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ARN m
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EIF2 D
F-1,6-biPase
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IGF-1
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T3
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VP
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Eukaryotic initiation faatr 4E binding protein
Artéere

Acide aminé

Acide aminé a chaine ramifiée
Acide aminé indispensable
Acide aminé non-indispensable
Acides aminés totaux

Acides gras volatils
Arginosuccinate lyase

Arginase

Acide ribonucléique

Acide ribonucléique messager
Arginosuccinate synthase
Aspartate Amino-Transférase
Carbamoyl-Phosphate Synthase
Eukaryotic initiation factor X
Fructose 1-,6-bisphosphatase
Glucose-6-Phosphatase
Glutamate Deshydrogénase
Growth hormone (Hormone de croissance)
Insulin-like growth factor 1
Kinase phsophorylant elF2a
Mammalian target of rapamycin
Ornithine transcarbamylase
Pyruvate carboxylase
Phosphoenol pyruvate carboxykinase
Ribosomal protein S6 kinase 1
3.5.3'-triiodothyronine

Thyroxine

Veine Porte

Veine Sus-Hépatique
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Introduction

Introduction

La consommation mondiale de viande {&suespéces confondues) augmente de facon
exponentielle entre les années 60,e8@000 (Figure 1) et selonslgrédictions de la FAO (Food
and Agriculture Organization) et de I'OCDE r@@anisation de Coopérat et de Développement
Economiques), elle devrait doubler entre 2002350 du fait de I'accroissement de la population
mais aussi de I'évolution des modes d’aliméota dans les pays éngamts. L'augmentation
attendue entre 2007 2016 est de 9,7 % pole bceuf, de 18,% pour le porc edle 15,3 % pour le
poulet (Le Monde, 22/07/08 ; FAO, 2006). Dans das de la viande bovine, bien que la
consommationper capita soit en faible baisse en Europe (suite a la crise de I'ESB, aux
changements du régime alimentaire, a la sdissibion de la populationux risques pour la santé
des produits carnés (maladies cardiovasculaires, obdgitiete)), elle explesau Brésil et surtout
en Chine (Figure 2, Rapport Innande, 2008). En effet, dans lggys émergents, 'augmentation

de revenu se traduit par une augmentation dediaommation de produikgitiers et carnés.

Figure 1 Consommation mondiale detigure 2 Consommation de viande bovine en 1990 et
viandes de voladls, porcine, ovine,en 2007 dans les 27 pays de I'Union Européenne
caprine et bovingour les périodes 1964{UE), aux Etats-Unis, au Brésil et en Chine. (Rapport
1966, 1997-1999 et I'année 2000. (Rappdrnoviande 2007)

FAO 2006).
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En Europe, pour endiguerbaisse de consommation denda, les producteurs développent

deux stratégies : la production de viande de quatité répondre a la demande de niche (en prenant
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toutefois soin de ne pas pratiquies prix prohibitifs) ; mais égahent en produisant une viande a
des colts plus abordables. Les producteurs chdrtzhéeurabilité économiqude leurs élevages a
travers ces deux stratégies et ceci dépend prieongmt de I'efficacité de production des animaux
pour gérer au mieux les intrants. datre critere important pourélevage, liée a 'augmentation de
la consommation mondiale, est la prise en cordpteenjeux environnementa En effet, I'élevage
génere 18 % des émissions monekatles gaz a effets de serreafth et coll., fiche de presse
INRA 11/07/08). Un rapport de la FAO (20063time a 65 % les émissions d’hémioxyde d’azote
(essentiellement liées au fumier)dotables au cycle de I'azote associé a I'élevage (Figure 3). Pour
limiter ces pertes d’azote dans I'environnememtsdan contexte d’augmentation de la production
de viande au niveau mondial, dggatégies visant a améliorerffieacité de convesion de 'azote

de l'aliment en produit (lait ou ande) sont a envisager pour limiles intrants azotés dans les

exploitations agricoles.

Figure 3 Cycle de l'azote dans lexmoitations agricoles produisadu lait et de la viande de
ruminants. (Projet Européen REDNEX). Lesmpmsés entourés de rouge correspondent aux
composeés polluants.

Dans ce contexte, I'efficacité de productiohw@®e question cruciale chez toutes les espéeces
d’intérét zootechnique. Des gains d’efficacité peuvétné réalisés au reau digestif mais ces
aspects ont été déja largemexplerés (Petit & Vieira 1994 ; Vabaers et coll., 2006 ; Shroeder &
Titgemeyer, 2008). L'amélioration de I'efficacité geoduction peut aussi étre obtenue via une

amélioration de I'efficacité d'utilisation métaboliqdes nutriments azotés. En effet, le ratio entre
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I'accrétion protéique elia synthése protéique ipmrelle est de 30-33 % pole porc et la vache
laitiere mais chute a 6 % chez le bouvillon enitibn (Lobley, 2003), montrant I'importance de la
baisse d'efficacité d'utilisation de l'azotersgue les animaux en croissance sont a un stade
physiologique plus mature et déposent en majoritdéipides corporels. Ainsiet en particulier dans

le cas des animaux producteurs de viande, lesstdsu’aire splanchnique, composeés des tissus
drainés par la veine portd DVP) et du foie, sont des compétiteurs importants du muscle pour
I'utilisation de nutriments azotés. En effet, isprésentent 26 % (TDVP) et 8 % (foie) de la
synthese protéique du corpatier (Figure 4) et 25 %hacun de l'utilisation d’@du corps entier
(Lobley, 2003) alors qu’ils ne représentent que,5TDVP) et 2 % (foie) de la masse protéique
du corps entier (MacRae et coll., 1993) tandie tgs muscles représentent 48 % de cette masse
protéigue. Etant donnée I'importante activité méliglne des tissus splanclguies, la connaissance
de l'efficacité d'utilisation deswutriments azotés par ces tissus dmnc essentielldans le cadre
d’'une stratégie visant a améliorer I'efficacitélghle d’utilisation des nutriments azotés chez le

ruminant en croissance.

Figure 4 Contribution de différents tissus a la dygge protéique corporelle (MacRae, 1996)

Un des axes de recherchel'tinité de Recherche sur les Herbres (URH, Directeur : J.F.
Hocquette) de I'INRA de Clerrmd Ferrand-Theix et du Département Physiologie Animale et
Systemes d’Elevage (PHASE, Directeur: P. Cheau) est 'amélioration de I'efficacité de
production des ruminants en croissaret a I'engraissement. Plus précisément, I'équipe Nutriments
et Métabolismes de 'URH (équipe NE dirigée par |. Ortigues-Martydans laquelle ce travail de
these a éteé réalise, s'interess régulations nutritinnelles du meétabolisme des nutriments et aux

interactions entre tissus et ongs pour l'utilisation de ces nutrents (en particulier foie et
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muscles) chez ces animaux. Momviail de thése s’est focaliséupl particulierement sur le
métabolisme des acides amind&\ | et des composés azotés absoda#de ruminant en croissance
dans I'aire splanchnique. De nombreuses étodésnontré qu’une augmentation de production de
protéines sous forme de viande et de laité&tonstatée lors d’'une augmentation des quantités
ingérées (Burrin et coll., 19910wens et coll.,, 1993 ; Lapierret coll. 2000). Cependant,
I'efficacité marginale de production baisse lorstjungéré augmente (Lapierre et coll., 2005). Les
supplémentations azotées dans la ration peuventemigmnia croissance (Figure 5, Balch et coll.,
1967, Chowdhury & Orskov, 1997), mais s'accompaguame efficacité d'utilisation de I'azote
réduite et d’'un impact encore plus déléterel'mnvironnement (Raggio et coll., 2004 ; Blouin et
coll., 2002 ; Bruckental et coll1,997). Les résultats de ces études nous ont soulevé deux questions
principales : 1) I'animal peut-il s’adapter aeurbaisse des apports atimaires d’azote sans
pénaliser significativement la production, grace a amglioration de I'efficacité d'utilisation de
I'azote ? 2) Quel est 'effet dhe diminution des apports énergéts sachant qu'il a été montré
que l'efficacité d’utilisation dd’'azote dépendait fortement depparts €nergétiges (Figure 5,
Balch, 1967). Cependant, peu de données existente devenir métabojue des AA dans laire

splanchnique lorsque le ratio entre appalitmentaires azotés énhergétiques varie.

Figure 5 Effet de I'énergie et de I'azote ingéré $azote retenu par deaminants (Balch 1967).
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Ainsi, mon travail de thesa porté sur les conséquenads modifications des apports
énergétiques et azotés sur l'efficacité d'utilisatides AA au niveau splanchnigque. Considérant
comme niveau de référence, les apports alintestaecommandés selon I'INRA (1978) (au dela
desquels une augmentation d’apport s’accompagnmedaisse d’efficacité), nous avons choisi une
diminution des apports azotés seuls ou des apporigétigeres seuls. L'animal modele choisi a été
'agneau en croissance modérée (150-200 g/j6ea) avec les contraintes expérimentales, les

agneaux ne pouvaient pas expgmout leur potentiel).

Mon travail de thése a ain&ié conduit de fagcon a répondigccessivement aux trois points

suivants :

1) Quel sont les effets d’un déséquilibre erngs apports énergétiques et azotés dans la
ration d’agneaux sur leétention azotée et lacroissance des animauf et comment se
répartit l'utilisation des acides aminégntre tissus splanchniques et tissus

périphérigues selon les régimes

2) Quelles sont legoies métaboliques d’utilisation de AA qui ont une importance dans
le foie et qui pourraient expliquées modifications de prélement hépatique d’AA induites

par les régimes expérimentaux ?

3) Peut-on formuler des hypothéses surfledeurs de régulation impligués dans ces

adaptations ?

Ce manuscrit de thése débutera donc par état des lieux des connaissances
bibliographiques concernant I'utilisation des nutints azotés dans I'airgplanchnique et leur
régulation par I'apport alimentaiegt les besoins des tissus périfdpdes (muscle, mamelle). Cette
partie sera valorisée et comi@é par une publication de synthdsbliographique concernant le
métabolisme hépatique des AA. L’ensemble des données obtenues au cours de mon travail de thése

sera ensuite présenté sous fornmatitles scientifiques puis discuté.
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La premiere partie de cette revue lgraphique concernda présentation des
méthodologies disponibles pour I'étude du métabwisdes AA. En effet, de tres nombreuses
méthodes sont a la dispositiate I'expérimentateur pour étedi I'utilisation ou le devenir
métabolique des AA dans les différents tissusrganes. Chacune de ces méthodes présente des
limites dans son utilisation et & les concepts qu’ellpeut générer. Cetechniques sont donc
décrites de facon critique afin d’en connaitre deavantages et leurs incomiénts. La suite de la
revue bibliographique présentéabsorption et le métabolisme des AA au sein de laire
splanchnique, puis l'influence ddifférents facteurs nutritioniee et des besoins des tissus
périphériques (mamelle, muscle). Enfin, en dernpamtie sont abordés les mécanismes majeurs qui

participent a la régulation de l'utilisat des acides aminés par l'aire splanchnique.

1. Méthodes d’étude du métabolisme des acides aminés

1.1. Méthodes de mesure de l'utilisation nette des acides aminés au niveau
du corps entier, d’'un tissu ou groupe de tissus.
La différence (bilan net) entre I'azote sortahentrant de I'animalj’'un tissu ou groupe de

tissus permet d'estimer I'accrétion azotée. Unrbilat positif représente un gain net d’azote alors

gu’un bilan net négatif représte une perte nette.

1.1.1. Bilan azoté au niveau du corps entier
Le bilan azoté au niveau du cerentier est ilisé pour décrire I'évoltion nette de la masse

protéigue de I'organisme (muscles, peau ...)chkul de ce bilan imglue que le compartiment
non protéique (AA libres et surtoutée) reste stable durant laripfle de mesure (Miller, 1969).
Pour étre fiable, un bilan azoté doit étre réalit¥®z les ruminants, sune période suffisamment
longue (5-6 jours au minimum). Btoute la période de mesure,daantité d'azote dans l'ingére,
les fécés et les urines est ainsi dosée et le éfihcalculé selon I'équatigrésentée en Figure 6. La
différence entre la quantité d’azaiegéré et d’azotexcrété dans les fés&orrespond a l'azote
digéré par l'animal (égalemermtppelé digestibilité apparentercae prend pas en compte les
secrétions protéigues endogenes). L'azote uringmesentant une majoritie I'excrétion azotée,

le recueil précis des urines et leur traitemeld@de sont donc nécessadr pour éviter les pertes
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d’azote ammoniacal (Martin, 1966). En supplémentalesence de prise en compte des pertes en
protéines endogénes digestives, les pertes évestaidimmoniaque issues des féceés et de 'urine
ainsi que les pertes inserisib (sueur, desquamation, poils) (Martin, 1966) sont souvent
négligées dans le calcul du bilan net car el glifficiles a mesurer. Le bilan azoté est donc

relativement facile a mesurer et n’est pas invasif mais reste peu précis.

Figure 6 Principe du bilan azot@’aprés Miller, 1969)

Azote retenu par I'animal (g/)) =1-F-U
Azote Digéré par I'animal (g/)) =1-F
Digestibilité de I'abte (%) = (1 — F)/ |

Avec |, F et U en g d'azotelj

1.1.2. Bilan net en nutriments au niveau d’un tissu ou groupe de tissus
Comme dans le cas des études de bilans azotéseau du corps entier, la différence entre

la quantité de nutriments azotés e en sortie et entrée d’'ussii ou groupe de tissus peut étre
mesurédn vivo grace a la pose de cathéters en amont et en aval du ou des tissus d’intérét. Ces
bilans nets en nutriments sonfatdés en tenant compte deltd de Fick (Visscher & Johnson,

1953) et nécessitent 1) des animaux opérésurgitalement (implantation en chronique de
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cathéters), 2) la mesure des concentrations emmautts dans les vaisseaux afférents et efférents
au(x) tissu(s) d’intérét 3) la mesuttes débits sanguins afférente#érents au(x) tissu(s) d'intérét.

Figure 7 Représentation schématique ldephysiologie vasdaire de I'aire sfanchnique chez les
ruminants. (d’apres Seal & Reynolds 1993).

Les différents tissus et organes splanchniques : mumellette, dudodénum, iléomate, pancréas, tissus
adipeux, tube digestif distal et foie.

Les différents vaisseaux irrigant ou drainant ces tisadéres, veine ruminale, veine mésentérique, veine
porte, veine hépatique, veine sus-hépatique.

Les tissus drainés par la veine mésentérigueegroupent la caillette, lduodénum et l'iléon. lls sont
alimentés par le sang artériel et le sangreffés’écoule dans la veine mésentérique.

Les tissus drainés par la veine porté TDVP) regroupent les tissus drainés par la veine mésentérique plus
le rumen et le tube digestif distal. D’'autres organespnmésent sur la figure, comme le pancréas, la rate et le
tissu adipeux mésentérique et omental font égatepartie des tissus drainés par la veine porte.

Le sang efférent du rumen esauhé par la veine ruminale et le sang efifd du tube digestif distal est drainé
par la veine iléoceecale. Ces deuisgsaaux se regroupent avec la veimgsentériqgue podormer la veine
porte. La veine porte chez les ruminants a la pasiitald’étre trés courte (4-5 cm chez le mouton).

Enfin les tissus splanchniguegTS) regroupent les tissus drainés par la veine porte et le foie. Le sang
afférent est artériel et le sang efférent s'écouldgsaveines sus-hépatiques qui ne sont pas externalisées au
niveau du foie et qui se jettent séparément dans la veine cave.
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1.1.2.1. Préparations chirurgicales

La pose des cathéters en amont et en aval d’'un compartiment tissulaire est fortement
dépendante de la physiologie vasind et est spécifiquie chaque espéce. La physiologie vasculaire
splanchnique chez le ruminant est présentée end=iuEn préalable, la coantration artérielle en
nutriments étant identique quelle ggat I'artére considérée, le choix du site artériel a cathétériser
est indépendant des tissus d’intérét. Une catsétérn de l'aorte (ou d’'unartere mésentérique)
(Ortigues-Marty et coll., 1994) egénéralement pratiquée.

Concernant le tube dig#s la physiologie vaculaire permet ddifférencier deux
groupes tissulaires : les tissus des par la veine mésentériqueled tissus drainés par la veine
porte (TDVP). Les tissus drainésrpia veine mésentérigue soobmposés de la caillette, du
duodénum, de l'iléon et du tissu adipeux mésemiériLes TDVP sont composés des tissus drainés
par la veine mésentérique plus le rumen, l'aireatBstiu tube digestif, le pancréas, la rate, des tissus
adipeux (Seal & Reynolds, 1993)es études comparatives awedau des TDVP et des tissus
drainés par la veine mésentgré (MacRae et coll., 1997b ; Rémaatdcoll., 2003) permettent de
mieux comprendre l'utilisation et I'absorption destriments par les différentes parties du tube
digestif, et en particulier le nuen et le tube digestif distal.

Le foie a la particularit de recevoir deux sourcesngaines afférentes : la veine
porte VP) et I'artere hépatiqued() alors que les veines sus-hépatiqu&SH) sont les seules voies
efférentes du foie. La compartimentalisation du métabolisme hépatique entre les différents lobes est
supposee ne pas influencer la composition du saaigépar les différentes VSH. Par conséequent,
seule la pose de trois cathétest nécessaire pour mesurer le bilan net en nutriment au niveau
hépatique : A, VP et VSH.

1.1.2.2. Mesure des débits sanguins

Deux technigues sont principalementisdéies pour la mesure des débits sanguins
dans un vaisseau (Huntington et coll., 1990).

La premiere est une méthode de dilutiBfie consiste a pewser un marqueur non
métabolisé par les tissus d'intérét et de mesureoriaentration de ce marqueur (acide para-amino
hippurique: PAH (Katz & Bergman, 1969, Ortigues+iaet coll. 1994), owert d’'indocyanine
(Cherrick et coll., 1960; Leevy et coll., 1962, Westecoll. 2000)) au niveaafférent et efférent.
Pour mesurer les débits au niveau splanchniguaalgueur est infusé au niveau d’'une (ou deux)

veines mésentériques et les prélégeta sont réalisés en amont (ajéet en aval (veine porte et
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veine sus-hépatique) du site perfusion (Huntington, 1984 ; Issgr& Ortigues, 1994 ; Blouin et
coll., 2002).

La seconde méthode est basée sur la détribrultrasonique. Elle nécessite la pose
par chirurgie d’'une sonde ultrasque placée autour du vaissedant on veut mesurer le débit
(Huntington et coll., 1990). Cette méthode a prosadiabilité pour mesurer les débits de sang en
veine porte (Rémond et coll., 1998) et est donc tiéséadt lors de I'étude debilans TDVP chez le
mouton. Chez les bovins, la taille de I'animal rdadpose de ce type de sondes délicate. En
'absence d’'une artére hépatiqurgen individualisée chez le minant, la pose d'une sonde
débitmétrique sur I'artere hépatiqast impossible. Dans ce cas, Iditl@rtériel peut étre estimé a
partir du débit en veine porte (ex : 5,3% du tgbrte pour Barnes et coll., 1986 ; Majdoub et coll.,
2003). Cette contribution est supne (10% environ) chez les bosgi(Reynolds, 2006). Une étude
bibliographique exhaustive et ajtitative (réalisée par méta-analyaemontré que laontribution
du débit de I'artére hépatique débit hépatique global était pas modifiée avec I'ingéré (Vernet et
coll., 2005).

1.1.2.3. Mesure des concentratie plasmatiques en AA

Etant donné que le bilan net en nutrimentsofgenu par différence entre au moins deux
concentrations multipliée par un débit numériquement élevé, une précision dans les mesures de
concentrations en nutriments est nécessaire afintehir des bilans lesym précis possibles.

Les méthodes classiques utilisant la séparaties AA en chromatographie liquide et la
détection des AA a la ninhydrine (Qureshi & QuiekdB9) ont habituellementne reproductibilité
de la méthode de 1 a 4%. Dans le cas de chaitpes, un seul standard interne (la norleucine par
exemple) est utilisé pour 'ensemble des AAafwomatogramme, ce qui suppose que I'ensemble
des AA a un comportement identique a celuilaenorleucine lors de I'extraction des AA de
I’échantillon et de la réaction a la ninhydrine. Plus récemment, des méthodes de dilution isotopique
ont été développées (dosages des AA par spedtientie masse) et ont permis d’améliorer la
reproductibilité de la méthode (Calder et ¢oll999) (de l'ordre de 0,5 a 1% selon les AA
considérés) (Annexe 4). Un graadantage de cette technique st chaque AA dosé posséde son
propre standard interne. Aucum®nnée sur la répétabilité et jastesse concernant ces deux
méthodes n'est détaillée dandittérature et ces valeurs nitéraient d’étre déterminées.

Les méthodes de bilans artério-veineux pettent donc de mesurer l'utilisation nette

d’'un certain nombre de nutriments dans I'organismau niveau d’un tisswou groupe de tissus.
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Cependant, un bilan ne sera fiable que si unbfférence de concentrations en nutriments
obtenue entre la sortie et I'entrée d’'un tissutesipérieure a l'incertitule associée a la mesure.
Par exemple, le calcul du bilan net hépatiqes protéines plasmatiques est difficile & mesurer
car les concentrations en protéines sont tréeswdles dans le plasma réleement a la différence
de concentration observée entre la veine portd’atére d’'une part et la veine sus hépatique
d’autre part.

De plus, les données obtenues par bilans metsdonnent aucune indication directe sur le
devenir des composés azotés, et en particule AA, c'est-a-dire leur utilisation dans le
métabolisme protéique (synthesedsgigradation), le catabolisme otfautres voies métaboliques.
Pour décrire les différentes voies d'utilisation SlidA au sein de I'orgarime entier ou d’un tissu
ou groupe de tissus, des méthodes d'explin du métabolisme des AA alternatives ou

complémentaires aux bilans nets sont nécessaires.

1.2. Méthodes de mesure de la synthese/dégradation des protéines et
oxydation des AA
Ces approches nécessitent I'utilisation d’Awarqués a l'aide @otopes stablesC, ?H,

>N) ou d'isotopes radioactifs$H, **C, **S). Ces molécules marquées sont administrées au préalable
puis leur radioactivité spécifiqué\$, pour les isotopes radioactife)l enrichissement isotopique

(E, pour les isotopes stableg)ns mesurés au niveau des diffidts compartiments d’AA (Cayol,
1995 ; Savary, 1997).

1.2.1. Au niveau du corps entier
Plusieurs méthodes permettent d’étudiemigtabolisme des AA au niveau du corps entier

(revues Waterlow et coll., 1978 ; (Hek & Fern, 1985 ; Reeds et cgllL992). Cependant, la mesure

des flux d’AA traceur au niveau du corps entiesteela méthode la plustilisée dans de
nombreuses especes (Cayol, 1995). Le flux d’Asceur est un débit métabolique, c'est-a-dire la
guantité d’'une substance donnée métabolisée pardmitémps. Dans le cas des AA, il s’agit de
leur utilisation dans les primzales voies du métabolisme protéiqgugynthése et la dégradation
protéique, catabolisme oxydatif.

La détermination des flux métaboliques esalisée a partir dne perfusion d'un AA
marqué par un isotope a dose traceuse suivie @evements de plasma, en général artériel. Les
échanges corporels et tissulaires d’AA se sitiantres grande majorité dans le compartiment
plasmatique, les mesures au niveau sanguin sesitrarement réaliséesalbley et coll., 1996a).
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Lorsque I'AA traceur est adminigt par perfusion, son AS ou Eigmente avec le temps jusqu’a
I'obtention d’un plateau en quelquiesures. Pour déterminer la dyase, dégradation protéiques et
le catabolisme oxydatif a partir de la snee du flux traceur d’AA, un modele a deux
compartiments est utilisé : Le flux d’'un AA teur correspond a sa disparition du compartiment
plasmatique. Dans ce modele a deux compantispdes AA sont cons@és comme étant sous
forme libres ou liés a des protéines (Figure 8)flug total F est égal a la somme des pertes :
incorporation dans les protéinESP) et catabolisme oxydatif (CA. I'état stationnaire, la somme
des pertes est égale a la somme des apportserddition (Alim), dégradation des protéines (D) et,
pour les AA non indispensableSANI ), synthése endogéne des ces AA (SE).

Figure 8 Représentation schématique du modele a demxpartiments et mesure du flux corporel
(F) d'un acide aminé (Cayol, 1995).

F SP C D Alim SE

Pour que ce modéle soit vadiegt que cette équationitsapplicable, il faut :
1) que I'animal soit dans des états métaboliguautritionnel stabk pendant la durée de
mesure (ce qui implique, pour IBaminants a I'état nourri, urpport alimentaire régulier (toutes

les heures))
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2) que la molécule traceuse et la molécudede soient utilisées de la méme maniére dans
les diverses voies métaboliques

3) que le compartiment précurseur soit un mgdaparfait « molécule traceuse-molécule
tracée »

4) que le traceur ne soit pas recyclé, c'edir@-qu’il ne revienne pas dans le compartiment
initial au cours de la période de mesure. Ce depoet est en grande partie résolu par I'emploi

d’'un AA indispensableAAl ) comme traceur.

Lorsqu’un AAI traceur est utilisé, le calcul esiglifié car SE est nul. F et C peuvent étre
mesurés et S est déduit par différence. Darsasedes Monogastriques, le jedne permet d’avoir
A=0, ce qui impliqgue F = D mais ceci est difficderéaliser chez un Ruminagit dans ce cas A est

délicat a estimer (Attaigt coll. 2005) (Annexe 1).

La phenylalanine et surtold leucine (marqués adC) sont les deux AAI les plus souvent
utilisés pour les études de flux tears d’AA au niveau du corps entidy partir de lutilisation d’'un
seul AA traceur, de nombreux aute ont tendance a extrapoler tésultats de synthése protéique
et d’'oxydation a I'ensemble des AA. Cependantvigsurs de flux traceur et de ses composantes
(synthése protéique et oxydatiggguvent étre différentes d’un Ad I'autre (Obledet coll., 1989,
Lobley et coll., 1996a). Le choide I'AA traceur est donc essertieée site de prélevement du
traceur et le choix du compargémt précurseur de la synthésetpique sont également importants
lors de la détermination du flux traceur et de semposantes (Cayol, 1995). Les calculs associés
aux mesures des flux traceurs corp®EAA sont détaillés en Annexe 1.

Cette mesure des flux traceurs d’AA présente cependant trois limitations majeures (Attaix et
coll., 2005): 1) Les flux corporelsont difficiles a interpréter etggregent des modulations de
synthése, dégradation protéiquetsoxydation en AA de divers tissiet organes 2) La technique
sous-estime le turnover protéigeiel’ oxydation puisque I'enrichissemieisotopique dans le plasma
est tres supérieur a celui dans tissus (voir Annexe 2). 3) Yl a un recyclage du traceur dans les
tissus a fort turnover (tube digestif foie qui présentent une peotyse importante). De plus, le
taux et la durée de perfusion influencent le ctaxye. Ce recyclage peut engendrer une sous-

estimation du flux traceur.
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1.2.2. Au niveau d’un tissu ou groupe de tissus

1.2.2.1. Mesure indirecte de la synthése etgi@ation protéiqgue et oxydation sur tissus
cathétérisés

Comme dans le cas des flux d’AA traceur meswaé niveau du corps entier, la technique
des bilans artério-veineux (décrits dansphatie 1.1.2) associée a des perfusions de traceurs
permet de suivre le devenir métabolique d’'unimént au sein d’un tissou d’un groupe de tissus.
En particulier, il est possible, dans le cas d’pagusion d’'un AA marquéle mesurer la synthése
et dégradation protéique ainsieglioxydation (si utilisation d'un AA™C) au sein d'un tissu
cathétérisé. Les limites de ce type d’approcheenédes mémes que celles détaillées pour les flux
d’AA traceurs au niveau du corps entier (voir pafti2.1) auxquelles s’ajoutd les limites des
techniques des bilans artério-veineux. Cette @ est trés utilisée chez 'homme (avant bras)
(Barrett & Gelfand, 1989; Hoskin et coll., 2001), chezorc (aire splanchniguet en particulier
TDVP) (Stoll & Burrin, 2006) et les ruminants @isplanchnique, mamellpatte arriere) (Lobley
et coll.,, 1996a ; Connell et coll.,, 1997 ; Lapieatecoll., 1999 ; Savary et coll., 2001b) car elle
permet de mesurer simultanément vivo accrétion, synthése et gtédation protéique (voire
I'oxydation selon le tissu et ledeur utilisé) au niveau d’'uissu ou d’'un groupe de tissus.

Enfin, dans le cas du tube digestif, si ymfusion intraveineuse d’'un AA marqué est
associée a une perfusion du méme AA par voie datéeec un marquage difént s'il s’agit de
co-infusion) chez des animaux cathétérisés aganivdes TDVP, l'utilisation de I'AA provenant de
I'influx artériel peut étrediscriminée d’une utilisation entérgbar ces tissus (ex : utilisation de la
lysine par les TDVP chez le porcelet, Bos ell.c@003 ; utilisation du glucose, glutamate et
glutamine par les TDVP chez le porc, Van &mhoor et coll., 2001 ; utilisation d’'un mélange
d’AAl par les TDVP du mouton, MacRae et cplll997a). La perfusiomtragastrique d’AA
marqués permet de deéterminer également, a&nimaux cathétérisés au niveau hépatique,
I'utilisation préférentielle d’AA provenandirectement de I'absorption digestive® (hassage) ou
d’AA d’origine systémique (Stoll et coll., 1993t 1999b). Enfin, méme samsoir recours a des
cathétérisations, les flux traceurs d’AA au nivehucorps entier mesurés suite une infusion par
voie entérale et intraveineuseA& marques, permettent de caleull’extraction splanchnique

globale (au ¥ passage) des AA alimentair@uillet et coll., 2002).

1.2.2.2. Mesure directe de la synthése#ique par prélevement tissulaire

- In vivo
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La méthode de perfusion continue de tracptgcédemment décrite pour la mesure du flux
d’AA traceur au niveau du corpantier ou des tissus cathétériggsut également étre utilisée
directement sur un tissu prélevé sur I'animal. Lesutalsont toujours basésir le modele a deux
compartiments (Figure 8). En revghe, la synthése protéique n’'pas déduite de I'oxydation mais
mesurée directement dans les protéines du tigstet. Ainsi, I'enrichissement des protéines
tissulaires est mesuré sur le tisksiré apres biopsie (Lobleyadll., 1990 ; Wester et coll., 2004)
ou abattage (Garlick et coll., 198Qa vitesse fractionnaire (% /4o ou absolue (g de protéines
synthétisées / jour) de synthépeotéique tissulaire est ainmesurée. Chez des animaux en
croissance, par différence entre le gain protéiquassu d’'intérét (lorsqu’il peut étre mesuré sur
plusieurs jours) et la synthegeotéique, la dégradath protéique peut également étre calculée
(Attaix et coll., 2005).

Le prélévement tissulaire par biopsie e I'avantage (chez les Ruminants ou
Monogastriques de grande taill#® pouvoir utiliser un méme animadbur différents traitements et
de réduire ainsi la variabilité liee aux animgurbley et coll., 1990). Cependant, elle est limitée a
certains tissus (muscle, peau ou tissu adipeux éséemient) et se doit d’étre représentative du

tissu étudié (tissu homogene).

Lorsque la méthode de perfusion continue dectraest utilisée, la difficulté réside dans le
choix du compartiment précurseur de la synthesggue, surtout pour lgéssus a turnover rapide
(Annexes 2A et 2B). Une méthode alternative ené&hode de perfusion, la méthode de surcharge,
permet de résoudre cette questionalke consiste a injecter ral@ment une grande quantité d’AA
en dose unique a un enrichissement connu qui inl@sdeompartiments précurseurs de la synthése
protéiqgue. Cette méthode particuliere d’injectdnl’AA marqué permet BAS ou I'E d’atteindre
rapidement le plateau voulu et d’obtenir desGASE au niveau plasmatique et tissulaire quasiment
similaires et proches du compartiment préeurs« vrai» (acides aminés lies aux ARN de
transfert : aminoacyl-ARNt) (Attaigt coll., 2005) (Annexes 2 et 3).

Le choix de l'une ou l'autre de ces demeéthodes d’administration de 'AA marqué
(perfusion ou surcharge) n’est pas anodin. En d¥fieted et coll. (1989) omhontré que les vitesses
de synthése corporelle et tisstda peuvent étre différentesl@e la méthodologie employée. De
plus, le choix de la méthode employée peut dépetwliee que I'on veut mesurer. En effet, le foie
est, par exemple, un tissu métaboliquement a&d qui secrete 30 a 50 % de ses protéines
néosynthétisées dans la circulation sanguies. conséquent, la méthode de surchamgeivo

appliguée sur un animal abattu avant que celuiait eu le temps de relarguer les protéines
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néosynthétisées (c'est-a-dire avant 20-30 msénaggres l'injection du traceur) (Savary, 1997),
permet la mesure de la synthése de I'ensenseprotéines constitutives exportées. Par contre,
lorsque la méthode de perfasi d'un AA a dose traceuse (plusieursures de perfusion) est
employée pour mesurer la synthese protéique hégatigest possible de marer la synthése des
protéines exportées dans le plasma (mesuréEdeu AS de I'AA marqué dans les protéines
plasmatiques, essentiellement d’origine hépajiqoe la synthése des protéines constitutives
hépatiques (mesure de I'E ou AS de I'AA marglans les protéines hépatiques constitutives; la
part des protéines néosynthétisées et destinéespoit présentes dansflee étant négligeable)
(Savary, 1997 ; Savary et coll., 1998).

- In vitro
Les systemes d’incubatian vitro sont également beaucoup utilisés dans la littérature pour

étudier le devenir des AA dans le muscle (Boatooll., 1994) et le foie (Berry & Friend 1969 ;
Forsell et coll., 1985 ; Ali et coll2000). lls sont en effet relativemefaciles a mettre en place, ont
un colt moindre, et permettent un contrdlel’davironnement en nutriments et hormones des
cellules étudiées (via une maitrise du milieu d’incubation qui, a l'inverse, est souvent complexe et
difficile a maitriserin vivo). Des cellules ou explants tissulaig®venant du tube digestif, du foie
et du muscle ont été ainsi utds Dans tous les cas, l'inporation d'un AA marqué dans les
protéines tissulaires par ajoutlase traceuse (Skjaerlund et cdlB88) ou par surcharge (Dardevet
et coll., 1994) est mesurée et la vitesse de sgatpeotéique est calculée (Annexe 3). Dans le cas
des étudeimn vitro, les AA radiomarqués (AA'{C], méthionine $°S]) sont plus sowent utilisés que
les AA marqués par des isotopes stables en raisdaur codt relativemémoindre et du dosage
rapide de leur incorporation & les protéines (un compteurtdésuffit et le matériel de
spectrométrie de masse n’est pas nécessairdin, Efors que la protéolyse dans des muscles
incubésin vitro peut étre estimée par relargage de tyrodares le milieu d’incubation (Dardevet et
coll., 1996), aucune méthode ne semble largemdigéetipour la mesure de la protéolyse dans les
tissus hépatiques ou dijds en culture.

La sensibilité et la réponse des cellules ou tissus indnlyiso aux nutriments et hormones
peuvent cependant étre di#éits de ce qui est obteimuvivo. Ainsi, dans les étuden vitro, les
cellules ou explants exprimenh potentiel qu’il convient deonfronter aux données obtenues

Vivo.
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1.2.2.3. Approches non quantitatives

Dans le cas de la synthese protéique, bien quuante de la régulation de la synthése de
protéines particuliéres ait ieau niveau transcriptionhdeaucoup d’ARN messagekRNm) sont
également sujet a des régulations traductionnebes plus, la quantité’ ARNm dépend de la
transcription mais aussi de thgradation des ARNm (Attaix ebll., 2005). Par conséquent, il
existe un décallage important entre I'expressies ARNmM et les protéines (et activités)
correspondantes. Il n’existe donc pas d’'index simgtennu comme fiable dactivité de synthése
des protéineper seau niveau corporel ou tissulaire. Seldecapacité ribosomale (c'est-a-dire le
rapport entre les ARN totaux (estielement ribosomaux) et lggotéines d'un tissu) donne une
indication des la capacité de traduction au sleis cellules (Mosoni et coll., 1993 a et b ; Savary,
1997) mais ne présage pas de I'activité réell@gtlée des ribosomes. Le processus de traduction
des ARNm en protéines est en effet régulé par desactions complexes entre facteurs d’initiation,
d’élongation et de terminaison.

Dans la cellule, plusieurs voies protéolyes cohabitent: voie lysosomale, calcium
dépendante et ubiquitine-protéasonépendante (Attaix et coll.999). Le rdle de chacun de ces
systemes protéolytiques est variabddon les tissus et organes (voie lysosomale prédominante dans
le foie, voie ubiquitine-protéasome dépendante prédominante dans le muscle). A la différence de la
synthése protéique, une corrélation plus fortetex@sitre I'expression deertains génes impliqués
dans ces voies protéolytiques etckivité réelle de cetteoie (Attaix & Taillandier, 1998) méme si
ce n'est pas toujours le cas (Combaret et,c@ll02). L’expression de nhombreux genes impliqués
dans ces voies (ubiquitine, emags d’ubiquitination, m-calpaine,galpaine par exemple) est donc
freiguemment mesurée dans laélititure chez le monogastrique @it & Taillandier, 1998) et le
ruminant (Larbaud et coll., 1996)a quantification des ARNm dgénes impliqués dans les voies
protéolytiques peut étre complétée par la quiaatibn de certaines enzymes d’ubiquitination ou
sous unités du protéasome, le taux d’'ubiquitinati@s substrats a dégrader ou l'activité de
certaines unités du protéasome (Attaix et coll., 200®tude de la protéolyse par ces approches
non quantitatives est fréquemment utilisée car il istexpas de méthode réellement fiable de
mesure de la protéolysa vivo utilisant ou non des AA marqués. Enfin, I'activité de certaines
enzymes intervenant dans le catabolisme dmios AA (comme les AACR) ont été étudiés chez
les ruminants (Papet et coll., 1988).

Bien que présentant des limites (les tdiXRNm de génes ne sont qu’un index de
I'activité de voies métaboliques Bbn une mesure directe et quanitia de 'activité de la voie),

ces approches non quantitatives sotéressantes, en p@aulier chez les animaux de grande taille,
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car ils apportent une méthode alternative a I'utilisation des traceurs qui peuvent représenter un coQt
prohibitif.

De nombreuses méthodes directes ou indiesctle mesure de I'utilisation des AA vers la
protéosynthése, la protéolyse et I'oxydationns@ disposition des expérimentateurs. |l faut
cependant étre conscient que si ces techniques plust informatives que les bilans nets en terme
de devenir métabolique des AA, elles présententaiees limites (comme développé plus haut) et
nécessitent surtout une réflexio préalable concernantle choix: de la molécule marquée
employée (AAl ou AA non indignsables (AANI)), de la pasdbn de marquage, du type de
marquage t°C vs®H en particulier), du site d'injection etle prélévement pour les mesures d’AS
ou E, du type d'injection emloyé (perfusion vs surcharge), du moment de prélevement
relativement au début de la perfusion ouj@ttion, des conditions de validité des modéles
compartimentaux employés pour teser les flux traceur (commeles états physiologique et
nutritionnel stables de I'animal). Une erreur dans ceboix a des répercussiaensur la validité de

mesure (voire méme la possildide calculer) I'activité des voies métaboliques d’intérét.

Comme nous l'avons précisé ddthstroduction, cette revue bliographique se concentre
essentiellement sur I'utilisation Ispchnique des nutriments azotésertparticulier des AA. Or, si
la synthése protéique, la peotyse et I'oxydation des AA sortes phénomenes métaboliques
constatés dans de nombreux tissusrganes, deux autres voiestatdliques sont plus spécifiques
a certains tissus splanchniques et notammeribiaucomme la néoglucogenése (essentiellement
dans le foie mais aussi dansrén) et 'uréogenese (exclusivemeddns le foie). L’étude de ces
deux voies a fait 'objede nombreux travauin vivo et in vitro. Les méthodes utilisées pour

mesurer l'activité de ces deuries sont donc présentées.

1.3. Méthodes d’étude de la néoglucogenése
La néoglucogenése chez les ruminants estilisat¢ur potentiel d’AA important. En effet,

les ruminants ont des besoins en glucose proches de ceux du monogastriques mais en absorbent pe
(Majdoub, 2002). La syntheske novode glucose chez le ruminarstdieu essentiellement dans le

foie (environ 75-90%) (Ortigues-Maret coll., 2003a) a partir de gmurseurs variés : propionate,

AA, lactate, pyruvate, gtérol (Figure 9).
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Figure 9 Voie de la néoglucogenésedgres Nuttal et coll., 2008)

PC : Pyruvate carboxylase

PEPCK : Phosphoénol pyruvate carboxykinase
F-1,6-biPase= Fructose 1,6 bisphosphatase
G-6-Pase: Glucose 6 phosphatase
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1.3.1. Quantité de glucose néosynthétisé
La production nette de glucose par le foie estimée par la méthodies bilans artério-

veineux (Goetsch et coll., 1994 ; Mz et coll., 2005). Cependant, bélan net en glucose est la
résultante de la néoglucogénése, de l'utilisatin glucose par les hépatocytes, notamment son
incorporation dans le glycogéne,dst I'émission de glucose pglycogénolyse. Chez I'humain, le
jetine peut limiter la contributiorde la glycogénolyse hépatiquedeinc d’affiner la mesure de la
néoglucogenese (Wahren et coll., 1977) mais est pas réalisable chez le Ruminant.

Pour estimer plus précisément la quantité glucose néosynthédis I'utilisation de
molécules marquées est nécessaire (Hall@odamer, 1997). L'infusion d’eau deutéréel{O)
(Chandramouli et coll., 1997) peut permette de cormétcontribution de laéoglucogenese a la
production totale de glucose eamparant I'enrichissement dwgbse plasmatique sur I'hydrogene
du carbone 5 avec I'enrichissement sucdebone 2. En effet, la présence’dlesur le carbone 5 ne
peut étre due qu'a la néoglucogseé&lors que la présence e sur le carbone 2 peut étre liée a
lincorporation de®H,O via la néoglucogenése ou la gigénolyse (Landau et coll., 1995 ;
Chandramouli et coll., 1997) (Figure 10).

Figure 10 Mesure de la néoglucogese & partir d’infusion d#,0 (d’aprés Landau et coll. 1995).

Les précurseurs de laéoglucogenese (en vert)
empruntent tous la voigle néoglucogenese via
I'oxaloacetate.

Le glycogene (en rouge) est scindé en glucose-6-P
pour donner du glucose.

En orange est présentievoie d’incorporation du
deutérium sur le carboned2 glucose : toutes les
molécules de glucoseproduites (issues du
glycogéne ou de la pglucogenése) seront
marquées sur le carbone 2.

En bleu sont les différesitsites d’incorporation du
deutérium sur le carbone 5 du glucose : seules les
molécules de glucose issues de la néoglucogenese
seront marquées sur I'tlgogéne lié a ce carbone.

H,0 : eau deuterée
La perfusion de glucose marqué et la mesieréenrichissement en différents isotopomeéres
qui en résulte permettent également d’accéder a la mesure de la néoglucogenese hépatique. Une

technique utilisée chez 'Homme consiste &user du glucose uniformément marqué sur les

carbones (U3C) et de mesurer, aprés équilibre desofissements dans les divers compartiments,
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I'enrichissement en*C des différents carbones du glueofisotopoméres M+3 et M+6 en
particuliers) (Tayek & Katz 1996 ; Landau et ¢oll998 ; Kelleher, 1999). Cette méthode fait appel
a de nombreux calculs de probabditt suppose que le glucose plasmu@ peut étre utilisé pour la
glycogénogenése ou subir une dégradation vighjaolyse ou la voie des pentoses phosphate
aboutissant a la formation dactate (Reeds et coll., 1997). Cetéde est ensuite transformé en
phosphoenol pyruvate puis en glucose.

Ces méthodologies, utiliséem vivo et in vitro, présentent chacune des limites
méthodologiques qui font encore adleiment I'objet de débats (Nmall et coll.,2008 ; Wahren &
Ekberg, 2007 ; Reeds et coll., 1997). Ces limites coecerprincipalement la mesure précise de
I'enrichissement du (ou des) préceus(s) de la néoglucogenése etlai@erte de carbones dans le
métabolisme intermédiaire (cycle de Krebs). Basdes sur Ruminants utilisent principalement la
méthode des bilans nets et les méthodologiesaritl les molécules marées sont actuellement
peu utilisées pour mesurer la néoglucogenéez ces espéces (Bequette et coll.,, 2006),
probablement a cause d’'un manque de consetsisernant une méthode de référence pour

étudier, avec des molécules margs, la néoglucogenese hépatique.

1.3.2. Contribution des différents précurseurs a la néoglucogenése
La production nette de glucose mesurée panlaldério-veineux, associée a la mesure de

I'utilisation nette hépatique de selivers précurseurs (propionaféd, lactate, pyruvate, glycérol)
permet le calcul de la contritbon potentielle maximale de chagpeécurseur a la production nette
de glucose (Wahren et coll., 19871981 chez 'Humain, Goetsehcoll., 1994 et 1997; Reynolds

et coll., 1992a et 1994a; Majdoub et coll., 2003 daeRuminants). Toute contribution potentielle
d’'un précurseur est sur-estimée par rapport a sa lootitm réelle car elle ne tient pas compte de
I'utilisation de ce précurseur dad&utres voies métaboliques. détermination de la contribution
réelle de chaque précurseur nécessite I'utilisad®précurseurs marqués. Le choix de la molécule
perfusée et de la positiacdu marquage est essentiel (Overormoll., 1999). Des perfusions de U-
13C glucose (suivies de I'analyse des isotopon)évesde précurseurs duugbse (AA, glycerol,
lactate) ont été utiliséem vivo et in vitro. Ces meéthodes, consistaatsuivre un précurseur
particulier, s’approchent de I'estation de la contribution réelle @& précurseur a la synthése de
glucose sont plus précises que les méthodes dweslikgts. Cependant, pour des raisons similaires et
liées a la mesure du métabolisme du glucose desdraceurs, ces méthode sont toutes sujettes a
limitations et trés peu utilisées chez le Ruminant (mesure de I'enrichissement du précurseur
délicate, recyclage de molécules marquées desxellules et des carbones marqués dans les

molécules tracées, randomisation isotopique daogcle de Krebs au niveau du passage fumarate-
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malate) Ces pertes sont aussi ableés selon les quantités perfuséete temps de perfusion ainsi
gu’au marquage de traceur utilisé (Reeds Bt, d®97 ; Wahren & Ekberg, 2007 ; Nuttall et coll.,
2008 ; Danfaer et coll., 1995).

1.3.3. Approches non quantitatives
Etant donnée la difficulté de quantifiprécisément la néoglucogenése/ivo, de nombreux

auteurs ont mesuré les taux d’ARNm, de protipna les activités d’enzymes limitantes de la
néoglucogenese hépatique. LaoBphoenolpyruvate carboxykinas€EHPCK), la Glucose-6-
phosphatase@6Pas8, la Fructose 1-,6-bisphosphatagel(6-biPasg et la Pyruvate carboxylase
(PC) ont été particulierement étudiées (Posticat., 2004; Velez &Donkin, 2005; Burgess et
coll.,, 2007). L'activité de ces enzymes est co@xgdd comme un bon indiearr de I'activité
néoglucogénique (Velez & Donkin, 200&) dans le cas deertaines de ces enzymes, l'activité est
fortement corrélée a la quantitéARNm (exemple : PC : Figure 11).

Figure 11 Pyruvate carboxylase (PC) hépatique : Refa@ntre son activité sa quantité d’ARNmM
(d’apres Greenfield et coll., 2000)

1.4. Méthodes d’étude de l'uréogenese

1.4.1. Synthése d'urée par le foie et recyclage
L'uréogenése hépatique est associée a faxidieation de I'ammoniaque et a I'oxydation

des AA. Le cycle de l'urée estgmenté en Figure 12. Le captalgel'azote (sous forme d’AA et
d’ammoniaque) et sa conversion en urée se faatrér du carbamoyl phosphate ou de I'aspartate,
comme cela a été montré dans des étutlbsant des molécules marquées™au (Jahoor et coll.,
1988 ; Geissler et coll., 1996 cités par Milano, 19%#ace a l'utilisatiord’animaux cathétérisés

au niveau hépatique, les bilans nets en uré&m etes précurseurs (ammemie, AA) peuvent étre
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mesurés (Lapierre & Lobley, 2001 ; Lapierrecetl., 2005). La quasi totalité de 'ammoniaque
prélevé par le foie étant théorment transformée en urée, I'azot€ique émis en exces par le
foie provient des AA et la contribution potentietle I'azote provenant désA a la synthese d’'urée
peut étre calculée.

Figure 12 Cycle de l'urée et enzymes clés

Enzymes associés au cycle de l'urée.
Carbamoyl-Phosphate Synthase (CPS 1)
Ornithine transcarbamylase (OTC)
Arginosuccinate synthase (AS)
Arginosuccinate lyase (AL)

Arginase (ARG)

Glutamate Deshydrogénase (GDH)
Aspartate Amino Transférase (ASAT)
Amino Transférase (AT)
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Pour mesurer directement la synthése d’'uréeyploi de traceurs s’est également développé
ces dix derniéres années. Les preggé&tudes ont consig@ la perfusion ewmeine jugulaire d’'urée
marquée (urée'IN]) qui ont permis d’estimer I'activité’'uréogenése ainsi que l'urée transférée
dans I'ensemble du tube digestif ou le runfliolan & Leng, 1972). Les flux traceurs d’'urée au
niveau du corps entier peuvent égalemémé déterminés par perfusion d’urééC| en veine
jugulaire (Milano et coll., 2000Enfin, I'infusion en veine jugulaé d’'urée uniformément marquée
sur les deux azotes™{N™N] urée) associée a I'analyse déiférents isotopomeéres de l'urée
([*°NN], [*NYN] et [“*NY*N]-urée) formés et 'ammoniaqu&Il] éliminé dans I'urine et les fécés
s’est développée pour quantifier la production eteleyclage de I'urée (Sarraseca et coll., 1998 ;
Lapierre & Lobley, 2001). Cettderniere méthodologie est simgleerfusion d’'urée marquée et
collecte des excrétats) et présefdwantage de donner des inforioas sur le devenir de l'urée
recyclée dans le tube digestif (Figure 13).

Figure 13Perfusion d’'urée’fN'>N] et analyse des isotopomeéréd\F“N], [°N'N] et [°N'°N]
dans l'urée urinaire pour quantifiee devenir de l'urée entrant mka le tube diggtif (recyclage).
(d’apres Lapierre & Lobley, 2001) .

Une partie de I'uréeIN'N] infusée entre dans le tubdigestif et est hydrolysée en
ammoniaque 'PN]. Cet ammoniaque peut étre utilisér pas bactéries poueur synthése de
proteines (qui seront ensuite atises sous forme d’acides amin&N]) ou étre directement
absorbé sous forme d’ammoniaqi\].

Ce dernier est détoxifié par eie pour donner de I'urée™NN]. Le ratio entre I'urée

[*°N :*N] et 'urée F°N*°N] dans I'urine refléte donc la progimn du flux d’urée qui est recyclé
dans le tube digestif, convertie en ammoniaqugietetourne vers le fe pour étre détoxifiée a
nouveau en urée.
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1.4.2. Méthodes non guantitatives
L'urée est synthétisée daun cycle composé de cing enzymes (Icycle de l'urée : Figure 12).

Les deux premieres enzymes: carbamoyl phosphate synthas€P$-I)( et ornithine
transcarbamoylaseéDTC) sont situées dans la matrice mtondriale alors que les trois autres
enzymes : arginosuccinate syntha#e)( arginosuccinate lyaseAll) et arginase ARG) sont
présentes dans le cytosolakiguchi & Mori, 1995 ; Milano, 1997 La production d’'urée est
souvent corrélée avec l'activiet I'expression des ARNm dees enzymes (Takiguchi & Mori,
1995 ; Tillman et coll., 1996). Cependant, il existefgga un décallage entt&activité des enzymes
et leur expression (ARNm) (Tagaki et coll., 20a8¢. plus, I'AS est considérée comme lI'enzyme la
moins active (et donc limitante) du cycle chezlevre (Ide & Shimbayashi, 1968) alors que la
CPS-I est I'enzyme la moins aaichez le veau (Tagaki etlcp2008). Par conséquent, comme
aucune enzyme ne semble clairement limitantesda cycle de l'urée, I'ensemble des enzymes
(activité, quantité et ARNm) est en généraldéé (Tagaki et coll.2008 ; Bush et coll., 2003).

L'uréogenése et le recyclagie I'urée sont actuellement bn connus chez les Ruminants
et les méthodologies pour les mesurer bien msées (bilans artério-veeux, perfusion d’'urée
[*>N-"N]). Par contre, concernant la néoglucogenésepart la détermination de la contribution
des précurseurs a la prodtion nette de glucose hépatique par bilans artério-veineux (tres utilisé
chez les Ruminants), aucune méthodologies pluggise n’est utilisée ar le Ruminant et les
méthodes utilisant les traceurs pour mesurer directrhla néoglucogenése sont encore en cours

d’optimisation chez les Monogastriques.
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2. Absorption et métabolisme des acides aminés dans les tissus de l'aire
splanchnique

2.1. Les tissus drainés par la veine porte

2.1.1. Digestion ruminale
Les deux premiéres parties de ce chapitren lljue non directement liés a la digestion

ruminale des composés azotés paur objectif de donner quelquekes de compréhension (tres
simplifiées) sur les particularités digestives etligestion des composés glucidiques de la ration
chez les Ruminants. Les parties suivantes se sotistEasur la digestion de I'azote de la ration et

du phénoméne d’absorption d’ammoniagtele recyclage de l'urée.

2.1.1.1. Physiologie des estomacs du ruminant

L’anatomie et la physiologie du systeme diged¢s Ruminants sordifférentes de celles
des autres Mammiferes et perteet, via le processus de rumation, la digestion d’aliments
comme les fourrages qui sont tres riches en cellidbsignine difficilementdigestibles (Jarrige et
coll., 1995). Les estomacs des Ruminants sont au modgbquatre : le rumen, le réseau, le feuillet
et la caillette (la caillette pogient une fonction similaire a cellie I'estomac des Monogastriques).
Cet ensemble représente plus #ede la capacité du systeme digg§Sauvant, 2002)La digestion
des particules fibreuses est processus lent qui dure entre 2048t heures. Les aliments sont
séquestrés dans la premiere partie (le rumenrétibeilum) et, subissent le processus de rumination
avant de passer dans le fltilorsque la taille des piEcules est assez petite.

Le rumen est un écosystéme anaérobie swictla plupart des composants ligno-
cellulosiques sont dégradés fermentés par une microflore (0™ cellules / ml) et une
microfaune (essentietigent des ciliés : £0ml) trés abondante et divéiée (Jarrigeet coll., 1995).

Il existe aussi dans le rumen des champignomerabies cellulolytiques &drige et coll., 1995).

Ainsi, chaque millilitre de contenu de rumen contient des milliards de microorganismes (20% de la
matiere seche du contenu). La foon essentielle des microorgamies du rumen (et en particulier

des bactéries cellulolytiques) est de permettrdégradation et fermentation des polyosides des

parois végétales en composésimilables par le Ruminant.

2.1.1.2. Digestion des coposés glucidiques

L’'apport de glucides alimentais provient de sucres simpleamidon mais également, et

surtout, de cellulose et autres composés ceilgles de la paroi des végétaux présents dans
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I'aliment (Russel & Hespell 1981 ; Russelal., 1992, Jarrige et coll., 1995, Figure 14). Ces
composeés glucidiques, digérés par les micratesumen, produisent desides gras volatils
(AGV), c'est-a-dire majoritairement de l'acétatie propionate et du bubpte (Seal & Reynolds,
1993). Selon les especes bactériennes majoritdaes le rumen et selon l'alimentation, la part
relative de chaque AGV est variable (Jarrige dt,cI995). Si I'alimentatin est riche en fourrages
comparé a du concentré (céréales par exemplg)rdduit majoritaire de la fermentation sera
I'acétate (65 %) suivi du propionagd du butyrate (20 €5 % respectivementEn revanche si la
ration est riche en conceés relativement awofirrages, le pourcentageadetate peut chuter en
dessous de 40 % alors que le pourcentageaj@onate augmentu dela de 40 %.

Figure 14 Dégradation ruminale et absorption inteskindes glucides. (d’aprés Russel & Hespell
1981 et Jarrige et coll., 1995)

Les produits marqués par une * représenterreduits terminaux s’acooulant dans le rumen.

Une partie de I'amidon ingéré peut ne pas éegradé dans le rumen (amidon by-pass). La
part de cet amidon non dégradé pouvére plus tard absorbé sdasme de glucose au niveau du
tube digestif varie selon les sources alimentdifdRA, 1978 et Jarrige etfoll., 1995). La quantité
de glucose représenterait moins de 1 % dest@e des nutriments absorbés avec des fourrages
seuls mais devient notable dans le cas de ratioxtes contenant du mais ou du sorgho (jusque 16
% de I'énergie absorbé&mans ce cas) (INRA, 1978).
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2.1.1.3. Digestion des composés azotés

Les nombreux microorganismes présents damsnen ont besoin d’azote pour la synthese
de leurs protéines cellulaires.dzote utilisé peut étre sougtite protéique ou non. Les protéines
alimentaires sont dégradées par les protédssamicroorganismes polibérer des AA (Bach et
coll., 2005). L'azote non protéique ammoniacal (idsu’urée) peut égalemeitre utilisé pour la
synthése des protéines descroorganismes (Huber & Kund,981, Figure 15). Les bactéries
cellulolytiques utilisent principalement I'azotanmoniacal alors que les bactéries amylolytiques
utilisent toutes sortes de cposés azotés (ammoniaque, AA, pegtid(Russell etoll., 1992). En
principe, aucun AA n’est indispensable pourctaissance bactérienne car les microorganismes
peuvent synthétiser 'ensemhdes AA, mais un déficit en cema AA (tout comme un déficit en
énergie) dans l'aliment peut engendrer une modifinade I'activité des baéties présentes dans le
rumen. Une fraction des protéines alimentairestrpas dégradée dans le rumen et sera digérée
telle quelle dans l'intestin gréle des ruminantgtte partie peut représter jusque 20 a 50 % des
protéines absorbées (Storm &sRov, 1983). Le degré de dégrida dépend du traitement de
I'aliment (thermique, mécanique, chaleur humide, .d¢ la nature et de la dégradabilité des
protéines, du pH, des especes de microorganisréssnis dans le rumen et du temps de séjour des
protéines dans le rumen.

Figure 15 Synthese des acides amindgsaéir de I'ammoniaque (N§l (Jarrige et coll., 1995).

La voie 1 dite de la glutamine synthétase-glutamate synthase commence par la formation de glutamine a partir de
glutamate avec I'hydrolyse d'un ATP, puis le groupemenidanest transféré a une moléecue 2-oxoglutarate et

aboutit & la formation de deux molécules de glutamateoGple d’enzymes a une grande affinité pour 'ammoniaque

(le Km de la glutamate synthétase est égale a 1.8mbki¥, comme cette voie consomme de I'ATP, elle n'est
avantageuse qu’aux faibles concentrations d’'ammoniaque.

Aux concentrations normales, la voie la plus fréquenteemeeuvre des glutamate-désyhrogénases couplées au NAD+

ou au NADP+ (voie 2).

Enfin l'alanine deshydrogénase (Km de 70mM) exige des concentrations en ammoniaque élevées.
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La digestion des protéines aboutit a la faiorad’ammoniaque, d’AA libres et de peptides
(Figure 16 et 17). Les AA, lorsqu’ils sont ingésamis forme libre, sont rapidement dégradés dans
I'environnement du rumen (Vellet coll., 1997). Toutelis certains AA, lorsquls sont apportés
dans l'alimentation sous forme protégée, peuéehiapper a la dégradation ruminale (méthionine
ou la lysine protégées par exemple : Berthiaeineoll., 2001 ; Broderick et coll., 2008). Ces AA
protégés sont absorbés a travers la paroi rdenietasurtout intestinal (Lapierre et coll., 2006).
L’'azote microbien représente ainsi plus de latinae I'azote qui entrdans le duodénum (45-65
% pour des fourrages verts ou séchés et 55-7@0@b les rations mixtesans urée ni produits
tannés) (INRA, 1978). Quatre-vingburcents de I'azote microbien est sous forme de protéines
vraies et le reste est sousnfe d’acides nucléiques (INRA, 1978).

Figure 16 Dégradation des composés azotés tansmen (Jarrige et coll., 1995).

Fiqure 17 Dégradation ruminale et absorption intesténdes protéines, dggeptides, des acides
aminés et de 'ammoniaque'dgres Russel & Hespell 1981).
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Du fait du fort remaniement des protéines eta&\Asein du rumen, les protéines atteignant le
lumen intestinal présentent un profil en AAngéalement éloigné de la composition en AA des
protéines alimentaires et plus proche dedeposition moyenne en AA des bactéries du rumen.
(Figure 18) (INRA, 1978). Cependant, les profls AA des protéines atteignant le duodénum
peuvent étre modulés dans le aHapport d’aliments a faible déadabilité d’azote et a teneur
élevée en certains AA comme la lysine et lahiodine (INRA, 1978). Ereffet, les protéines de
mais présentent un déficit relatif en lysine, slgue les protéines deja@résentent un déficit
relatif en méthionine ; ces deux AA sont conréise limitants pour la croissance de l'animal
(Rulquin et coll. 2001 ; Figure 18).

Figure 18Profil en acides aminés indispensables [)Adans les bactéries du rumen (Storm &
Orskov, 1983) comparé au profil de trois alimenifisés dans l'alimentation animale : le mais
grain, le tourteau de sogt la farine de poisson (d’apréapierre et coll., 2002) et aux profils

d’apparition nette portale chez Vache laitiere (Berthiane et coll., 2001) (contribution exprimée
en % de chaque AA a la somme des 9 AAI consgléauf pour I'apparition nette portale ou il n’'y
a pas de valeur pour le tryptophane)

45% — -
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40% - M 0O Malis grain

350 - O Tourteau de soja
@ Farine de poisson
30% ~ O Apparition nette portale

25%

20% e =
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Contribution des AA a la somme des AA indispensables
I
]

Histidine
Isoleucine
Leucine
Lysine
Thréonine
Tryptophane ;Tl
Valine

Methionine
Phénylalanine

2.1.1.4. Absorption ammoniacale et recyclage de l'urée

L’'ammoniaque présent dans le rumen dériseesellement de la déamination des AA lors
de I'hydrolyse des protéines daliment, des microorganismes dds protéines endogénes (revue
Rémond et coll., 1996). Vingt paents du flux ruminal d'ammoague chez des moutons nourris
avec un régime fourrage/concentré (Koenig dt,&000) ou des granulés d’herbe séche (Newbold

et coll., 2000) provient d'urée recyclée (vgparagraphe suivant)une part importante de
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I'ammoniaque présent dans le rumen est inm@rglans les microorganismes du rumen ou absorbé
dans la paroi digestiv&% a 65 % de la dispani de 'ammoniaque ruminadt dans les protéines
exportées (10 % de disparition) (Rémond et coll., 199&Jammoniaque peut directement passer
a travers la paroi ruminale et s&rouve dans la circulation via veine ruminale (Rémond et coll.,
1993) (Figure 17).

L'urée présente dans le rumen peut proveniladation (lorsque l'urée est utilisée comme
apport d’azote non protéique) mais suttde la salive et diransfert d'urée artélle a travers la
paroi ruminale (revues Rémond et coll., 1996 ; eapi & Lobley, 2001). Das le rumen, l'urée est
hydrolysée en ammoniaque. Ce recyclage de l'aré# mis en évidence pgatude de I'émission
nette d’azote au niveau des TDMPomme l'apparition nette portag® azote est supérieure a celle
fournie par la ration, un apport supplémentaire deztans l'aire digestive est nécessaire pour
expliquer ce phénomeéne (revue Rémond et coll., 19@&ecyclage de I'uréeontribue de maniere
importante au flux d’azote disponibp®ur le tube digestif et pres @3 de I'uréeproduite par le
foie peut étre recyclée vers les TDVP alors driel/3 restant est éliminé dans l'urine (revue
Lapierre & Lobley, 2001). En effet, méme en ne témeas compte de la pagdlivaire dans I'entrée
d’'urée dans les TDVP, la part tlazote uréique entrant dans les TDVP représente respectivement
34 %, 38 % et 77 % de l'azote digéré chez lesrnmen croissance, les vaches laitieres et les
moutons (revue Lapierre & Loy, 2001). En l'absence d'appodurée dansla ration, la
contribution de la salive a I'erte d’'urée dans le rumen est trés variable : de 15 % a presque 100 %
et dépend de la nature du régime avec une contrsibdé la salive supérieure lors de régimes riches
en fourrages (revue Lapierre & Lobley, 2001). Le raraéles estomacs ne sont pas les seuls sites,
dans le tube digestif, pgequel I'urée artériellproduite par le foie pewdntrer. Les tissus digestifs
situés en aval des estomacs peuvent présestgrgl/0 % de I'entrée d’'urée dans les TDVP. Parmi
ces tissus, le tube digestif disttl surtout l'intestin gréle somtes sites d’entrée d’azote uréique
(revue Lapierre & Lobley, 2001). Cematant, la part de I'urée recyd dans les tissus autres que les
estomacs semble, chez les Ruminants, étre peseatpour des processusabaliques, c'est-a-dire

en AA utilisable pour le métabolisme tienimal (revue Lapierre & Lobley, 2001).

Alors que les nutriments transitant vers I'iné&in chez les Monogastriques se composent
essentiellement de sucres simples et dAgrovenant directement de [laliment, les
microorganismes présents dans le rumen desnfants modifient fortement le profil en
nutriments énergétiques et, dans le cas nous camant, en nutriments azotés. Seule une faible
partie des protéines alimentairgprotéines by pass : moins de faoitié des pratines ingérées

méme dans le cas d’apport de protéines trés prégsgdans la ration) atteint I'intestin gréle sans
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étre dégradée par les microorganismes mimaux. La digestion des aliments par les
microorganismes du rumen, tout en étant indisgatble a la digestion desomposés cellulosiques
de l'aliment chez les Ruminants, a un impact stapport a la fois quantitatif de protéines au
tube digestif et qualitatif enterme de profil en AA disponlbs. La digestion ruminale se
caractérise aussi par une production d’ammoniagessentiellement ruminale) et un recyclage
de l'azote uréique substantiels. Le phénoneenle recyclage de l'urée est crucial chez les
Ruminants car il permet I'utilisation d’une quantitémportante d’'urée produite par le foie vers la

synthese d’AA par les microorganismes ruminaux.
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Figure 19 Flux intestinaux en azote (N) ou endas aminés Explication du Tableau 1.
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Tableau 1Flux intestinaux d’acides aminés indispensaligp a différents sites de mesures chez
la vache laitiere (Lapierret coll., 2006, adapté de Bleiaume et coll., 2001).

Site His lle Leu Lys Met Phe Thr Val
Cannule Duodénate 53 120 189 144 55 111 109 133
Sécrétions endogénes duoderfales 15 19 20 30 6 19 27 25
Bilan net duodenal 39 101 169 114 49 92 82 108
Cannule lléalé 24 38 61 37 19 42 44 55
Digestibilité iléale apparente 30 82 128 107 36 70 65 78
Sécrétions endogenes iléales

- totale8 7 11 14 16 4 15 18 15

- provenant des sécrétions 5 6 6 9 2 6 8 8
préduodénalés

- provenant des sécrétions 3 5 8 7 3 9 10 8
intestinale®
Digestibilité iléale vraig 32 87 136 114 39 79 75 85

Digestibilité iléale vraie provenant de 22 73 122 93 35 65 56 68
I'alimentatior®
Disponible, en comptant les sécrétionsl5 63 108 77 30 51 38 53

endogéné's
Absorbé en veine porte 22 51 80 60 24 53 28 40
Dans le lait 15 33 54 45 15 27 26 37

! Présent au niveau duodenai®l : correspond aux AA arrivant sous forme de protéines microbiennes, de protéines
alimentaires by-pass et de sécretions endogénes en amont du duodénum
n°2 : En supposant qu’elles correspondent & 4,3g d’azote pie kuatiére séche ingérée (Qeieet coll., 2002), et en
tenant compte de la composition en AA d’un isolat de caillette.
®n°3: Différence entre 1 et 2 : flux entrant dans le duodenum provenant uniquement de I'alimentation
* Présent au niveau duodenaP4
® Différence entre°1 etn°4
®n°6 : Estimé comme 28 % du flux en protéines de l'iléui#l avec la composition des protéines endogénes intestinale
7estimée par Jansman et coll., 2002.
n°7
8n°8: avec 7 et 8 représentant la moitié de n°6 (les sécrétions endogénes iléales totales).
°n°9 : pour ne pas compter les sécrétions endogénes intestinale®150it4-n°8) oun°5 + n°8
'1°10: pour prendre en compte I'absorption quiwsiquement issue des sources alimentaires.
(n°1—-n°2) — (n°4 —n°6) oun°9-(n°2-n°8)
1 Pour enlever la part des AA absorbés mais resynthétisés en sécrétions endodénar’6

Ce tableau est a lire avec la Figure 19.
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2.1.2. L’absorption intestinale: la disparition luminale

2.1.2.1. Particularités physiologjues de l'intestin

L’intestin est constitué deititestin gréle (duodénum, lejy@um (portion la plus longue),
iléon) et le gros intestin (Caecum, colon etwetgt Caecum et colon constituent, aprés le rumino-
réticulum, une deuxieme chambre de fermentatistaldi (Jarrige et coll., 1995). La muqueuse de
I'intestin est un tissu sécréteur et fortement pradiiérCeci a deux conséquences : 1) il est difficile
de quantifier 'importance et la composition des &gons recyclées (qui affectent la détermination
de la digestibilit¢ (Fuller & Reeds, 1998) et 2) ces mioes secrétées afférents niveaux de
I'intestin n’étant pas toutes recyds, le tube digestif est un prothur net de préines (Reeds et
coll., 1999).

Les besoins en AA de l'intestin limitent doncledisponibilité en AA (comme la cystéine
et la thréonine) pour les autréissus et organes. La muqueuse étant également composée de
nombreux types cellulaires différes (cellules épithéliales, cellules immunitaires, cellules
microbiennes adhérentes ...), I'étude du devenir desadAein du tube digestif et I'interprétation
des données d’apparition nette veine porte des AA sont particulierement complexes.

Enfin, I'intestin présente la particularité de recevoir des nutriments via le lumen ou via les
arteres. Par conséquent, I'ident#iion de la source (artérielle ourlinale) ainsi que le devenir au
sein des cellules des AA d'origine artérielt®i luminale est cruciale pour comprendre le
fonctionnement du tube digestihais aussi les conséquences terme de biodisponibilité en
nutriments (Reeds et coll., 1999 ; Hanigan, 2005).

2.1.2.2. L’absorption intestinale : la disparitin luminale des protéines et des AA

- Flux duodénal

Compte tenu de la complexité de la digws ruminale, le flux protéique duodénal est
composé de protéines alimentaires non dégradéesldaumen (protéines by-pass), de protéines
microbiennes et de protéines endogenes (Sawtaml., 2004 ; INRA1978, Figure 19). Méme si
la majorité des protéines présentes reste diwignicrobienne, la composition de chacune de ces
fractions varie et dépend de mature du régime et des quardit@gérées (Clark et coll., 1992;
Lapierre et coll., 2006). Les pmhes endogenes ont diverses ioeg : mucoprotéines, salive,
cellules épithéliales desquamées, enzymes seciddéeda caillette ... (Tamminga et coll., 1995)

et ne peuvent étre considérées comme un agPpdX en tant que tel mais plutbt comme un

58



Etude bibliographique

recyclage d’AA préalablement absorbés et qui séntientés vers le tubdigestif en amont du
duodénum. Une partie de ces protéines endogestds/drolysée puis réabsorbée sous forme d’AA.
Le reste est excrété dans lésds et représente une perte nd#e (Lapierre et coll., 2008).

La majorité des études chez les ruminants orsiungele flux azoté microbien (Broderick &
Merchen, 1992) et ont calculé fleix de protéines alimentaires non dégradées dans le rumen par
différence entre les protéines ingérées et lesépres microbiennes (revuwke Lapierre et coll.,
2006). Les protéines endogéenes siifficiles a quantifieret souvent négligéetans les calculs. Des
études plus récentes utilisant des traceurs (trapiet coll., 2008), ont estimé ces secrétions
endogénes a 15 % - 30 % du flux @ique duodénal (Ouellet et colR002 et 2005 ; Lapierre et
coll., 2008) chez la vache laitieet a 3-12 % chez les moutofdan Bruchem et coll., 1997 ;
Sandek et coll., 2001). Cette contribution est impoetattdoit étre déduite lors de la mesure du
flux duodénal de protéines pour déterminergaq vrai net d’AA au duodénum. La non prise en
compte des secrétions endogénassda calcul du flux protéique duédal revient a surestimer les
apports nets en AA disponibles aiveau duodénal (Figure 19 etbleau 1). En plus d’avoir un
impact sur I'apport quantitatif d’AA au nivealuodénal, la part relative des protéines endogénes
par rapport aux protéines microbiennes et by-fassomposition en AA différente) a également
un impact sur le profil en AA disponibles (ethréonine ou leucingrskov et coll., 1986).

- Disparition de l'intestin gréle : absotipn nette au travers de I'épithélium digestif

Le flux duodénal ne représente pas ce qudiegtonible pour I'animal. Les AA réellement
disponibles sont ceux digérés pamtestin gréle. Par différencentre le flux d’AA au niveau de
I'iléon (par p