnel, le
profil lipidique plasmatique, la fonction vasculaire ainsi que les caractéristiques des plagues
GIDWKpURPH RQW pWp pYDOXpV

4. Résultats majeurs

Ce travail a permis de mettre en évide dans un premier temps une augmentation de
OTR[\GDWLRQ OLSLGLTXH-4GXUDQW VD DT XGIXIGN WILRIP HQW D W
plasmatique de LDLox lorsque le régime riche en fer héminique (viande rouge) était associé
avec unesource de AGP-6. Cetteoxydation lipidique au niveau circulatoire était associée a
une augmentation de la pression artérielle et a une détérioration de la fonction endothéliale (62
vs. 75% Rmax comparé au groupe HF+RM). Ces résultats semblent étre la conséquence
GIDOWpUDWYRDXY GM OYHQGRWKpPpOLXP OLpHV DX VWUHVV
DVVRFLpHV j XQH DXJPHQWDWLRQ GH OD WDLOOH GHV SODT
HW GH OD FDURWLGH 'H SOXV OfDXJPHQWDWLMRQseGX F°XU
SRXUUDLW HQWUDLQHU OYDSSDULWLRQ GTXQH LQVWDELOL)
FH WUDYDLO pWDLW TXH OfDMRXW GH SRO\SKpQROV DYHF R
GH OTR[\GDWLRQ OLSLGLT Xeélbigixrnds@wnsabsiGdduiHa/fdfrma&Riegh 3D U
GH /'/R[ PDLV VXUWRXW SUpYHQX OfDOWpUDWLRQ GH OD IR
OTDWKpURYVFO p U R e@GiQidermerReivdd | pBrRi6 de mettre en évidence
TXH OfR[\GDWL RI@QanO la SdigédtidnX¢¢mble étre un facteur clé dans le
GPpYHORSSHPHQW GI1XQH G\WIRQFWLRQ HQGRWKpPOLDOH SF
SODTXHV GIfDWKpURPH 3DU DLOOHXUV OYLQJHVWLRQ VLPX
constitués par des PCs, dont legientiel antioxydant est reconnu, a permis de limiter la
IRUPDWLRQ GH SURGXLWY GYR[\GDWLRQ DEVRUEDEOHV HW |
HITHWYV GpOpWqUHV GYXQ UpJLPH GH W\SndestidVd¥ Fuits) 3DU F
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riches en PCs pourrdt avoir des effets santé bénéfiques dans une alimentation de type
occidental.
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Abstract

Atherosclerosiss a multifactorial disease and a leading cause of mortality in industrialized
countries. Atherosclerosis is associated with endothelial dysfunction, oxidative stress and
inflammation, which contribute to lesion formation, plaque rupture and thrombosisf G@ree
main risk factors is the Western diet rich i ipolyunsaturated fatty acids-hPUFA) which
are sensitive to oxidation in the gastrointestinal tract. This oxidation may increase the formation
of 4-hydroxy-2-nonenal (4HNE), a specific genotoxiand cytotoxic aldehyde generated from
n-6 PUFA. Coupling of 4dNE to LDL is a key step in atherosclerosis development. By
contrast, a diet rich in antioxidants such as apple polyphenols, which are largely constituted by
antioxidant procyanidins (polyphermsolfrom the flavonoid class), may reduce vascular
impairments through the inhibition of digestive lipid oxidation.

Method: ApoE’" mice were fed during 12 weeks with a hifgit'red meat diet associated
with or without n6 PUFA to assess the effects of thxéd@zable r6 PUFA. Moreover 2 high
fat/n-6 PUFA/red meat groups were supplemented with apple puree or phenolic extract (0.06%
w/w in total polyphenols) rich in PCs to assess their effect on digestive lipid oxidation and its

consequences.

Results:We haveshown that lipid oxidation during digestionidNE) was associated with
an increase in plasma oxLDL level, an increase in arterial blood pressure and an endothelial
function impairment. This endothelium alteration related to oxidative stress was asswittate
an increased atheromatous plaque size in aortic cros¥$1B&8 mm?2) and carotid thickness
(0.25 vs. 0.30 mm). In addition, the strong tendency to an increased necrotic core could
participate to the installation of atheromatous plaque instabilibgerestingly, the
supplementation in polyphenols (puree or phenolic extract) prevented lipid oxidation during
digestion. This prevention during digestion was associated with a lower plasma oxLDL, a
higher NO bioavailability, and decreased the exacaembatf endothelial alterations as well as
atheromatous plaque size. No difference was evidenced regarding insulin resistance or obesity

development.

Conclusion: Synthesis of absorbable lipid oxidation products suchisE was associated
with an impairmenof endothelial function and an increase in atheromatous plaque formation.

Apple PCscould limit 4-HNE formation and absorption during digestion protecting Hmm
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vascular function. The reintroduction of PICh fruits (apple, pear) intine Western det should
thus be encouraged for their hedigmeficialeffects.

Keywords: Western diet, 4ydroxy-2-nonenal, Endothelial function, Atherosclerosis,
PolyphenolsLDLox.
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INTRODUCTION

Atherosclerosis is a multifactorial and degenerative disdemacterized by the progressive
accumulation of lipids and inflammatory cellsthie arterial walbf large and medium arteries.
These changes are associated with blood flow impairments, chronic inflammation and oxidative
stress in some vascular wall ar¢@siu and Chien, 2031 Ross, 1999 Lipid accumulation is
preceded byn alteration othevascular endothelidunction including, decreased production
and bioavailability of nitric oxide (NO) caused by oxidative stress or inflammgtiansson et
al., 2006 Ross, 1990 One of the major risk factors of atherosclerosis is the Western diet rich
in n-6 polyunsaturated fatty acidss@PUFA) which are sensitive to oxidation. In the digestive
tract,food is exposed to postprandial oxidative stress and therefore the gastric tract has been
proposed as a major site for lipid oxidati@tanner, 2007Lorrain et al., 2012Vulcain et al.,

2005. Indeed, in the Western diet, heme iron in the form of myoglobin from red meat can
initiate lipid oxidation lading to the formation of-Aydroxy-2-nonenal (4HNE) among other
aldehydes. 4HNE is a specific genotoxic and cytotoxic -unsaturated hydroxyalkenal
generated from+6 PUFA and found in some oxidative and inflammatory dise@despple et

al., 2013. Keller et al.(2015, haveshownthat marked 4HNE administeredo ratsby intra
gastric gavage to rats was partially absorbed by the intestinal barrithhearfdund in urine,

liver, or kidney(Keller et al., 201}p This highly reactive aldehyde forms adducts with proteins
(via Michael additim or Schiff basdormation) with free amino acids or thiol grosmf
cysteine, lysine and histidingNegreSalvayre et al., 2037 This adduction resudtin an
impairment otheprotein conformation and functionducingsubsequent cellular dysfunctions
and tissular damage&s a matter of facthe covalent binding of-HNE to ApoB, whichyields
oxidized LDL (oxLDL), is recognized as a key step in thevelepment of an endothelial
dysfunction and the subsequent atheromatous plaque forrf@atagiulo et al., 201, Staprans

et al., 200} After crossing the endothelial barriexLDL accumulate in the subendothelium.
Next, he bonding between oxLDL and Class A scavenger receptor on macrophagic cells

activates foam cell and fatty streak formation.

In the st decades, epidemiological, clinical and experimental studies have demonstrated
that a healthy diet plays a central role in the prevention of atherosclerosiphBlionacological
prevention strategies can limit/prevent progression towards clinical ewwamds more
specifically, it has been reported that polyphenol consumption was able to reduce

atherosclerosis developme(toclet et al., 2004 Polyphenols @& secondary metabolites
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largely distributed in fruits, vegetables and cerfaitts and Hollman, 200%and are the most
abundant antioxidants in the human diet. Polyphenols are used as nutraceuticals or
supplementation in numerous diet studies their antioxidant capacity. Dietary intake in
polyphenols haibeen evaluated for the British (0.9 g per)dagd French populations (1.2 g

per day). In these populations, major contributors are tea, coffee, apple and fru{Guitmsl,

2006 PerezJimenez et al., 20J1Among polyphenols, procyanidins (PCs) have been shown

to reduce oxidative stress, LDL oxidation and therefore vascular dysfurib@uchet et a).

2006. The consumption of a diet rich in PCs is inversely correlated with the development of

cardiovascular diseas@isay et al., 2013Sansone et al., 20)L.5The protective effect of PCs

could be due to lipid oxidation inhibition during gastrointestinal digestion. After ingestion,
polyphenols in their native form al@gelybioaccessible in the stomacheaftheir release from

the plant foodDufour et al., 2018 Through their catechol core they can reduce myoglobin
hypervalent iron form (MbF¥é=0) to myoglobin (MbF#) as well as chelate free iron
protecting therefore against lipid oxidati@borrain et al., 2010 Antioxidant effects of PCs in
the gagsbintestinal tract could limit4HNE formation and its subsequent absorption. Limiting

4-HNE absorption can reduce LDL oxidation and thus protect the vascular function.

Consequentlythe aims of this study was to evaluate 1) the effects of a chroniek et
consumption and the subsequent lipid oxidation occurring in the digestive tthetvascular
function and atherosclerosis development, and 2) the consequences of a primary prevention
strategy by a supplementation in polyphenols rich in PCs.

MATERIALS AND METHODS
Animal model and experimental protocol

All investigations conformed to th@uide for the Care and Use of Laboratory Animals
published by the US National Institutes of Health (NIH, National Academies Press"US, 8
edition, 2011) as welas European Parliament Directive 2010/63/Eé&kperimentation n°:
84.004). Male apolipoproteifE(ApoE”) mice (8 weeks old) (HPlaboratory, INSERM
U1042 University of Grenoble, France) were used for this study. Mice were housed five by
cage under adrolled conditions of temperature (211+°C), hygrometry (60 £ 10%) and
lightening (12:12 hours lighdark cycle), with access to water and fe@atlibitum After two

weeks of acclimatization, male mice were randomly assigned to four groa@® (per goup):
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a control group with a high fat and red meat diet (HF 230, Safe, France; HF+RM group), a
second group with a HF+RM diet complemented with sunflower oil as aesotinxidizable

n-6 PUFA (HF+RM+-SO group) and two other groups with a HF+RM+SO diepkupented

with apple polyphenols in the form of puree or phenolic extract, respectively Puree and PE
groups. Composition of those experimental diets is detailed in Table 1. Diets protocols were
sustained during 12 weeks. During this period, weight gainmeassured every weeks and
dietary intakewas evaluatethree times per week. Faeces were harvested at the start, middle
and end of the protocol. During the last week, blood pressure was evaluated by tail cuff method
and atheromatous plaque size by echdyapt the end of the 12veeksdiet period, an
overnight fasting was performed and mice wewthanized by pentobarbital injectigh20

mg/kg I.P.) Blood was collected for biochemistry analysitearts were excised with aortic

arch and fixed in O.C.T thefnozen in liquid nitrogen and stored &0 °C for histological
analysis Finally, aorta was removed in order to perfarvivo analysis of vascular function

in organ bathesr quantification of atheromatous plaque development

Table 1 Experimental dit formulation

Food Intake

HF + RM HF + RM + SO PUREE PE
Proteing(% kcal) 16.1 12.3 12.1 12.1
Carbohydrate% kcal) 24.2 18.5 19.4 16.6
Lipids (% kcal) 59.7 69.2 68.5 68.3
Total calories (kcal/day) 12.1 13.0 11.7 12.4

Composition (% of diet weight)

High Fat 230 79.5 68.6 60.6 67.0
Sunflower oil - 13.7 12.1 134
Red meat 19.9 17.1 15.1 16.7
Polyphenols - - 0.060 0.061
PUREE - - 12.1 -
PhenolicExtract - - - 2.3
Cellulose 0.64 0.55 - 0.54
n-6PUFA 10.5 28.3 28.3 28.3
Cholesterol 0.076 0.066 0.058 0.064
Vitamin E 0.014 0.021 0.019 0.021
Heme iron 0.0013 0.0011 0.0010 0.0011

HF: High Fat. RM: Red Meat. SO: Sunflower Oil. PE: Phenolic extract.
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Food characterization and preparation

Sunflower oil was bought aredored before usat 4 °C(Rustica from Leclerc, lot A21815)
High Fat diet was provided by SAFE (HF230, SAFE, France). Applesmétte de Flandje
were collected from an organic orchard in Ambricourt Northern France. Polyphenol contents
of apple puree and phenolic extragere determined by HPLC/Diode Array (Shimadzu
Prominence system, Kyoto, Japan) after thioacidolysis &olea et al. (Submitted 2019).
Apple puree was prepared using a Robogbo-QB&ilticooker Briefly, apples (2.5 kg) were
cut in 12 slices, core aneéeds were removed but skin was kept. Slices were cooked under
vacuum {950 mbar) by a convection heating system with a double jacket at 80 °C for 10 min
and stirring (1000 rpm)he puree was poured into 25@agn jars before thermal treatment in
an autochve at 100 °C for 20 min. The jars were stored at 4 °C until use. The apple polyphenol
extractwas obtained by extraction of homogenized fredrzed apple powder (without core
and seeds, 200 g) by hexane (600 mL) once followed by acetone/water (60/4(h wiin)
three times under magnetic stirring at room temperature. The pooled acetone/water phases
containing polyphenols were concentrated on a rotary evaporator prior to-dirgerg The
phenolic extract containing soluble sugars was store2DatC kefore useBeef 150 gground
steaks (Charolaise) wepdaced in plastic bags amstbwly cookedin a waterbath (70 °C, 40
min). Then, meat juice was removed and the red meat was-fieedecrushed in a fine powder

and stored ai20 °C. All the diets haa’been reconstructed in our laboratory.

Blood pressure measurements

Before the first week and during the last week of the dietary protgsbblis, diastolic and
mean blood pressures were assessed in conscious micedyfftaillethod using CODA tail
cuff system (Kent Scientific, Torrington, CT, USA). To reduce stress influence, mice
underwent eriodsof habituation to blood pressure measurements during the week preceding
final recording. Mice were warmed for 30 min before measurements. All measusenerpt
made by the same experimenter between 9 AM and 12 AM. Obtained results were the mean of

at least 10 valid measurements out ofth@erformed in a recording session.
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Ultrasound imaging (echography) of atheromatous plaque

Echographic assessmentb&wv SHUIRUPHG XVLQJ D 9HYR E LPDJLQ
9LVXDOG6RQLFVY 7RURQWR &DQDGD HTXLSIMHG. ayjeik WKH C
were analyzed posE URFHVVLQJ XVLQJ WKH 9HYR/DEE VRIWZDUH )X
Canada). Mice anesthesiZaDV LQGXFHG ZLWK LVRIOXUDQH ,VR)OR
United-States) in medical air mix (22%078% N) (Air Liquide, Paris, France), ventilated at
1 L/min, and then maintained with 1.5% isoflurane after effective sleep. Animals were placed
In a syine position on a heating pad and their body temperature was monitored throughout the
exam, as well as their breathing rate and electrocardiogram. -€xcsnal images of
ascending aorta were obtained from a modified right parasternal view. Aortie @adace
areas were determined from 3 measurements at the same spot. All measurements were

performed between two inspiratory peaks.

Isolated aortic rings and vasoreactivity

Under anesthesid20 mg/kg I.P.)thoracic aortawerequickly removed and pladan cold
KrebsHenseleit bicarbonate buffer (composition in mM: NaCl 118, NakiZ%) KCI 4.8,
KH2PQOs 1.2, CaC4 2.5 and glucose 11). After removal of adherent perivascular adipose tissues,
aortas were cut into 2 mm longgs. Then, aortic rings were mded onto stainless steel
supports connected to an isometric force sensor (EMKA technologies, EMKA Paris, France)
and suspended in organ bathes containing Krsbhsseleit buffer at 37 °C continuously
bubbled with gas mixture (95%.0t5% CQ). Rings were conected to an isometric force
transducer (EMKA technologies, EMKA Paris, France), linked to an amplifier (EMKA
technologies, EMKA Paris, France) and a computerized acquisition system, to record changes
in isometric force Resting tension was adjusted t& @ and aortic rings were allowed to
stabilize during 60 min. During this period, Kreldenseleit buffer was changed two times and
rings were restretched to maintain a tension of 0.8 g. First, smooth muscle cells and endothelial
integrity were assessed lbysingle dose of phenylephrine (PE;*1) followed by a single
vasorelaxing dose of acetylcholine (ACh;*1). Then,each vessel ring was pcenstricted
with phenylephrine (16 M). After pre-constriction reached a plateau, endotheligpendent
and independent relaxations were examined by challenging aortic rings with cumulative
concentrations of ACh (1®8to 10 M) or sodium nitroprusside (SNP, £OM to 10° M)

respectivelyVasodilatation was expressed as a percentage of maximum contractile response to
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PE. Maximal relaxation (Emax) and sensitivity (EC50) to each drug were used to characterize

vasorelaxation.

Blood analysis

Blood analyss were performed in plasma obtaingddentrifuging blood at 309 for 10
min at 4 °C and plasma was storedd4t °C for biochemistry analysis. Total cholesterol (TC),
high-density lipoprotein cholesterol (HDL) and ledensity lipoprotein cholesterol (LDL)
concentrations were determined blet CHODPAP method (Biolabo SAS, France).
Triglycerides (TG) were assessed by the GPO method (Biolabo SAS, France). Finally, MDA
modified oxLDL were assessed by an ELISA kit (Clatidne Corp., USA).

Biochemical assays
Western blot analysis

After sacrifice, thoracic aortawere quickly removed of perivascular adipose tissues, then
frozen in liquid nitrogen and stored-80 °C until analysis. Aortas were homogenized (Ultra
turax, IKA, T10Basic) in icecold extraction buffer containing 50 mM Tris/HCI (pHg 1%

SDS, 10% glycerol, proteasehibitor cocktail (protease inhibitor cocktail; Sigmédrich) and
antiphosphatase (NaOV; Fisher Scientific). Protein concentration was assessed by using BCA

(bicinchoninic acid) as protein assay reagent (Pié¥cd8CA Protein Assay Kit, Thermo

Fisher). Western blot were performed as previously desc{iiegthult et al., 201)6

Briefly, proteins from aorta homogenates weseparated onto polyacrylamigedium
dodecyl sulfate gels and transferred onto polyvinylidene difluoride membranes. The
membranes were incubated overnight at 4 °C with primary antibodies in 1% miln@unde
eNOS 1/1000; BD Technologies, ardbbit GARDH 1/5000; Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA) or 3% bovine serum albumin (amuse eNO$ Serll1l77 1/1000, BD
Transduction) in Triduffered saline containing 0.05% Tween 20 overnight at 4 °C.
Immunodetection was carried out using ECL or EQUsFsystem (SuperSignal® West Pico
Chemiluminescence Substrate, Thermo Scientific or LumiMadtarte Western HRP substrate,

Millipore Corporation, respectively), and membranes were exposed-RayXfilm for
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revelation and visualization. eNOS protein comt®as expressed relative to GAPDH content.
eNOSP5®" 1 grotein content was expressed relative to eNOS content.

Measurement of reactive oxygen species (ROS) by electron paramagnetic resonance (EPR)

ROS production was measured by EPR in aortic homogerad previously described

Battault et al., 2016 Briefly, 50 puL of homogenates were incubated with 5 pL of Krelepes

buffer (pH 7.4) containing 1 mM of -lhydroxy-3-methoxycarbonyR,2,5,5tetramethy
pyrrolidine and 25 puM deferroxamine methane sulfonate. This solution was placed into electron
paramagnetic resonance glass capillary tubes (Noxygen Science Transfer and Diagnostic,
Elzach, Germany) and then p&l inside the-scan spectrometer (Bruker, Ettlingen, Germany)

for data acquisition. The acquisition EPR parameters were: microwave frequency = 9.652 GHz;
modulation frequency = 86 kHz, modulation amplitude = 0.01 G; center field = 3495.9 G, sweep
width =300 G; microwave power= 1.0 mW; number of scans = 10 and receiver gain’s 2.10
Sample temperature was kept at 37 °C by the Temperature & Gas Controller Bio Il unit,
interfaced to the spectrometer. Adducts generated by the probe reaction with fiee veelie
acquired and the spectra sequentially recorded for about 5 min in order to calculate the ROS
production rate. The ROS production was normalized to the protein content of each sample and

then expressed in umol mtmg?.

Quantification of 4HNE

4-HNE was quantified in faeces and plasma to evaluate lipid oxidation during digestion.
Faeces were collected 24 hours after diet change at the start, middle and end of the 12 weeks
protocol. Faeces were crushed two times during 50 seconds at 30 Hzmilll{&kich 301) in
acetonitrile. 4HNE was extracted with 500 pL of methanol containing 50 ng/mL-ENE-
D3 (internal standard) under stirring during 5 min. For the plasma, 70 puL were mixed with 200
uL of acetonitrile and 20 pL of 4HNE-D3 (50 ng/mL in nethanol) during 5 min. After
centrifugation (18009, 5 min, room temperature), supernatant of samples were removed and
dried under nitrogen. The residual volumes (20 pL) were taken up in 50 pL of acetonitrile for
plasma and 200 uL for faeces containingddied dinitrophenylhydrazine (DNPH, 2.5
mg/mL). The reaction was performed during 1 hour at room temperature and agitation.

Separation and quantification ofHNE was performed by using LC/MS/AP(EVOQ triple
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quadrupole, Bruker Daltonics, Bremen, Genylawith a ACQUITYHSST3 (50 mm x 21

mm; 1,7 pm, Waters, Sah@uentinrenYvelines, France)column at 40 °C. For
chromatographic separation, mobile phase was constituted by a binary solvent system with
water/formic acid (99.95/0.05, v/v, solvent A) armktonitrile (solvent B) at the flow rate of

0.4 mL/min. The volume injected was 2 pL. The elution gradient was as follo/snih
isocratic 50% B; 49 min, linear 5898% B; 910 min, isocratic 98% B; 200.1 min, linear 98

50% B and 10411 min, isocratic50% B. Mass spectrometry conditions were as follows:
ionization by APCI in negative modspray current 20 pA; cone temperature 300 °C; heated
probe temperature 300 °C; cone gas flow: 20 psi; probe gas flow: 40 psi; nebulizer gas flow:
50 psi.Spectra wer recorded in MRM mod&-HNE-D3 was quantified by transitiaon 338

to 167 and 4HNE with transitionion 335to 167. Theretention timeof both compound wa3.5

min. For quantification, 5 pointalibrations (1.02 uM to 0.064 uM) were run withHNE
standrds in acetonitrile. To evaluate the stability of the adduct with DNPH, a same sample was
reinjected every hosiand the variation over 6 hours was less than 5% (data not shown).

OIL red coloration

Atheromatous plaque size was assessed by measurthgdigregation in descending aarta
that were fixed in paraformaldehyde (4%) during 24 hours at 4 °C. Then, aortas were rinsed
three times with Krebslenseleit buffer and incubated overnight in anfeldO solution in
iPrOH/water (60/40, viv, 0.33% of GRedO, SigmaAldrich, SaintLouis, USA) at room
temperature. Atheromatous plaque size was assessed by capturing images directly from a color
camera (Motic Moticcam 2300, Motic China group Co.) attached to a binocular loupe. Images
were displayed on a RGmonitor by using Motic Image 2.0 (Motic China group Co.). Analysis
was carried out usingnage J software (Image J, NIH, USA). Oil red staining was expressed

as the percentag# aortic area.

Histological sections and colorations

The upper part of thegart (with aortic arch) was cut using a cryostat (Leica CM1950; Leica
systems, France) a0 °C. The distal portion of the aortic sinus was recognized by the
appearance of the three leaflets of the valves. Sections of 8 um thickness were performed (total

50 sections). For each aortic valve, we quantified atheromatous plaque size, necrotic core size
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(HematoxylinEosin, SigmaAldrich, France) and fibrosis (Red Siriusabomoderne, Paris,
France from five sections separated from each other by 80 um. Photogmere performed

using a digital camera (Braumer VCXU31C, Baumer SAS France), mounted with a macro lens
VS Technology 0513 (VS Technology Corporation, Japan) and Baumer GAPI acquisition
software (Baumer SAS France). Quantitative analyses were perfosingdnage ¥ software

to assess the stained area in mm?2 and express it relative to the diameter of aorta in mm

(atheromatous plaque size and necrotic core size) or in percentage of atheroma (fibrosis).

Statistical analysis

Data were expressed as mea®BEM. For comparison of multiple experimental conditions,
analysis of variance (ANOVA) was used followed by the PLSD Fisher post hoc test. A value
of p<0.05 was considered statistically significant. Statistics were performed using GraphPad
Prism 6 (GraphRhSoftware, La Jolla, USA).
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RESULTS
Diet Characterization

The sunflower oil used in this study contains 9.8% of saturated fatty acids (6.3% C16; 3.3%
C18; 0.2% C20), 27.8% of monounsaturated fatty acids (0.1% C16:1; 27.0% ®@18.8690
C18:1n-7; 0.1% C20:1) and 62.4% of polyunsaturated fatty acids (62.4% C18:2; 0.01% C18:3).
DTocopherol content was 665 ppihdentification and quantification of apple polyphenols
were performed by UPLC/DAD/ESWIS and thioacidolysi¢Bolea et al..Submitted2019).
Forty-six compounds distributed in four phenolic classes were identified: ks
hydroxycinammic acids, dihydrochalcones and flavonols (TgbBi&tribution, quantification
and average degree of polymerization of monomeric and polyieran-3-ols according to
the different matrices are summarized in Tabl€H2 selected vaaty (Reinette de Flandjas

markedly rich in polyphenols (4.3 g/kg) compared to classically consumed dessert apples (ca.

19/ kg)(Guyot et al., 200 Polyphenols were even more concentrated in pureethéenal

treatment ofReinette de Flandreeaching nearly 5 g/kgMonomeric and oligomeric PCs
represerdd 5-7% and 6769%, respectively, ofthe phenolic pool followed by the
hydroxycinnamic acid5-caffeoylquinic acid (2222%) (Table 2)Quercetin derivates and
dihydrochalconesvere only minor contributorsAdditionally, the puree and apple phenolic
extract were largely similar in their phenolic composition (Tablelr2pur model of apple
supplementation, neajor differences were observed for polyphehaontents between the
phenolic extract and pure&pples used in the diaelsocontained3.15 g of glucose, 5.85 g of
fructose, 1.09 g of saccharose, 0.04 g of citric acid and 1.61 g of malic acid per 100 g of fresh
fruit (data not shown). Dehydroascarlacid (17.7 mg per 100df fresh frui) was markedly
higher than ascorbic acid (5.9 mg per 100 4HNE was neither detected in freshly

reconstituted diets nor after 48 hours at room temperature (data not shown).
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Table 2 Main phenolic classe®atent and characterization of flav&rols for Puree and Phenolic extract matrices determined by HPLC following
thioacidolysis.

Matrix Monomeric Oligomeric  mDP  Hydroxycinnamic acids Dihydrochalcones Flavonols  Total content
procyanidins procyanidins in g/kg
(mmol/kg)
CAT EPI 5-CQ 4-pCou Phin Phix
Puree 0.71+0.01 6.2+0.3 67+0.7 4.3 22+05 049+0.03 25+0.1 057+0.01 081+ 5.0+ 0.06
+0.1 0.01 (16.3+0.2)
Phenolic 0.47+0.01 4.6+0.1 68+ 0.3 4.4 21+0.1 0.74+001 26+01 0.74+0.02 1901 26+ 0.1
extract +0.1 (84.7 £ 0.5)

CAT: (+)-catechin. EPI:-j-epicatechin. Flavonols: in equivalent quercetin. mDP: average degree of polymerization of monomeric and polymeric
flavan-3-ols. 5CQ: 5cafeoylquinic acid. 4pCou: 4paracoumaroylquinic acid. Phin: Phloretd-glucoside. Phix: Phloreti®-xyloglucoside.
Value represent Mean + Sp=3).
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Impact of the diet protocols on body mass, glycemic regulation and blood lipid profile.

No difference m food intake and body mass was observed between groups during the 12
weeks of diet (Figure 1AB). Body weight showed a significant increase during protocol (Week
0vs.Week 12). Blood analysis revealed no difference regarding triglycerides (Figure 1C), HDL
(Figure 1D), LDL (Figure 1E), and total cholesterol levels (Figure 1G). Altogether, these results
indicate that the different diets have no effect on lipid absorption. No difference in glycemic
regulation (Suppl. Data. Figure 1ABCDE), adiposity index ($upata Figure 2AB) or liver
weight (Suppl. Data Figure 2B) was additionally evidenced.
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Figure 1. Effects of a Western diet with or without supplementation on weight gain and
plasma lipoproteingA) Mean ofdaily food intake during 12 weekser mice.(B) Follow up
of body mass during the 12 weeks of different diets. Plasma triglyceride (C), HDL (D), LDL
(E), HDL-cholesterol/LDl-cholesterol (F) and total cholesterol (G) were assessed at the end of
the dietary protocols. Values are expressechaans £ SEM (n 15/grp for food intake, a 20

for weight, n=8 for LDL, HDL, HDL-c/LDL-c andtotal cholesterol).
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Dietary effects on lipid oxidation during digestion and associated circulatory

alterations

To evaluate the impact of the different diets lipid oxidation during digestion,-ANE
formation was evaluated indees at different time points. Before the beginninghafdiet
(Week 0), onlyilow contents o#l-HNE weredetected (Figure 2A) and the observed effect of
puree was probably the conseqce of the variability of measurements made atiétection
limit of LC/MS/APCI. At 6 (Figure 2B) and 12 weeks (Figure 2thg Western diet (HFRM-

SO group)norestrongly increasethe4-HNE formation (0.1%/s.4.41 ug/g at week 6 and 1.99
vs.5.79 atweek 12)compared to the HF+RM group in agreement with RUFA contents
being 3 times higher in the HRM-SO group.This resultalso confirmsthat lipid oxidation
induced by dietary heme iron can occur duringvivo gastrointestinal digestion.-4NE
formationin HF+RM and HF+RM+SO growgseemed dependent of diet duration (statistically
different at Week 12s.Week 6,0.15vs 2.01 pg/g andt.41vs.5.79 ug/g respectively. This
increase observed with the addition o6 rPUFA was largely prevented kyolyphenol
supplementation with botapple matices (Figure 2BC).After absorption of lipid oxidation
product, plasmatic concentrations oHME were significantly higher inhe HF+RM+SO
group when compared to HF+RM (Figure 2D). In line witaresults obtaied on 4HNE in
faecesthe supplemerdtionwith apple polyphenolgrgely or significantly limited the increase
in plasma 4HNE (Figure 2D)OXLDL is a risk factor of endothelial dysfunction and a key step
in atheromatous plaque formationxLDL level welke significatively increased byhe
HF+RM+SO group when compared to HF+RM (FigdE. The supplemerdtion with apple
polyphenolssignificantly limited the increase in plasma oxLDL (Figure 2E). Interestingly, the
oxLDL level after the ingestion of the phdicaextract was even lower than for the control diet
HF+RM.
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Figure 2. 4-Hydroxy-2-nonenal (4HNE) formation during gastrointestinal digestion and
lipid oxidation products in plasma:HNE concentration in faeces at starting (A), 6 weeks (B)
and 12weeks (C) of diet measured by LC/MS/APCI. PlasrHNE (D) and oxLDL (E) at the
end of the 12 weeks. Values are expressed as means + SEM (faé:éfnp, plasma-4HNE
n = 6/grp, oxLDL n= 7/grp). *P<0.05vs. HF+RM. #P<0.05vs. HF+RM+SO. $P<0.0%s.
PUREE

Consequences of lipid oxidation on arterial blood pressure and endothelial function

To assess the consequences of these alterationtbeovascular system we therefore
evaluated arterial blood pressure and aortic vasomotor function. Arterial spsésistire was
significantly increased by diet HF+RM+SO when compared to HF+RM ¥$2B41 mmHgQ)
and week O (126vs. 141 mmHg. Arterial diastolic pressure was increaskdt not
significativelyby the HF+RM+SO diet compared to HF+RM diet (88104 mmHgweek 13
andsignificantly increased by diet HF+RM+SO when comparesgidek 0 (86/s.104 mmHgQ).

Moreover, arterial diastolic blood pressure was significatively increased by HF+RM compared
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to week 0 (86/s.98 mmHg)(Figure 3AB). When the animals are sugpknted with puree and

the phenolic extract, these increases in systolic and diastolic arterial blood pressures were
preventedFigure 3AB).Data calculated for the mean blood pressure are fully consistent with
those observed for the systolic blood presgkrg. 3C). In order to understand these alterations,

we gave an insight into both the endothelidapendent and independent relaxations of aortic
rings. In the ApoE’” mice model,the Westerrdiet was associated with a lowendothelial
vasorelaxation #r endotheliunrdependent doseesponse to acetylcholing2% vs. 75%
maximal relaxatioin HF+RM+SOvs.HF+RM, Figure 3D. Then, we assessed endothekum
independent vasorelaxation by dassponse to sodium nitroprusside (SNP). No difference in
vascular elaxation to SNP was observed between these 2 groups (Figuréh&Se results
strongly support that the Western diet is associated widseular endothelium impairment
without smooth muscle cell alterations. Both apple polyphenol supplementationstedee
endothelial dysfunction observed whe PUFA was added to the Western diet (Figure 3D).
These observations are also consistent with the absence of effect of the supplemented diets on
the endotheliurindependent response to NO with increasingedidsSNP (Figure 3E).

In the aortic tissue, vasodilatation is mainly mediated by eNNTB dependent vascular

smooth muscle relaxatiqﬂgnarro et al., 199}9 It has been previously reported that both NO

and eNOS & highly sensitive to oxidative stress impairments. Consequently, we measured the
impact of our experimental conditions on ROS production and eNOS expression and
phosphorylation on its main activation site sefthigeNOS**!7} in the aortic wall.The
Western diefHF+RM+SQ led to increased ROS production, which is known to contribute to
the development of vascular dysfunction, compared to the High Fat diet HF+RM (Figure 4C).
No difference was observed between HF+RM and HF+RM+SO group regarding eNOS
expression and its phosphorylation on BEf7. By contrast, both puree and the phenolic extract
reduced ROS production by respectively 30% and 26% when compareeRMEFO diet. No
significant change of eNOS expression was observed even if, in both poliypheno
supplementations we observed a lower expresbitgresingly, as evidenced by Western blot
analysis, apple polyphenol supplementations increased eNOS activation state through its

phosphorylation on serik€’ (Figure 4AB).

The simultaneously observémver ROS production and higher eNOS phosphorylation on
Serl177 (increased NO bioavailability) with bgiblyphenol supplementations may partly

explain the preservation of the endothelial function.

254



Figure 3. Effects of a Western diet and protection bplagolyphenol supplementation on
vascular function. Systolic (A), diastolic (B) and mean (C) blood pressure measured at the end
of dietary protocol by tail cuff method. D: Dedependent response to cumulative dose of
acetylcholine (ACh) on aortic ringkeft: Maximal relaxation of aortic rings to ACh (Rmax).

Right half-effective maximal concentration of ACh (EC50) on aortic rings. E: Diependent
response to cumulative dose of Sodium nitroprussside (SNP) on aortic rings. Data are expressed
in percent elaxation relative to maximal contraction obtained with 1 uM of PE. Values are
expressed as means + SEM (blood pressard 2/grp, vasoreactivity & 8/grp). *P<0.05vs.

HF+RM. #P<0.0%s.HF+RM+SO. £P<0.0%s.Week O.
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Figure 4. Potential molecular méanisns involved in endothelial dysfunction. eNOS
expression (Aandphosphorylation at Ser 1177 (eN&%!’7 B) were measured in aortic tissue
homogenate by Western immunoblotting. Total ROS production measured by electron
paramagnetic resonance in aotissue homogenate (C). Values are expressed as means + SEM
(eNOS expression and phosphorylatioa 8 per goup, ROS production=n4/grp). *P<0.05
vs.HF+RM. #P<0.0%s.HF+RM+SO.
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Endothelial dysfunction and consequences on atheromatous plaque develagrh

Endothelial dysfunction reflects a vascular phenotype prone to the pathogenesis of
atherosclerosis. In this study, we have assessed the consequences of this endothelial dysfunction
on vascular integrityDifferent mice models (including ApdB have been developed to
facilitate the study of diehduced atherosclerosis. In Ap6Emice, subsequent lesion

development can be detected at aortic bifurcations in the aortic arch, in the descending aorta

and in other larger arteriep/enegasPino et al., 2013 The Western diet increased

atheromatous plaque size in aortic crassieasured bgchography (FigurBA). No difference

of atherosclerosis was observed by-RéddO coloration on descending aortaloén-6 PUFA-
supplemented group (HIRM+SO) when compared to the HRM group B0 vs.32%, Figure

5B).In line with prevention of endothelidlsfunction, botlpolyphenokupplementations were

able to reduce atheromatous plague development on aortic cross and descending aorta. To
characterize atheromatous plaque size, histological sections of aortic valves were performed. In
this part of the dery, no difference on atheromatous plaque size was observed between
HF+RM+SO group and HFRM group. However, plague size was reduced by polyphenol
supplementations (Figure 5C). To evaluate plaque stability, percentage of fibrosis and necrotic
core aea size in atheromatous plague were assessed. No difference between any groups was
observed regarding fibrosis (Figure 5D). However, we observed that necrotic core area was
increased in the oxidizableGPUFA group (Figure 5E). Another interesting ressithat both

apple supplementations managed to prevent this incrediseradcrotic core area size (Figure

5E). Ths last result indicates that plaque stability may be affected negativelysllyUFA
oxidation and that preventing this oxidation, by addintyphenols, may result in an enhanced

vascular health.

257



258



Figure 5. Development and characterization of atheromatous plaque size induced by
Western diet and protection by apple polyphenol supplementdéfyrEvaluation of aortic
cross atheromatous plag size performed by echography. (B) Atheromatous plague size in
descending aorta assessed byR#EHO coloration. (C) Atheromatous plaque size in aortic
valve relative to aorticidmeter (D) % of fibrosis in atheromatous plaque of aortic valve and
(E) Necrotic core size in atheromatous plaque of aortic valve relative to aortic diameter assessed
on histological sections. All measurements were performed at the end of dietary protocol.
Values are expressed as means + SEM (echography n = 8 per groupgibatskections n =
5/micefgrp). *P<0.05vs.HF+RM. #P<0.0%s.HF+RM+SQ £P<0.05vs.PUREE.

DISCUSSION

The aim of this study was to evaluate the mechanism involved in atherosclerosis
development induced by the consumption of Western diet. We repothbheceir experimental
Western diet is responsible for an vivo endothelial dysfunction and atherosclerosis

development. It has been previously reported that the ingestion of lipid oxidation products may

play a role in the development of cardiovasculaedsegStaprans et al., 20P3n particular,

a previous human study repattthatthe ingestion ofin oxidized oil led to a decrease of the

flow-mediated endotheliurdependent dilatation while not affecting the endothelium

independent dilatation induced by glyceryl trinitrgéilliams et al., 1990 Our resuk are in

line with these studies since an increase of lipid oxidation was associated with the development
of vascular impairments. However, our work foseson the effect of lipid oxidation products

producedduring digestion. Indeed, lipid oxidation praxsi can be generatéa vivo and the

gastric tract has been proposed as a major site of lipid oxid&smer and Lapidot, 20§P.’L

This was confirmed in our study since we observe that a Western diet includ@dP bl iRA:
rich oil strongly increase the formation ofHNE during digestion, as shown by the higher
recovery of 4HNE in faeces. This highdipid oxidation in the digestive tra¢d-HNE) was
associated with an increased absorptionHNE resulting in aigher plasmatic concentration.
These data agree well with results from Keller et al. who managed to obsdNE # urine

and various organs (liver, kidney, brain, heart) after its ingegetier et al., 201p These

results further indicate that even if the majority ¢iME s2sems to be excreted in faeces, a part
of it is absorbed and can be implicated in vascular impairments. Plasmatic concentration of 4
HNE after chronic HF+RM+SO diet was 2.6 uM (0.43 mg/dL) which is slightly above
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physiological concentrations reported by Ne§alvayre et al. (2017). Such concentration of

4-HNE is known to trigger a variety of biological responses such as inflammation and cell

proliferation{(NegreSalvayre et al., 2037Moreover, the plasmaticE¥NE values observed in

our workwereassessed after a prolonged fasting. We can thus hypothesize that higher values,

that are reported to be proatherogeoauld be found in the postprandial stitegre Salvayre

et al., 201yPoli et al., 2008 This higher 4HNE synthesis may be responsibleaafincreased

endogenous oxidative stress in the vascular system. In fact, the absorption of this lipid oxidation
product was associated, in our work, with an increase of ROS production and plasmatic
malondialdehydenodified oxLDL. An increase in oxLDL pouction has been largely reported

in the literature as a key step in the development of vascular impairments such as endothelial
dysfunctions or atherosclerosis which are generally described as the consequence of an
oxidative stress resulting in an impaemnt ofthe NO pathwayGradinaru et al., 201 5teffen

et al., 2012 This higher oxidative stressay be the consequence of an increased ROS
production. Indeed a higher ROS production, as observed in this work, was previously reported
as the consequence of the mitochondrial electron respitaity inhibitionby 4-HNE (Landar

et al., 2006 Picklo et al., 199Por the increase of NADPH oxidase 2 expression and activity

due to oxLDL uptake in endotheliaklls byLOX-1 receptofNegreSalvayre et al., 2037

Consequently, it was not surprising to observe the worst endothelial function and
atherosclerosidevelopment in the group with the highest lipid oxidation. Despite no change of

eNOS expression or phosphorylation was observed, we can hypothesize that the higher ROS
production may impair NO bavailability through its reaction with superoxide anion(xto

form peroxynitrite (ONOQ. Consequently, lipid oxidation and the subsequent oxidative stress
observed after the chronic consumption of a Western diet could be a key factor of

atherosclerosis development.

Nonethelessmouse models of atherosclerosiave some significant limitation&/nlike
humans, they do not develop atherosclerosis throughout the whole length of aorta. Thus, it is

recommended to evaluate the development of atheromatous plaques at several levels and by

different methodqVenegasPino et al., 2018 We observed in our study an increase of

atheromatous plaque size intocross but not in descending aorta and aortic valve. Regarding
atherosclerotic lesions, no difference was observed regarding fibrosis after our diets. However,

necrott core was increased by the Western diet. The increase in necrotic core is repamted as

important factor of atheromatous plaque instab{&lgimon and Tabas, 2009ndeed, 4HNE

adduct can accumulate in theidiig necrotic core of advanced atherosclerotic lesions. This
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local accumulation induces macrophage and smooth muscle cell apoptosis which contribute to

plaque destabilization and rupture thus increasing atheombotic eventgNegreSalvayre e

al., 2017%. By contrast, atherosclerotic plaqueture and arterial thrombosishich arethe

direct cause of most myocardial infaotts in humans, are not aasved in the majority of

atherosclerosiprone mouse models

In order to prevent the deleterious effects of a Western diet, it seems necessary to implement
antioxidant strategies. In this study, we evaluated the antioxidant effects of a supplementation
in apple, a widely consumedruit. We reported here that both apple polyphenol
supplementations remarkably reduceeHME formation during digestion and plasmatic
oxidative stress as shown by drastically reduced levels in oxLDL d#NE (Fig. 2). The
bioaccasibility of phenolic compounds in the gastric tract appears to be ratdxcompound
dependent. Actually, thermal processing may have largely incregssyphenol
bioaccessibility in puree when compared to fawt (Bolea et al..Submitted2019) Thus
comparable polyphenol bioaccessilgi#for puree andhe phenolic extract may explain the
very similar results obtained throughout this study for both supplementations. Furthermore, if
hydroxycinnamic acids can be recovered in the aqueous phase a$the djigesta, oligomeric
procyanidins may not be detected owing to their affinity for dietary fibers and pr({iDeifour
et al., 2018 However, protein hydrolysis in the intestinal tract allows the release of oligomeric
procyanidins. Chlorogenic acid as well as monamand oligomeric procyanidins display
ortho-dihydroxyphenyl groups which can reduce the-gxalant hypervalent heme iron form
(MbF€V=0) into metmyoglobin (MbPE). This reduction inhibits the initiation phase of the
lipid oxidation process and has bepreviously reported as a major antioxidant effect of

procyanidins and hydroxycinnamic acidsim vitro digestion({Lorrain et al., 200}7 Such

inhibition of lipid oxidation can explain the lower lipid oxidation in theseugs. Since we
previously pointed out the deleterious effects of digestive lipid oxidation on vascular integrity,
we hypothesized that its inhibition by polyphenol consumption could prevent vascular
impairments. This hypothesis was largely confirmed itiggrthe decrease of ROS production
and vascular impairments. An interesting result arascreasen aorticeNOS phosphorylation
atSerl177observedn bothgroups ingesting polyphenoldt has been previously reported that
4-HNE was responsible for ampairment of Akt phosphorylation which is responsible of
eNOS phosphorylation on Serll{N’akashima et al., ZO?SConsequently, the higher eNOS

phosphorylation on Serl177 observed in both supplemented gwalipt may promote NO

synthesismay be a direcitconsequence of the lowerHNE concentration in bloodVe can
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therefore conclude that the lowering of lipid oxidation during digestion when apple polyphenols
were added to the Western diet may explain the protective effects observed on vascular system.
This result is in line with previous studies pointing out that flavanols may result in eNOS

phosphorylation on its serine 11{ak et al., 2018 Moreover, chronistudies providing PCs

rich sources such as chocolate and tea have shown beneficial effects emefiated

dilatation{Hooper et al., 20gg5ansone et al., 20)L5

However some posabsorptioreffects ofapple polyphenols shouktbt be excludedndeed,
after absorptionpolyphenolmetabolites circulate as conjugates (sulfate, glucuronide-or O
methyktherforms of theaglycones) mainly bound to albumin or as microbial metabolites with
WRWDO PHWDEROLWH FRQFHQVW@(WERQ,\ZO(*&BGUEK@WMH,[FHHGL(
epicatechin -D- glucuronide, 30-meW K\OH S L FD W HI-Kdthykepioaechin fvere

reported to be able to inhibit endothelial NADPH oxidase and therefore superoxide anion

production although direct scavenging activity towards superoxidensnwas largely
abolished for these metabolilFeffen etal., 20(18

Our results point out that the protective effects of polyphenols on oxidative atrdss
endothelial function are associated with a prevention of atherosclerosis develandent
instability plaque These results are in accordance with numerous studies reporting the interest
of a chronic uptake of apple polyphenols to reduce risk factaesiéd pressure, blood lipid
profile, inflammation, oxidative stress) and cardiovascular diseas#saggiogenic, ami

atherogenic and anliypertensive) in rodents or humgagdre et al., 201f2Aune et al., 2017

Hyson, 201ﬂKoutsos et al., 201stoclet et al., 20Q4However, no study wagetable to link

these effects with a potential antioxidant activity during digestion.

CONCLUSION

In conclusion, a Western diet rich irelPUFA appears taxacerbate lipid oxidation during
gastric digestion leading to the formation efilBlE among other lipid oxidation products. The
absorption of these products generatedivo is for the first time associated with plasmatic
oxidative stress as evidenced hgreased oxLDL, plasmaHdNE and ROS production. These
alterations largely enhance the endothelial dysfunction and the development of atherosclerosis
in the ApoE"~ mice model. By contrast, the inhibition of lipid oxidation arHIME synthesis
in the gaswintestinal tract by a supplementation in apple polyphenols under two different

matrix forms remarkably prevent those impairments. Consequently, the consumption of
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procyanidinrich fruits such as apple or pear should be encouraged to attenuate theodsleteri

effect of the Western diet.

Figure 6. Effects of a Western diet rich in heme iron and polyunsaturated fatty acids on both
vascular function and atherosclerosis development and protection by polyphenol addition into
the diet.
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Supplemental data

Supplemental Material
Fasting blood glucose, glucose and insulin tolerance tests.

Intra-Peritoneal Glucose Tolerance Tests (IPGTT) were performed at the end of'the 11
week of the chronic diet protocol. After an overnight fasting, blood was obtained via tail clip to
assess fasting blood glueogCaresens® N, | sens). Then, mice received anpetigoneal
injection of glucose solution (14/kg) and blood glucose was measured at 10, 20, 30, 60 and
120 minutes after the injection. On the following week, Hpeatoneal Insulin Tolerance Test
(ITT) was performed. After a 6 houdasting (8R14h), glucose was measured and mice
subsequently received an inpparitoneal injection of insulin solution (2 Ul/kg). Blood glucose
was measured at 10, 20, 30, 60, 90 and 120 minutes after insulin injection.

Assessment of Adiposity index

At the end of the 12 weeks protocol diets, mice were sacrificed, total epididymal, linguinal
and perirenal fat were removed and weighed to obtain an index of adiposity. Adiposity index
was defined as (epididymal fat + lingairfat + perirenal fat)/mouse weigh.

Supplemental results

After 12 weeks of chronic diet protocol, only fasting glucose was increased by Western diet
and reduced by apple supplementation (Supp. Figure 1A). No difference was observed on
IPGTT and ITT (aea under curve and time tegk (Supp. Figure 1BCDE). Those results point
out that glycemic regulation was not altered by our different diets. No difference on adiposity
index and liver weigh was reported (Supp. Figure 2 AB). These results indicatatthat f
repartition was not affected by our different diets.
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Supplemental Figure 1.Effect of chronic protocol diet on glycaemia index. A: Fasting
blood glucose measured at the end of tHewldek of the chronic protocol diet. B: Area under
the curve (AUQ corresponding to Intr®eritoneal Glucose Tolerance Tests (IPGTT) measured
at the end of the Mweek of the chronic diet protocol. C: Evolution of blood glucose
concentration during IPGTT at the end of th& tvkeek of the chronic protocol diet. D: Are
under the curve corresponding to Insulin Tolerance Test (ITT) at week 12. E: Following blood

glucose concentration during ITT at week 12.
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Supplemental Figure 2 Effect of chronic diet protocol on adiposity index and liver weight.
A: Adiposity indexassessment at the end of chronic protocol diet. B: Detailed repartition of

adiposity index and liver weigh.
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Oxydation lipidique durant la digestion et pathologies vasculaires

Les pathologies cardiovasculaires sorgr@miére cause de mortalité dans le monde. Parmi
cellesci les pathologies ischémiques telles que les maladies coronarienne&dClsent les
plus meurtrieres. La prévalence de ces pathologies a fortement augmenté au cours des dernieres
décennies, aveE RPPH OTXQ GHV SULQFLSDX[ IDFWHXUV GH ULVTX
viande rouge et en lipides impliquant une surconsomma@oh$ * 8-6. Les AGPI sont
VHQVLEOHYV DX[ SURFHVVXV GYfR[\GDWLRQ HQGRJgQHV ORU\
TXDOLWpPpV QXWULWLRQQHOOH¥gras@séeptdlIX et\eD QriduisafitDds8sS R U W
SURGXLWY GYR[\GDWLRQ VHFRQGDLUHV K\GQourdadd&i® [\GHV L
impliqués dans les événements précurseurgpdtmlogies cardiowzulaires. Nos différents
WUDYDX[ DYDLHQW FRPPH SUHPLHU REMHFWLI GHelaRPSUHQ
digestiongastriqueV XU OD VI\QWKgVH GH SURGXLWYV YdlFuR @@EO LUHV C
modelede type occidentalLe second ol FW LI pWDLW GfpYDO XHdé lébHV HIIH\
absorptionsur la fonction vasculaireParallélement a ces objectifs, nous avons également
pPYDOXp OTHIIHW GTXQ #gatltéPsHr b foRdtidh dsgul@re SdrefEH un

régime standard (WoAnnexes).

Ainsi, dans nos modéles de digestiownitro, | § H Idéstfférents parametres de la digestion
(pH, pepsine, lipasedur OH QLYHDX GYR[\GDWLRQ OL SLES dabitileD pWp |
GLJHVWLRQ OfDSSDUL W inRiQydgidhine phr IfRotéBlyse @adtieRe iRduife
par la pepsine accéle@ TLQLWORR[LBOVEHRQ OLSLGLTXH &HSHQGDQW
gastrique avec la diminution du péh présence de pepsineette oxydation semble étre
fortement ralentie probablemepér la O L E p U Dé&khhtR€ ddatfla réactivitéenseraitpas
optimale dans cet environnement de par son interaction avec la pepsine. Lors du passage en
phase intestinala pH 6,5, le praoxydant pestr WUH PDMRULWDLUHPHQW VRXV
mais égalerant sous forme de mictméimyoglobine en particulier lors davidange gastrique
en début de digestion. Au cours de la phase intestinale (duogéjwmm)suivant une phase
gastrique a pH 5 (métmyoglobine) ou a pH 3 (hématin® R [\G D W L ReQo@auiSauG L T X H
reprend(dienes conjugués). Cependdatréactiondu 4HNE avec les protéinedes enzymes
de la digestiorconduit asousestime sa formatiora la fin de cette phas®e ce fait, aucune
GLIIpUHQFH QYD SX rWUH PLVH KraponlesHNERbreeR@ IR fihU Q D Q W
des phases gastrique et intestinal®'autres investigations sont nécessaires pour préeciser les
formes de feres classes de lipidé§G, phospholipidesmpliquées dans I'oxydation, ainsi que
les mécanismes a l'origg de la phase de latence observée au début de la phase intestinale.
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Méme si les modéles de digestionvitro ne sont pas tout a fait identiques (concentration en
pro-oxydant ou pepsine, durée de la phase gastrique), nos résultats sont en accord avec la
ILWWpUDWXUH FRQFHUQDQW OfDSSD UaVduRs@e GHligBdtidhG X L W V
(dienes conjugués lipidiqgueshydroperoxydes lipidiquesmalondialdehyde et -HINE)

"

Asprogenidi, 201fLarsson et al., 201@.orrain et al., ZOliPLorrain et al., 2014 Tullberg et

al., 20149. Il a égalemenété montrén vivo,chez le miniporc, T X r¥gas de type occidental

j EDVH GfKXLOH GH WRXUQHVRO HW GH ETBARE Di€rep FR QG X

conjugués lipidiquest4-HNE au cours de la digestion gastrigDelosiere et al., 20]1@0bert

etal., 2014

Lors de lamesure du4HNE dans le$éceset le plasmale sourisla forte augmentation des
acides gras+#6 dans le régimest associé& moyen etong terms, a une augmentation de la
formation dece SURGXLW GTR[\G Dlgvd deQa ¥dgestiBrQ Geb lrddiHtats vivo
viennent ainsi confirmer nos résultasvitro. Au niveau intestinal, il a été montré chez le rat
VDLQ TXYXQH SDUWLH GHV SURG X L-MNE, &m@gbm@ HW QI

al., 2019. De plus, il a été montré que laQoV RPPDWLRQ GYRY SRXYPH W DOWpl

de la barriere intestinale par une augmentation de sa permégaiséimoto et al., 2036

Ainsi O { DrtalierHde la perméabilité de la barriere intestinale pourrait entrainer une

surabsorption de-BINE.

/ITR[\GDWLRQ Lv&a durait XaHidge&ivh étaissociée dans nos travaux a une

modification du métabolisme lipidique par une augmentation d{i t&lf R[\GDWLRQ GHV /

["IR[  ,0 HVW GpPRQWUp TXH OHV /'/R[ VRQW XQ IDFWHXU F
endothélialeeG X GpYHORSSHPHQW(GitdivoTIDW.KH D RYFIODQWRWHL RQ G X
de LDLox peW rWUH j OJRULJLQH DX QLYHDX HQGRWKpOLDO G
comme la 18ipoxygénasgGalle et al., 200¥3 GH OYDOWpUDWLR®RosBlgud~\FOH F
LQGXLVDQW O 9DSR BAlds\etHal R200peihsiQipd-de Ra\sihthese de protéines
pro-thrombotiquegqBerliner and Heinecke, 1996 'H SOXV OYDOWpUDWLRQ GH
endothéliale pourrait étre due a une augmentation de la cakédihibant la production de

NO par la eNOYFeron et al., 1999a un découplage de la eNOS par déplétion dudBi-a

une diminution dela phosphoflation surla serine 11774NegreSalvayre et al., 2037
/I NDXJPHQWDWLRQ GH OD SHUPpDELOLWp HQQGRWIHlp&LDOH C
al.,, 201§ OYDSSDULWLRQ GYXQ VWUHVYV GX UpWLFXOXP HQGRS

des cellulesrdothélialedNegre Salvayre et al., 20} participeraient également a ce processus
dégénératifEnfin, le 4HNE entraine des altérations rénales e Bl RGXFWLRQ GIDQJLRYV
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hypertensive qui pourrait a long terme contribuer aux effets déléteres de la pression artérielle

observés au niveau vasculafteandmesser etal., ZOHNegreSalvayre etal., 2037

/ID G\ WIRQFWLRQ HQGRWKpOLDOH VH FDUDFWpPULVH OH SO>
agents vasoconstricteurs et agents vidateurs. Ainsi, la plupart des facteurs de risque
cardiovasculaire sont associés a une baisse de la capacité de vasorelaxation. Nos travaux ont
montré que cette dysfonction endothéliale était liée a une augmentation de la production de
EROet plus patF XOLqQUHPHQW GH OYDQLRQ VXSHUR[\GH UHVSRQV
la disponibilité du NO pdaformation de peroxynitrite. Dans notre mod&ef DOLP HIQNDW LR Q
diminution de la biodisponibilité du NO pourrait expliquer les altérations de landsoité et
OfDXJPHQWDWLRQ GH OD SUHVVLRQ DUWpPULHOOH 'H SO
exacerber les effets déléteres liés au stress oxydargffet, OH 12 QH MRXH SDV TXT
vasomoteur, il maintient également la paroi vasculaire da8 pWDW GIpTXLOLEUH
OYLQIODPPDWLRQ OD SUROLIpUDWLRQ FHOOXODLUH HW
VHFRQGDLUH HVVHQWLHO SRXU PDLQWHQLU OfLQWpPJULWDP

/T DOWPUDWLRQ GX IRQFWLRQQBPH@W &I\W BRMKpRQY A W\ P
SDURL IDYRULVDQW OD SURJUHVVLRQ GHV OpVLRQV DWKpU
HW GYIXQH LQIO ERtrENI RrisefhitDégalément le recrutement des monocytes
circulants et des lymphocytes Ta formation des cellules spumeuses, la prolifération et
PLIJUDWLRQ GHV &0/ DLQVL TXH OD IRUPDWLRQ GHV SODTX
XQH DJJUDYDWLRQ GX GpYHORSSHPHQW GHV SODTXHV GYDV
occidental De plus, Il a été montré que les LDLos DU OfLQWHUPpPpGLDLUH GH OH
GpYHORSSHPHQW GX F°XU OLSLGLTXH GHV SODTXHV GTDWE
macrophagesnduisent une fragilisation de la chape fibretm#& comme ilgarticiperdent a

la déstabilisation et a la rupture de c@iTXu et al., 1999

Les souris ApOE FRQVWLWXHQW XQ PRGqOH PDMHXU GDQV OfpW.
dIDWKpURPH HW GDQV OD FRPSUpKHQVLRQ GH OD SK\VLRSD
FH PRGqOH OfLQLWLDWLRQ HW OD SURJUHVVLRQ GH O¢C
analogues a cebmbservés FKH] OTKRPPH /HY durRIXfht gériesoRd est celui
GHV VRXULV & %/& GpYHORSSHQW VSRQWDQpPHQW GH)\
impliquée dans le transport lipidique plasmatique vers les tissus de stockage périphérique et
KpPSDWLTXH /fLPSRUWDQWH G\VO L Shypepdhdldstérlarsie) @iesL Sp P L H
TXIXQ SKpQRW\SH LQIODPPDWRLUH VRQW | BG#RguEJLQH G

controversé, il est admis que les Iésiatisérosclérotiqgueshez les sourime présentent pas
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GIpYpPQHPHQWY DWKpURW K U&EE R Xél Ylagees MhatxnuiéntV SR Q \
VenegasPino et al., 2013 impliquant une limitatin importantej O { p W X @ihé@biitéd D

et de la stabilité de la plaque dans ce mode®@H DEVHQFH G{pSDLVVLVVHPHQW
VRXULVY HVW pJDOHPHQW REVHUYpH 'H SOXV OHV SODTXI
PDQLqUH KRPRJQEED NXEHOCIHRMHWH HW LO HVW UHFRPPDQG
différents points et par différentes méthog®enegasPino et al., 2018 De ce fait, la
UpDOLVDWLRQ GYXQ SURILO OLSLGLTXH GH OD SODTXH G¢YC
les caractéristiques de celie Il serait également trés intéressant de pouvoir évaluesdaipce

de produits d'oxydation lipidique comme le# 1 ( j OfLQWpULIHXU GH FHOOH

'H PDQLQqUH JpQpUDOH QRXV DYRQV SX PRQWUHU TXfHQ S
GDQV OD SDURL GH O 1D WeJg digestiénHhouddit jauér @akeLpvintdrdiaRaU V- G H
ORQJ WHUPH GDQV OH GpYHORSSHPHQW GYpYgqQHPHQWYV |
ischémiques.

Stratégie alimentaire antioxydante de protection a long terme de la fonction vasculaire

'H QRPEUHX[ WUDYDX|[ VR QatloifrdeQtkafddidd thérapedtipués idapablées L
GYDPpOLRUHU RX GH SUpYHQLU OYDOWpPpUDWLRQ GH OD IR
priorité car si elles sont appliguées de maniére précoce dans le processus pathologique il est
possible de retarder we de prévenir les altérations vasculaires et leurs manifestations
FOLQLTXHV $LQVL OH VHFRQG REMHFWLI GH QRV WUDYDX
polyphénols de pommeches enPCs au cours de la digestiehleur capacité a protégkr
fRQFWLRQ YDVFXODLUH j ORQJ WHUPH 1RWUH PRGQqOH VY
prévention primaire par supplémentation en antioxyda@i® régime de typeccidental
démontré commero- R[\GDQW /H SURFHVVXV DWKpURVFQ@URWLTXH
OfpYROXWLRQ GH OD SODTXH GYDWKpURPH UHVWH DV\PSWI
SODFH GTXQH WHOOH VWUDWpPJLH SRXUUDLW OLPLWHU RX F

SDU VXLWH OD VXUYHQXH GTpY qQ ptiréid@ paduat KiaRIPsEOR per T X H V
sténose artérielle.

1RV UpVXOWDWY RQW PRQWUp OYHIILFDFpoWghéls d@D VXSS
pomme sous différentes formes matricielles (frais, purée, extitinodélein vitro de
digestion gastrigudaQV OD UpGXFWLRQ GH OJPR[SG pawiBIR@enc H SUR(
DEVRUEDEOHV ,0 VHPEOHUDLW TXH OYDFWLYLWpPp DQWLRJ)\
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gastrique (a pH 5 et faible concentration de pepsine). Cela a également été démontré pour des

PCs monomeéret oligoméregpurifiéesainsi quepourun flavonol,la quercétindAsprogenidi,

2015. /RUVTXH OH S+ GpFURLW DX FRXUV GH OD GLJHVWLRQ

naturellement réduit tandis que la capacité antioxydante des matrices purée et extrait phénolique
HW GH O fpS nfabtidp Rigéni@rDasHesultats contdéctoires ont été obtenus avec

le fruit frais ce dernier peu antioxydant a pH 3 et en présence de pepsine dans le modele de
GLIJHVWLRQeYDW WRIQWXH WIRXW DXVVL DQWLR[\GDe@@®& TXH OC
dela phase gastrique a pH 3 du modeleitro gastreintestinal.De plus, @nsce modele de
GLIJHVWLRQ OD VXSSOpPHQWDWLRQ HQ SRO\SKpQROV pWDL
4-+1( HQ ILQ GH SKDVH JDVWULT XhleTiXkifaHt@otenti@lletnents KDVH L
guantité de 4HNE absorbable.

/I NLQWHUSUpWDWLRQ GHV PpFDQLVPHV DQWLR[\GDQWV G
apparaissent étre dépendants de la bioaccessibilité des composés phénoliques impliquant leurs

libérations desvacuoles des cellules végétales, des interactions avec les protéines ou les

polysaccharides présents dans la paroi végétale cell{iRereard et al., 20}7des activités

pepsique et lipasique elkesémes dépendantes du pH, et de la forme dwyydant également
dépendante du ptAsprogenidi, 201pLorrain et al., 200pHW GH OJDFWLYLWp SHSVL

Les effets bénéfiques deslyphénols de pomme obserntéss de la digestioim vitro ont
été confirmésn vivo, a travers laéduction de la concentrati@m 4-HNE dans les fecedes

sourisdans les groupes supplémentés par les mapioée et extrapphénoique

EnprésencedeSRO\SKpQROV QRXV Q hndifkRadianhds @ yrise He/daidsY p G H
de la répartition des tissus adipeux ou du profil lipidigleesmatique indiquanine absence
GHIITHW GH OD VXSSOpPHQWDWLRQ HQ SRO\SKpQR®@a& VXU OF
ailleursque les PCs présentant des degrés de polymérisation élevés étaient capables de réduire
OYDEVRUSW L, RtQor kh\prise ldS pdgisS W REDEOHPHQW SDU LQKLELWLI
OD OLSDVH LQWHVWLQDOH HW SUpVHUY &WWdstn@toethl. D TLQWp

20189.

/THITHW EpQpILTXH DQWLR[\GDQW G X U DilQuwiVo Qdit aSdddF H V V X V
i XOQH SUPYHQWLRQ GH OYDXJPHQWBEag@t@X WDX[ GH /'/R]

La métabolisationdes polyphénols natifs lors de la digestioolique ainsi que ls
modifications par lenétabolismele la phase laprés absorptioconduisent a la présence dans

la circulation de métabolites structuralement tres différents des molécules.riRdivaileurs,
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ils sont retrouvésntreés faible concentri@in au niveau plasmatique, ne dépassant généralement
SDV OfRUGUH GX —utWwWSQN &Y D‘FWQWIH\QI}!AC@{MM&CR({:&Q.D

2004. ' fautres mécanismepieceuximpliquéslors de la digestiopeuvent étre envisagés

situ pour ces métabolites pouff D W W p Q XaRiygfbrRi@n @rdlothéliale et la réduction du
GpYHORSSHPHQW GHV SODTXHV GYDWKpUR Bri¢dihihu@oiL GDQV
GH OD SURGXBWQRD THTE2MLBRIBHQMDFWLYLWp GH OD H12
sur la sérine 1177pnt été observégui pourraient augmenter la biodisponibilité du NO
permettant de préserver la fonction endothéliale bEéaéfice®taienttgalemenassociés a une
SUpYHQWLR Q at®H dO©|§ préssiBrHaQéhellde la vasorelaxation maximale aortique

ainsiqe duGpYHORSSHPHQW GHV SODTXHV GY{DWKpURRBH /HV H
direcs des métabolites notammene dfp SLF D W p F Ka_ queétcéting s@ Ha fonction

vasculire sont également largement décrits dans la littératilsejoueraient un role de
potentialisateur de Nq;):orti et al., 200@Galindo et al., 201j 0ak et al., 2018 de réductur

GH OfLQI O{QrRiﬁé 2W\aL,R0Q7 [Ishisaka et al., 2033 du stress oxydant (NADPH
oxydasgSteffen et al., 20(?8H W G Hnaligatia@ wésilDLox dans les macrophages réduisant

ainsi la formation des cellules spumeug€awai et al., 2008 Les différents mécanismes

G 1D FW L R Ontidpedtd. IBrg\de [ digestion aellulairesapres absorptiomtestinale ne

peuvent étre dissociés pour expliqles effets bénéfiquesles polyphénolssur la fonction

vasculaireaprés unsupplémentation en pomme.

En résumé, il apparait quederingestion de fruits et Iégumes riches antioxydargest une
VWUDWpPJLH HIILFDFH DILQ GH SUpYHQLU OYDSSDULWLRQ
cardiovasculaireO L p \oxyd&idn des lipides polyinsaturésu cous de la digestion. Nos
résultats obtenuspour des doses nutritionnelles de polyphénaésmettent de justifier une
réintroduction ds fruits riches en PCs (pommes, poires, baies, edajsun régime de type
occidentakfin de préserver la fonction vasculaire. Cependant, les modalit@msienmation
doivent étremieux déterminéegavant, pendant ou apreés les lipides et le fer héminigjire)
GTREWHQLU 4dIQ HIIHW RSWLP
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES
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Conclusion

ITHQVHPEOH GH F H\onW\permi¥y deXrie®dompkeqdreHes mécanismes et les
LQWHUDFWLRQV LPSOLTXpV GDQV OYTLQLWLDWLRHNEGH OfRJ[
libre au cours du processus de digestion gastestinalepourun repas de type occidentahe
en lipidespolyinsaturés-6 et en fer héminique Aprés absorption au niveau intestinals
SURGXLWYV GTR[\GDW leR-@INE érfraithat ungnkbdiieaion Hes LDL formant
OHV /'/R[ TXL VRQW DVVRFLpV j OfDSSDULWLR@mM®EEQH G\V|
GpYHORSSHPHQW GHV B g XaHstrat€gleDdd KirpveiRiBrHprimaire par
supplémentation en pomme richeR@ssf{HVW DYpUpH HIILFDFH SRXU UpGXLL
lipidique et la formation de-BINE au cours de la digestion. La haxessibilittdes composés
phénoliquedors de la digestiompparait étrein facteur primordia Ainsi, nous avons montré
que les composés phénoliques sont plus bioaccessiptes un traitement thermiquie la
pommeet que la purée de pomme présente gdement une meilleure capacité antioxydante
que le fruit frais Chez la souris ApoE soumise & 12 semaines de régimeréduction de la
formation de 4HNE observée dans les groupes supplémentés en purée et xéraalique
était associéa une baissdu taux de LDlox eta une prévention de la dysfonction endothéliale
HW GX GpYHORSSHPHQW (Edglik49 QDS Kds XesGtid ovitknobtié - irble
FHQWUDO GH OD IRQFWLRQ H/Qrédesauk pathblogiylie ischép @i I D SS D U |
TXH OfLQWpPpUrw GYXQH UpLQWRELRdaxXsFuvd &iQen@tion IdéXypd/V ULF
occidental afin de protéger la fonction vasculaire.
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Figure49: SDWKRORJLHV YDVFXODLUHV LQGXLWHY SDU OD FF
occidental et protgion par la supplémentation en polyphénols de pomme.
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Perspectives

Les effets bénéfiques pour la santé cardiovasculaire ont été oaterusn produit végétal
largement consomméda puréede pomme,et un extrait hydroacétonique non purifié de
polyphénols contenantmajoritaiement tHV JOXFLGHV PDLV DXVVL GITDX
hydrosolubles. Afin de valider un effeénéfique dePCsconstituant 80% des polyphénols de
la pomme, il conviendrait deonduire une étudanimalesimilaire avec un extrapurifié. De
plus, une différentiation entrBCsmonomériques directement absorbales au niveau intestinal
et PCsoligomériquesdrgement métabolisées dans léonfpourrait permettre de préciser le

bénéfice relatif de ces deux groupes pour lesquelssteedies études généralement séparées.

De nombreuses études cliniquaist déja étéconsacréeV j pYDOXHU OfHIIHW EpQ
polyphénolsex FDFDR RX 10DY D &@RIQ fanctichfeRddtbélaldd Cependant, la
plupart des études ont été réadséur des individus sainsu en aigune mettantdonc que
raremenen évidencein effet bénéfiqueans ce type de populatiamais plutdét un maintien de
la bonne santé vasculaire /D UpDOLVDWLRQ G9TX@hrogigue paRIMBROH FOL
supplémentationriche en PCs chez des individus présentant des facteurs de risque
cardiovasculairehypertensionobésité ou syndrome métaboliqpermettrait de validerthez
O 1K X B Hapnées acquises en modele anietade développer de nouvellstratégis

préventive natuellesde lafonctionvasculaire

282



283



ANNEXES
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/IRUV G H qufhprd/ X Bous avons également inelngplus de nos différents régimes
nutritionnels, un groupe de soudgpoE’ nourri avec un régime dmaintenance(rongeur,
SAFE A04, Standard Diet, Spafin notammentG { p Y D @paldtdu @fjime riche en lipides
saturés (HF+RM)Ces souris ont étBébergées dans les mémes conditions que les autres
groupeset DFULILpHV j OTkJH GH VHPDLQHV

Figure 50. Effects ofStandardss.Hight Fat diet (HF+RM) diet on weight gain. Values are
expressed as means + SEM=(R0 for weight) *P<0.05vs.HF+RM.
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Figure 51. Effects of Standardvs. High Fat diet (HF+RM) on 4Hydroxy-2-nonenal (4
HNE) formation diring gastreintestinal digestion and plasrtipids andlipoproteins.4-HNE
concentration in faeces at 12 week$ ¢f diet measured by LC/MS/APCI. Plasma triglyceride
(B), LDL-cholesterol(C), HDL-cholesterol(D), HDL-cholesterol/LDL-cholesterol (E) and
total cholesterol (Fwere assessed at the end of the dietary protdelslsma oxLDL (G) and
4-HNE (H) concentrations were assessed at the end of the 12 weeks ofalliets are
expressed as means + SEReces = 4/grp,n = 8 for LDL-c, HDL-c, HDL-c/LDL-C and
total cholestergloxLDL n = 7/grp, Plasma-4NE n= 6/grp). Values are expressed as means
+ SEM. *P<0.05/s.HF+RM.
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Figure 52. Effectsof Standard/s. High Fatdiet(HF+RM) on vascular functioand potential
molecular mechanissninvolved n endothelial dysfunctianSystolic (A), diastolic (B) and
mean (C) blood pressuwmeasured at the end of dietary protocol by tail cuff metfigjddose
dependent response to cumulative dose ofybtetline (ACh) on aortic rings(E) Dose
dependent respse to cumulative dose ebdium nitroprussside (SNP) on aortic rings. Data
are expressed in percent relaxation relative to maximal contraction obtained with 1 pM of
phényléphrine RE). eNOS phosphorylation at Ser 1177 (eN&3’7 F) were measured in
aottic tissue homogenate by Western immunoblotting. Total ROS production measured by
electron paramagnetic resonance in aortic tissue homogenat¥gl@¢s are expressed as
means + SEM (blood pressurei2/grp, vasoreactivity r 8/grp, eNOS phosphorylation=
3/grp, ROS production & 4/grp). *P<0.05vs.HF+RM.
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Figure 53. Development and characterization of atheromatous plaque size indutiesl by
Hight Fat diet (HF+RM)s. Standard diet(A) Evaluation of aortic cross atheromatous plaque
size peformed by echography. (Bdtheromatous plague size in descending aorta assessed by
Oil-RedO coloration. C) Atheromatous plaque size in aortic valve relative to aortic diameter,
(D) necrotic core size in atheromatous plaque of aortic valve relativetio diameter andE)
% of fibrosis in atheromatous plaque of aortic valve assessed on histological sections. All
measurements were performed at the end of dietary protocol. Values are expressed as means +
SEM (Oil-RedO coloration n= 7/grp, histological sections n = 5 mice/gyp*P<0.05vs.
HF+RM.
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Oxydation des acides gras polyinsaturé$mau cours de la digestion et altération de la fonction
vasculaire. Stratégie antioxydante par supplémentation en polyphénols de pomme

6HORQ 0OY206 GYLFL SUqV GH PAnO @& Lnaadies GatdiG/aisdNaReBaque \ani@e F q G H U
UHSUpVHQWDQW OD SUHPLqUH FDXVH GH PRUWDOLWpP DL Vs patkdloges HQMHX P
ischémiquessont les plus fréquentes. Elles ont pour origine une dysfonction endettéliarisant le développement de
OIDWKpURVFOpURVH /H SULQFLSDO IDFWHXU GH ULVTXH DVVRaidgsgia¥ HY SDWKR
polyinsaturés 6, VHQV LE O HV jeCefRef hérhinLeRa@porté par la viande rolgeO TRSSRVp XQH DOLPHQWDYV
HQ IUXLWY OpJXPHV HW FpUpDOHV SHXW rWUH VRXUFH GITDQWLR[\GDQWYV QDV
procyanidins (PCs, flavonoides) apparaissesimmecorrélés a une réduction des maladies coromaeie et des accidents

vasculaires cérébraux. Ainsi, les objectifs de ce travail de thése étaientGfpYDOXHU OD IRUPDWLRQ GH SUR
lipidique dans le tractus gastiatestinal au cours de la digestion puis leur effet chronique aprés ttsanpestinale sur la

fonction vasculaire GIpYDOXHU OfLQIOXHQFH GTXQH VX8&pahmP [dapnwieD strdtéy®@ DOLPHQ
antioxydante primaire afide prévenir la formatiodeproduits G {1 R [\G D W L R B VWO G DG IQ TVt fd Sctiomyaktuladrel. U

Des premiers résultats ont été acquis dans un systeme constitué par une émulside touifeesetlanseau et du fer

héminique (mMtmyoglobine)et dans des conditions simulantsig@hases initiale et médiane de digestion a pH 5 et 3,
respectivenent.,O DSSDUDLW TXH OJR[\GDWLRQ OLS L Gdidh¥s-tonjugusijigidies (NC) BtdiH UV OD IF
4-hydroxynorénal (4 +1( HVW DPRUFpH SOXV UDSLGHPHQW j S+ TXTj S+ TXH OD SHS)
pH5 parlaformd L R Q G 1 XlenticroRnétmRydglobine plus accessible aux acides gras. Les trois matrices (pomme fraiche,

purée et extrait phénolique) ajoutées a dose nutritionnelle montrent une capacité inhibitrice plus faible a pH 5 ederésence
pepsinealors que dée-ci semble augmentéepdd 3. Cette stratégie antioxydante a ensuite été évaluée en rimodiéte de

digestion gastrdntestinale démontrant une réduction7®96% de la formation du-#4NE en fin de phase gastrique ettfe

95% en fin de phase intestile. Enfin, une étude chronique a été conduite pour évalueo O TLPSDFW GH OTR[\GDWLRQ
dans un modéle de souris ApoE/ xydationdes lipides lors de la digestidgtait associée a une augmemtatdu taux

plasmatique de LDLox et du steegxydant ayant pour conséquence une altération de la fonction endotidtedealtération

GH OfHQGRWKpOLXPQHNVDX WP BDQ WRRLIpPRIQ GX GpYHORSSHPHQW GHV . P8DTXHV GTIL
maniére intéressante, la supplémentattd) SRO\SKpQROV SXUpH RX H[WUDLW SKpQROLTXH SUg
/["/R[ OYH[DFHUEDWLRQ GHV DOWpUWWILAQN & B GOrDWSEN DA ENRisBVERlyBEIORTXHH O D

de pomme limiteraient la formation deHNE ab@rbable au cours de la digestion protégeant a long terme la fonction
YDVFXODLUH 1RV UpVXOWDWY VRQW HQ IDYHXU GTXQH UpLQWURGXFWLRQ GH |
type occidental

Mots clés oxydation lipidiquedigestiongastraintestinale dysfonction endothéliale, athérosclérose, polyprs®pomme.

n-6 polyunsaturated fatty acid oxidation during digestion and vascular function impairment.
Antioxidant strategy bya supplementatiorin apple polyphenols

According tothe WHO, in 2030, nearly 23.6 million people will die of cardiovascular disease each year representing the leading
cause of death as well asnajor public health problem. Among these, ischemic diseases are the most commareThey
consequences of andothelial dysfunctiothat promotestherosclerosis development. The main risk factor associated with
these pathologies is\Westerndiet rich in r6 polyunsaturated fatty acids sensitive to oxidatipineme iron providedyored

meat. In contrast, aelirich in fruits, vegetables and grains can be a source of natural antioxidants such as polyphenols. Among
polyphenols, procyanidins (PCs, flavonoids) appear correlated with a reduction of coronary heart disease and stro&e. Thus, th
aims of thiswork were: 1) to evaluate the potential formatioflipid oxidation products in the gastrointestitiact during
digestion, and their effects dhe vascular function afteabsorption; 2) to evaluate the effectsacfupplementatioin apple

PCs as a primary dokidant strategy to prevent deleterious effects of lipid oxidatiothewvascular functionFirst results

were obtained in a sunflower ail-water emulsion asraodel system with pogtrandial stress brought by the addition of heme

iron (metmyoglobin) n digestion conditions simulating the early and median phases of gastric digestion at pH 5 and 3,
respectivelylt appears that lipid oxidation, evaluated throdig&formation of lipid-derivedconjugated dienes (CD) and 4
hydroxynonenal (4HNE) is initiated morequickly at pH 3 than at pH.3PepsinpromotesfasterCD accumulation at pH 5
through the formation of micro-metmyoglobin fornthat islikely more accessible to fatty acids. The three matrices (fresh
apple, puree and phenolic extract) added attimrtal doseshow a lower inhibitory capacity at pHwhile higherat pH 3 in

the presence of pepsin. This antioxidant strategy was then evaluated in a madeliob gastrointestinal digestion
demonstrating a reduction 88-96% in 4HNE formation &the end othegastric phase argD-95% at the end of the intestinal
phaseFinally, a chronién vivostudy was conducted to evaluate the impact of lipid oxidation in an-Apudtise modeThe

increase ofipid oxidation during digestioted toan inaease in plasntiz oxidative stress anoxLDL levels resulting inan
impairment ofthe endothelialfunction This endothelial dysfonctionvas associated with an increased formation of
atheromatous plaques that are potentially unstabterestingly, polypenol supplementation (puree or phenolic extract)
preventedheincreasef plasmaic oxLDL as well as the development of endothelial impairments. Consequently, this treatment
was able to prevent the development of atherosclerosis observed in ourimodetlusion, appleolyphenolscouldlimit 4-

HNE formation and absorption during digestion protectiveyvascular functiorin thelong-term. Our results are in favor of a
reintroduction of PGsich fruits (apple, pear) ithe Western diet.

Keywordsipid oxidation, gasbintestinal digestion, endothelial dysfunction, atherosclerosis, apple polyphenols.
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