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Résumeé

Les acides gras polyinsaturés oméga-3 (AGPI n-3), plus spécifiquement I'acide eicosapentaénoique (AEP) et
I'acide docosahexaénoique (ADH), abaissent le risque de maladies cardiovasculaires (MCV) en agissant sur
différents facteurs de risque dont une diminution des triglycérides (TG) plasmatiques et de l'inflammation.
Toutefois, une grande variabilité interindividuelle dans la réponse cardiométabolique a la supplémentation en
AGPI n-3 est observée et elle serait en partie reliée a des facteurs génétiques. Les génes du métabolisme des
lipides, dont les phospholipases A2 (PLA2), ont été modulés suite & la supplémentation de 3 g d'AEP et
d’ADH/jour pendant six semaines. Des effets de génotype*supplémentation ont été observés avec des
variations des génes des PLAZ2 sur les niveaux de TG et de protéine C-réactive (CRP). Les résultats
suggeérent que des variations sur les génes de PLA2 expliquent en partie la variabilité interindividuelle de la

réponse des TG et de la CRP a la supplémentation en AGPI n-3.






Abstract

Fish oil-derived long-chain omega-3 (n-3) polyunsaturated fatty acids (PUFAs), including eicosapentaenoic
acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA), reduce the risk of cardiovascular disease by lowering plasma
triglyceride (TG) and inflammation levels. However, a large inter-individual variability is observed, which could
be explained by genetic factors. Genes involved in metabolic pathways of n-3 PUFA, including phospholipases
A2 (PLA2) had changes in their expression in individuals who consumed 3 g/day of EPA and DHA for 6 weeks.
Genotype by supplementation interaction effect on TG and C-reactive protein (CRP) levels were observed for
PLA2 variations. These results suggest that variations in PLA2 genes may influence plasma TG and CRP

levels during a supplementation with n-3 PUFA.
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Avant-propos
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facteurs de risque cardiométaboliques suite & une supplémentation en acides gras polyinsaturés oméga-3. Ce
projet a mené a la publication en février 2015 de [larticle Association between polymorphisms in
phospholipase A2 genes and the plasma triglyceride response to an n-3 PUFA supplementation: a clinical trial
dans le journal Lipids in Health and Disease. De plus, un deuxiéme article intitulé Modulation of C-reactive
protein and plasma omega-6 fatty acid levels by phospholipase A2 gene polymorphisms following a 6-week
supplementation with fish oil a été soumis en mars 2015 pour publication dans le journal Prostaglandins,
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Introduction

Les maladies cardiovasculaires (MCV) sont la premiére cause de décés a travers le monde. En 2012, le
nombre de décés imputables aux MCV était de 17,5 millions (1). Plus précisément au Canada, pres de 66 200
décés étaient attribuables aux MCV en 2011, ce qui représente 27% des décés (2). Les MCV auraient
également engendré au systéme de santé canadien des codts de 12 milliards de dollars en 2008. (3). Il existe
plusieurs facteurs de risque non modifiables et modifiables des MCV. Parmi les facteurs modifiables, on
retrouve les niveaux de triglycérides (TG) plasmatiques, plus particulierement les TG postprandiaux, qui sont
un facteur de risque des MCV (4). De plus, I'inflammation est maintenant considérée comme une composante
importante des MCV et la protéine C-réactive (CRP) est un biomarqueur émergent du risque cardiovasculaire
(5). Alors que I'existence des maladies inflammatoires est connue depuis longtemps, ce n'est que récemment
que le role de l'inflammation chronique de faible intensité regoit de I'attention dans le contexte des MCV, de

I'obésité et du syndrome métabolique (6).

Les acides gras polyinsaturés oméga-3 (AGPI n-3), dont l'acide eicosapentaénoique (AEP) et l'acide
docosahexaénoique (ADH) jouent un role important dans la prévention des MCV en agissant par plusieurs
mécanismes pour, entre autres, diminuer les niveaux de TG, l'arythmie, I'athérosclérose et linflammation
chronique de faible intensité (7). Les organisations de santé & travers le monde recommandent la
consommation d’AEP et d’ADH pour réduire le risque cardiovasculaire (8-11). De plus, 'American Heart
Association (AHA) recommande des apports de 2 a 4 g d'AEP et d’ADH par jour pour la diminution des
niveaux de TG (8).

Toutefois, il existe une importante variabilité interindividuelle dans la réponse cardiométabolique suite a une
supplémentation en AGPI n-3. En effet, des études ont rapporté une importante variabilité dans la réponse des
TG suite a la prise de AGPI n-3, a un point tel qu’environ 30% des individus semblent ne pas bénéficier des
effets positifs des AGPI n-3 sur les niveaux de TG (12;13). Cette méme variabilité est observée dans le
contexte de linflammation chronique de faible intensité (14). Des variations génétiques expliqueraient en

partie cette variabilité de la réponse des lipides sanguins (13;15;16) et des niveaux de CRP (17).

Des travaux antérieurs de notre équipe ont permis d'identifier certains génes du métabolisme des lipides, dont
les phospholipases A2 (PLA2), qui sont modulés par les AGPI n-3 (18). Le présent mémoire traitera donc de
I'effet des variations des génes PLA2G2A, PLA2G2C, PLA2G2D, PLA2G2F, PLA2G4A, PLA2G6 et PLA2G7

sur les niveaux plasmatiques de TG et de CRP et sur les niveaux d’acides gras polyinsaturés oméga-6 (AGP!I



n-6) dans les phospholipides (PL) plasmatiques suite & une supplémentation en AGPI n-3. Les PLA2
représentent une importante famille d’enzymes qui hydrolysent la liaison ester des PL des membranes
cellulaires et des lipoprotéines, produisant ainsi de I'acide arachidonique (AA) et des lysophospholipides
(LysoPL), qui sont a l'origine de la synthése de nombreux médiateurs inflammatoires reliés & la pathogénese

et aux complications de I'athérosclérose, des MCV et des maladies inflammatoires (19).

Ce mémoire se divise en quatre chapitres. Le premier chapitre traite des MCV, plus particulierement des
facteurs de risque, des AGPI n-3 et de leur impact sur ces facteurs de risque, ainsi que de la génétique des
PLAZ. Par la suite, les objectifs, les hypothéses, ainsi que la méthodologie du projet sont abordés. Le chapitre
2 présente le premier article publié dans le journal Lipids in Health and Disease, qui porte sur I'impact de la
génétique des PLAZ2 sur la réponse des TG suite a la supplémentation en AGPI n-3. Le chapitre 3 présente le
deuxiéme article, qui est a été soumis pour publication dans le journal Prostaglandins, Leukotrienes &
Essential Fatty Acids et porte sur l'effet de la génétique des PLA2 sur la modification de la composition
lipidique des PL plasmatiques et des niveaux de CRP plasmatiques suite a la supplémentation. Finalement, le

chapitre 4 présente la discussion et la conclusion générale du projet.



Chapitre 1 : La problématique

1. Les maladies cardiovasculaires

Selon I'Organisation mondiale de la santé (OMS), les MCV sont un trouble du cceur et des vaisseaux
sanguins, qui inclut I'nypertension artérielle, les cardiopathies coronariennes, les maladies cérébrovasculaires,
les artériopathies périphériques, l'insuffisance cardiaque, les cardiopathies rhumatismales, les cardiopathies

congénitales, les cardiomyopathies et les thromboses veineuses profondes et embolies pulmonaires (1).

La plupart des MCV résultent d'un processus d'athérosclérose, une maladie macrovasculaire inflammatoire
chronique dans un contexte de dyslipidémies (20). La premiéere étape du processus athérosclérotique est la
dysfonction endothéliale. La deuxieme étape est la formation de la plaque athéromateuse. Il se produit alors
un épaississement de l'intima des vaisseaux sanguins, qui méne a la formation de stries lipidiques contenant
des cellules spumeuses. La migration des cellules musculaires de la média vers l'intima ainsi que la formation
de cellules spumeuses par les monocytes aménent la formation de la plaque fibromateuse (20;21).
L'expansion de la plaque fibromateuse réduit la surface de la lumiére vasculaire. La stabilité de la plaque
repose sur le volume et la consistance du son noyau lipidique, I'épaisseur de sa chape fibreuse et son degré
d'inflammation (22). Finalement, la rupture de la plague ameéne l'adhésion, I'activation et I'agrégation
plaquettaire, ce qui forme un thrombus. Le thrombus peut ensuite aller se loger dans les vaisseaux de calibre

inférieur et causer un infarctus du myocarde (IDM) ou un accident vasculaire cérébral (AVC).

1.1 Facteurs de risque des maladies cardiovasculaires

Il existe plusieurs facteurs de risque modifiables et non-modifiables des MCV. Plus de 90% des Canadiens
agés de plus de 20 ans présentent au moins un de ces facteurs (23). Selon la Fondation des maladies du
ceeur, les facteurs de risques non-modifiables sont I'age, le sexe, les antécédents familiaux, I'origine ethnique
et les antécédents cardiovasculaires. Les facteurs de risque modifiables sont I'hypertension artérielle,
I'hypercholestérolémie, le diabéte, 'embonpoint, la consommation excessive d'alcool, la sédentarité, le
tabagisme et le stress (24). De plus, les lignes directrices canadiennes sur les dyslipidémies proposent des
facteurs de risque modifiables du profil lipidique. Elles ont été simplifiées en 2006 pour proposer deux cibles
lipidiques de traitement soit le cholestérol LDL (C-LDL) et le rapport du cholestérol total sur le cholestérol HDL
(CT/C-HDL) (25).



Tableau 1. Catégories de risque cardiovasculaire et cibles lipidiques

Niveau de risque  Risque sur 10 Objectifs

ans (%) C-LDL CT/C-HDL Apo B
’ (mmol/L) (mmol/L) (g/L)
Elevé =20 <20 <4,0 <0,85
Faible 10-19 <35 <5,0 <1,0
Modéré <10 <50 <6,0 <12

Tableau tiré de McPherson et al. (25).

Il existe également d'autres marqueurs de risque émergents tels que les niveaux de lipoprotéine (a), les
particules LDL petites et denses, les apolipoprotéines B et A-1 et la CRP (5). De plus, le syndrome
métabolique est associé a un risque accru de MCV (26). Ce syndrome se caractérise par la présence
d’'obésité abdominale définie par un indice de masse corporelle (IMC) plus grand que 30 kg/m2 ou un tour de
taille élevé (=94 cm chez les hommes et 280 cm chez les femmes) en plus de deux des quatre facteurs du
tableau suivant (27). En effet, lorsque I'IMC est supérieur a 30 kg/m2, on assume qu'il y a présence d’obésité

abdominale.

Tableau 2. Critéres du syndrome métabolique de la Fédération internationale de diabete

Facteurs de risque Niveau seuils
Tour de taille
- Hommes >102 cm
- Femmes >88 cm
Triglycérides = 1,7 mmol/L
C-HDL
- Hommes < 1,0 mmol/L
- Femmes < 1,3 mmol/L
Tension artérielle = 130/85 mmHg
Glycémie = 5,6 mmol/L ou diabéte de type 2

Tableau tiré de I'International Diabetes Federation (27).

Finalement, les niveaux de TG plasmatiques seraient la composante du syndrome métabolique qui aurait le

plus d'influence sur le risque cardiovasculaire (28).

1.2 Triglycérides
Les TG sont composés d’'une molécule de glycérol a laquelle sont attachés trois acides gras libres (AGL) avec
une liaison ester. Les AGL qui composent le TG peuvent étre saturés, monoinsaturés ou polyinsaturés. Les

TG représentent 95% des lipides alimentaires et c'est sous cette forme que les lipides sont entreposés dans



I'organisme. Lors de la digestion des lipides alimentaires, les TG sont émulsifiés par le pouvoir détergent des
acides biliaires dans le duodénum (29). Par la suite, la lipase pancréatique hydrolyse les liens ester des TG
pour libérer des AGL, des monoacylglycérols (MAG) et des diacylglycérols (DAG) (30;31). Le processus
d’hydrolyse se compléte dans l'intestin gréle ou les émulsions deviennent des micelles. Il y a alors diffusion
facilitte des MAG et des AGL a travers la membrane de I'entérocyte au niveau du jéjunum (29). Par la suite,
les acides gras sont ré-estérifiés aux TG dans le réticulum endoplasmique de I'entérocyte principalement par
la voie des MAG (29). Les TG, les PL et le cholestérol sont assemblés avec I'apolipoprotéine B48 pour former
des chylomicrons, qui seront libérés dans la lymphe (32). Les acides gras a courte chaine, quant a eux,
peuvent diffuser directement dans le sang. Les chylomicrons rejoignent enfin la circulation sanguine ou ils
seront hydrolysés par la lipoprotéine lipase a la surface de certains tissus, comme le tissu adipeux et le tissu
musculaire. Les TG plasmatiques sont principalement le reflet des TG alimentaires, mais il y a aussi une petite
contribution de la lipogénése de novo. La lipogénése de novo est la voie de synthése des TG a partir des
glucides, principalement dans le foie et le tissu adipeux (33). Chez les individus en santé, elle contribue de
fagcon mineure aux niveaux de TG plasmatiques, soit environ 5%. Par contre, chez les individus obéses
hypertriglycéridémiques avec ou sans diabete de type 2, la contribution de la lipogénése de novo est
augmentée a 13 a 14% (34).

L'influence des niveaux de TG plasmatiques sur le risque de MCV est assez controversée. En effet, des
études ont démontré que les TG représentent un facteur de risque indépendant des MCV (5;35;36). La méta-
analyse d’Austin et al. (37) regroupant 17 études réalisées sur 46 413 hommes et 10 864 femmes a démontré
que les niveaux de TG constituait un risque de MCV indépendamment des taux de C-HDL. En ce sens, I'étude
Prospective Cardiovascular Miinster (PROCAM) qui suivait 4849 hommes sur huit ans est arrivée aux mémes
conclusions aprés de multiples ajustements pour le C-LDL, le C-HDL, I'age, la tension artérielle, le tabagisme,
le diabete et I'historique familial de MCV (38). Toutefois, plusieurs études récentes démontrent plutdt que les
niveaux de TG ne participent pas a la formation de I'athérosclérose et ne sont donc pas un facteur de risque
indépendant des MCV (39-41). En effet, dans une méta-analyse regroupant 68 études prospectives, les TG
n'étaient pas reliés au risque de MCV, aprés des ajustements pour le C-HDL, non-HDL et d’autres facteurs de
risque (42). Cependant, les niveaux élevés de TG postprandiaux sont considérés comme un facteur de risque
des MCV (4;43;44). De méme, les niveaux de TG sont corrélés a d’autres facteurs de risque importants des
MCV dont le diabéte de type 2, I'obésité et le syndrome métabolique (45). De plus, la prise en charge des
individus présentant un taux élevé de TG demeure primordiale compte tenu que plus de 25% des Canadiens

sont hypertriglycéridémiques (46).



Les niveaux de TG plasmatiques sont également influencés en grande partie par la génétique de l'individu.
Des études réalisées chez des jumeaux ont permis de démontrer une importante composante d’héritabilité, de
l'ordre de 19 & 72%, ainsi que le fait que la génétique de l'individu contribue & 40% de la variabilité observée
(47,48). L'environnement dont I'alimentation contribue également a la variabilité observée dans les niveaux de
TG. Par exemple, une diéte isocalorique riche en lipides, mais faible en glucides améne une diminution des
TG plasmatiques comparativement & une diéte faible en lipides et riche en glucides (49). Cette association
serait reliée a une augmentation de la lipogénése de novo dans la diéte faible en lipides mais riche en

glucides, ce qui augmente les niveaux de TG (50).

1.3 Inflammation

L'inflammation est un mécanisme physiologique normal et essentiel en réponse a une infection ou a un
dommage tissulaire qui permet de détruire les pathogénes ainsi que de restaurer les tissus et 'lhoméostasie
(51). Les infections, les dommages tissulaires ou le stress métabolique sont des éléments déclencheurs de la
réponse inflammatoire (52). Ces éléments déclencheurs aménent une cascade de réactions, dont une
activation de la signalisation via les récepteurs de type toll (toll-like receptors) et le facteur nucléaire kappa-B
(NF-kB), ce qui améne le stress du réticulum endoplasmique ainsi que la production et la libération de
cytokines pro-inflammatoires. Ces réactions aménent, dans un premier temps, une augmentation de l'irrigation
sanguine au site de l'infection. Par la suite, il se produit une augmentation de la perméabilité des capillaires
sanguins, ce qui permet le passage des leucocytes vers le site de l'infection. Finalement, les leucocytes vont
libérer des médiateurs lipidiques tels que les prostaglandines et les leucotriénes, des médiateurs peptidiques
tels que les cytokines et chémokines et des dérivés réactifs de I'oxygene (52). L'acide arachidonique (AA) des
membranes des PL est le substrat principal pour la synthése des eicosanoides (53). L'AA est libéré des PL a
l'aide de la phospholipase A2 (PLA2), une enzyme activée par le stimulus inflammatoire. L'AA libre devient
donc le substrat des cyclo-oxygénases (COX), des lipoxygénases (LOX) et des enzymes du cytochrome
P450. Les COX produisent les prostaglandines et les thromboxanes, les LOX produisent les leukotriénes et
les lipoxines et le cytochrome P450, les acides hydroxyeicosatetraénoiques et époxyeicosatriénoiques (53).
Les médiateurs inflammatoires produits au site de l'inflammation peuvent rejoindre la circulation sanguine ou
ils exercent un effet systémique. Par exemple, l'interleukine-6 (IL-6), une cytokine qui rejoint la circulation
sanguine, induit la production de CRP au foie. Les cytokines sont de petites protéines libérées en majorité par
les cellules impliquées dans la réponse inflammatoire et immunitaire, telles que les monocytes, les
macrophages et les lymphocytes. Les cytokines regroupent le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a),

différentes interleukines, les interférons, les chémokines et les lymphokines (53).



Les symptdmes de la réponse inflammatoire sont la rougeur, I'cedéme, 'augmentation de la chaleur locale et
la douleur (52). Lorsque lagent infectieux est éliming, des mécanismes autorégulés font disparaitre
linflammation a l'aide de plusieurs mécanismes, dont la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires et
linhibition des cascades de médiateurs pro-inflammatoires. Ces mécanismes sont essentiels pour maintenir la
santé et 'homéostasie. Cependant, une réponse inflammatoire excessive ou inappropriée contribue a une
panoplie de maladies inflammatoires aigués et chroniques (54). L'inflammation aigué est la réponse initiale a
un agent infectieux ou un autre facteur déclencheur. Elle améne une augmentation du plasma et des
leucocytes du sang vers le site de l'infection et la cascade de réactions décrite précédemment. Elle se résout
habituellement d’elle-méme quand 'agent infectieux est éliminé. L'inflammation chronique est caractérisée par
une inflammation prolongée due au manque d'efficacité des mécanismes de régulation de l'inflammation.
Cette inflammation chronique peut mener a des pathologies, telles que les maladies inflammatoires de
lintestin et l'arthrite rhumatoide (6). Elle peut aussi étre moins importante, c’est ce que I'on appelle
l'inflammation chronique de faible intensité. Celle-ci est caractérisée par des concentrations de marqueurs
inflammatoires augmentées de fagon chronique, mais modérément comparativement aux concentrations
élevées mesurées dans le cas de pathologies inflammatoires. Un sommaire des différentes caractéristiques

de l'inflammation aigué, chronique et chronique de faible intensité est présenté dans le tableau 3.

Tableau 3. Caractéristiques des types d'inflammation

Inflammation aigué Inflammation chronique Inflammation chronique de faible
intensité
Eléments - Pathogénes - Incapacité a résoudre - Perturbations métaboliques
déclencheurs - Dommage tissulaire linflammation aigue
Cellules impliquées - Neutrophiles - Neutrophiles - Neutrophiles
- Granulocytes - Cellules mononucléées - Cellules mononucléées
- Cellules mononucléées - Fibroblastes - Adipocytes
- Cellules T
Médiateurs - Eicosanoides - Eicosanoides - Eicosanoides
primaires - Chémokines - Chémokines - Chémokines
- Cytokines - Cytokines - Cytokines
- Facteur de croissance - Adipokines
Déclenchement Immédiat Retardé Retardé
Durée Quelques jours Illimité Illimité
Résultats - Résolution - Destruction des tissus - Dommage vasculaire
- Formation d’abcés - Fibrose - Augmentation de la résistance a
- Inflammation chronique - Nécrose linsuline
- Accumulation intracellulaire de
lipides

Tableau adapté de Calder et al. (52).



Depuis les derniéres années, l'inflammation chronique de faible intensité recoit de I'attention en particulier
dans le contexte de I'obésité, du syndrome métabolique et des MCV (6). Elle est maintenant considérée
comme un élément clé dans le développement et la progression de plusieurs maladies cardiométaboliques
telles que I'athérosclérose (55), les MCV (56), le syndrome métabolique (57) et le diabéte de type 2 (58). Cette
inflammation de faible intensité se traduit par une augmentation des concentrations des médiateurs

inflammatoires, comme le TNF-a, I'lL-6 et la CRP (59).

La CRP est un marqueur général, non spécifique de l'inflammation systémique, produit par le foie. En réponse
a un stimulus inflammatoire, il y aura une production de médiateurs inflammatoires, tels que le TNF-a et I'lL-6,
par les macrophages, les adipocytes, les intestins et la paroi vasculaire. Ces médiateurs inflammatoires
entraineront la production de CRP par les hépatocytes (60). L'expression du géne de la CRP est régulée par
le TNF-a et I'lL-6 (61). Des concentrations élevées de CRP ont été associées avec un risque augmenté de
MCV dans la littérature (60;62-64). Dans d’autres études, les niveaux de CRP prédisaient le développement
du diabéte de type 2 insulino-résistant indépendamment de I'IlMC (65). De plus, des niveaux de CRP
augmentés ont été observés chez les sujets présentant des facteurs du syndrome métabolique (66;67). Ces
associations seraient probablement dues au fait que chez les individus présentant un surplus de tissu adipeux,

les adipocytes synthétisent de la CRP (68).

La valeur de CRP est un marqueur de l'inflammation chronique de faible intensité. Le niveau de CRP est
maintenant considéré comme un facteur de risque des MCV, autant dans les études épidémiologiques que
dans les études d'intervention (69). Chez les sujets en santé, des niveaux de CRP varient entre 0,1 mg/L et 10
mg/L. Il est possible d’observer une grande variabilité interindividuelle dans les niveaux de CRP. Plusieurs
facteurs semblent étre responsables de cette variabilité. Tout d'abord, la CRP est influencée par le sexe. En
effet, des études ont rapporté des niveaux de CRP plus élevés chez les femmes pré-ménopausées que chez
les hommes, étant donné leurs niveaux plus élevés d’cestrogénes (70-76). De plus, une étude a rapporté que
les niveaux plus élevés de CRP chez la femme seraient dus en partie a leur plus grande accumulation de tissu
adipeux sous-cutané (77). La CRP augmente également avec I'age, le pourcentage de tissu adipeux et le
tabagisme, tandis qu’elle diminue avec l'activité physique (52). La génétique est un autre facteur qui influence
les niveaux de CRP. Environ 20 & 40% de la variance dans les niveaux de CRP est due & des facteurs
génétiques (17). Les valeurs de CRP ont également une importante composante d’héritabilité d’environ 50%
(48;78). L'ethnicité influence également les niveaux de CRP. Dans une méta-analyse regroupant 221 287
sujets, les concentrations médianes de CRP étaient de 2,60 mg/L pour les Afro-américains, 2,51 mg/L pour les
Hispaniques, 2,34 mg/L pour les Sud-asiatiques, 2,10 mg/L pour les Caucasiens et 1,01 mg/L pour les

Asiatiques de I'Est, aprés ajustements pour I'age et I'IMC (79). De plus, des facteurs génétiques et



épigénétiques influencent la réponse des marqueurs inflammatoires et les variations épigénétiques semblent

jouer un réle important dans la prédiction du risque de maladies inflammatoires (80-82).

2. Les acides gras polyinsaturés oméga-3

2.1 Définition

Les acides gras sont la forme la plus simple des lipides et sont composés d'une chaine de 6 a 24 carbones,
avec a chaque extrémité, un groupement méthyle et un groupement carboxyle. Les acides gras sont d’une
importance vitale puisqu'ils fournissent, entre autres, de I'énergie et des acides gras essentiels. Les acides
gras peuvent étre saturés, monoinsaturés, soit avec une double liaison entre deux carbones, ou polyinsaturés,
avec plusieurs doubles liaisons. La double liaison peut étre de configuration géométrique cis ou trans. La
configuration géométrique cis améne le repliement de I'acide gras sur lui-méme tandis que la configuration
trans donne une forme linéaire a I'acide gras lui donnant ainsi la forme d’un acide gras saturé (83). Le terme
AGPI n-3 est utilisé pour décrire la structure d’une famille d'acides gras polyinsaturés. N-3 est la position de la

double liaison qui est le plus pres du groupement méthyle (84).

Chez I'humain, il y a deux acides gras essentiels, soit I'acide linoléique (18:2 n-6) et I'acide a-linolénique (18:3
n-3) (ALA). Ces AGPI n-3 sont considérés comme essentiels, car 'humain ne posséde pas les désaturases
A2 et A" qui incorporent des doubles liaisons a ces positions. La figure 1 résume la conversion de I'acide
linoléique et de 'ALA. A partir de I'acide linoléique, le corps humain peut former de I'acide y-linolénique (18:3
n-6) et de I'AA (20:4 n-6). De plus, a partir de 'ALA, 'humain peut former de I'AEP (20:5 n-3) et de 'ADH (22:6
n-3) (85).

La conversion de 'ALA en AEP et ADH implique trois enzymes, qui sont les mémes que dans la voie analogue
qui convertit I'acide linoléique en AA (85). C'est la voie de I'AA qui est privilégiée. Etant donné la compétition
entre les enzymes, le taux de conversion de 'ALA en AEP et ADH est assez faible (86). Ce taux est
également influencé par I'age, le sexe, la génétique, les hormones et les maladies (85;86). En effet, la
rétention et l'incorporation des AGPI n-3 dans la membrane sont influencées par le sexe. Les femmes ont une
plus grande proportion d'ADH sous forme de PL (87), d’ester éthylique (EE) (88) et de lipides plasmatiques
(89;90) que les hommes. Elles convertissent également 'ALA en ADH plus rapidement que les hommes
(91;92). L’age des individus semble également influencer cette biodisponibilité (93). En effet, dans I'étude de
Vandal M. et al. (93), le niveau d’incorporation de 'ADH était plus élevé chez les sujets agés (74 £ 4 ans) que
chez les sujets jeunes (24 + 2 ans) aprés une supplémentation de trois semaines en AGPI n-3. L’'AEP et

I'’ADH sont de plus en plus étudiés dans la littérature pour leur activité physiologique dans le contexte de



plusieurs conditions telles que les MCV, le cancer et I'inflammation (85). lls semblent étre les plus importants

au point de vue fonctionnel, bien que le role de I'acide docosapentaénoique (ADP) soit encore peu connu (85).

A15-désaturase

Acide linoléique (18:2n-6) > Acide o-linclénique (18:3n-3)
(Plantes
seulement)
Ab-désaturase Ab-désaturase
Acide y-linolénique (18:3n-6) Acide stéaridonique (18:4n-3)
Elongase Elongase
Acide dihomo-y-linolénique (20:3n-6) Acide eicosatétraencique (20:4n-3)
A5-désaturase Ab-désaturase
Acide arachidonique (20:4n-6) Acide eicosapentaénoique (AEP; 20:5n-3)
Elongase
Elongase
Ab-désaturase
B-oxydation

Acide docosahexaénoique (ADH; 22:6n-3)
Figure 1. Conversion de l'acide linoléique et de I'acide a-linolénique

Image tirée de Calder (84).

2.2 Sources d’acides gras oméga-3

L'ALA se retrouve dans les végétaux, principalement dans le lin, le soya, le canola et les noix. Leur huile est
également une bonne source d'ALA (94). Les principales sources alimentaires d'AEP et d’ADH sont les
poissons gras, tels que le maquereau, le saumon et la truite (95). Tel que présenté dans le tableau 4, une
portion de poisson gras procure environ 1 & 3 g ’AEP, d’ADH et d’ADP. A titre comparatif, une portion de
poisson maigre tel que la morue et l'aiglefin procure environ 0,1 & 0,4 g d’AEP, d’ADH et d’ADP (95).
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Tableau 4. Teneur en AEP, ADP et ADH dans les poissons, fruits de mer et viandes

Aliment AEP ADP ADH Taille de portion ~ AEP+ADP+ADH
g/100g d'aliment g g/portion
Maquereau 0,7 0,12 1,10 160 3,09
Sardine 0,89 0,10 0,68 100 1,67
Saumon 0,5 0,4 1,3 100 2,2
Truite 0,23 0,09 0,83 230 2,65
Hareng 0,51 0,11 0,69 120 1,56
Morue 0,08 0,01 0,16 120 0,30
Aiglefin 0,05 0,01 0,10 120 0,19
Plie 0,16 0,04 0,10 130 0,39
Thon 0,02 0,02 0,14 45 0,08
Crabe 0,47 0,08 0,45 85 0,85
Crevette 0,06 <0,01 0,04 60 0,06
Moule 0,41 0,02 0,16 40 0,24
Beeuf 0,02 0,02 0 90 0,04
Agneau 0,03 0,04 0,02 90 0,08
Porc 0,01 0,02 0,01 90 0,04
Poulet 0,01 0,02 0,03 100 0,06

Données issues de Calder (85).

Les huiles de poisson sont également une source importante d’AEP et d’ADH. Elles sont disponibles en vente
libre principalement sous forme de capsules. Les suppléments d’huile de poisson réguliers contiennent
environ 30% de leurs acides gras totaux sous forme d’AEP et d’ADH comparativement & un supplément
concentré qui en contient 45 a 60% (85). Il existe également des suppléments pharmaceutiques disponibles
sous ordonnance qui contiennent 90% d’AEP et d’ADH (85).

2.3 Recommandations

Au Canada, I’Academy of Nutrition and Dietetics et les Digtétistes du Canada recommandent deux portions de
poisson gras par semaine (une portion équivalant a 4 oz ou 112 g), ce qui correspond a 500 mg d’AEP et
d’ADH par jour (9). De plus, I'Institute of Medicine of the National Academies a émis un apport suffisant (AS) et
une étendue des valeurs acceptables en macronutriments (EVAM) pour 'ALA seulement. L'AS est de 1,6 g
par jour pour les hommes de 19 & 70 ans et de 1,1 g par jour pour les femmes de 19 & 70 ans et 'TEVAM de
0,6 a 1,2% de I'énergie totale (96). Au Royaume-Uni, les recommandations sont d'au moins deux repas de
poisson par semaine, incluant au moins un poisson gras, ce qui se traduit par un apport minimal de 450 mg
d’AEP et d’ADH par jour (97). En France, les recommandations officielles sont de 400 & 500 mg/jour tandis
qu’en Australie et en Nouvelle-Zélande, les recommandations sont de 430 & 610 mg par jour. Des

recommandations spécifiques pour les individus ayant eu un IDM ou avec un taux de TG élevé ont également
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été émises sur la base de I'étude GISSI-Prevenzion (98). Ainsi, IAHA, I'European Society for Cardiology and
European Atherosclerosis Society recommandent 1 g d'/AEP et d'ADH par jour (99;100). De plus, 'AHA

recommande la prise de 2 a 4 g d’AEP et d’ADH par jour pour la diminution des TG plasmatiques (8).

2.4 Digestion, métabolisme et incorporation des acides gras oméga-3

Les AGPI n-3 sont digérés tel qu’expliqué précédemment dans la section sur les TG. Suite a la digestion, les
AGPI n-3 sont présents dans la circulation sanguine sous forme d’AGL, de TG ou de PL. Les AGPI n-3 sont
alors incorporés dans les membranes cellulaires et les lipoprotéines (32). lls peuvent également étre
entreposés dans le tissu adipeux sous forme de TG ou dans les PL des membranes cellulaires (85).
L'incorporation des AGPI n-3 dans les PL de la membrane est trés importante puisque c’est elle qui détermine
I'efficacité de la majorité de leurs effets (101). Les AGPI n-3 sont principalement incorporés dans des tissus
cibles comme le cceur, le cerveau, le systéme nerveux et la rétine des yeux (85). La vitesse d'incorporation de
I'AEP et de I'ADH n’est pas la méme d’un tissu a un autre. L'incorporation de 'AEP et de 'ADH dépend
également de la dose, du temps de supplémentation et du lieu d’incorporation (85;102). Par exemple, le temps
pour atteindre le maximum d’incorporation est de quelques jours avec les PL et de plusieurs mois avec les
cellules mononucléees du sang (102). L'AEP et 'ADH s'incorporent plus rapidement dans les lipides
plasmatiques que dans les cellules sanguines. Dans les cellules sanguines, les leucocytes incorporent les
AGPI n-3 plus rapidement que les érythrocytes (85). Finalement, lorsque les apports en AGPI n-3 diminuent,
la perte d’AEP est plus rapide que la perte d’ADH (85).

2.5 Biomarqueurs des acides gras oméga-3

Lorsque les apports alimentaires en AEP et ADH augmentent, la proportion des AGPI n-3 augmente dans les
TG, PL et EE du plasma et du sérum. Les niveaux d’AEP et d’ADH augmentent aussi dans les érythrocytes,
les plaquettes, les leucocytes (103) et dans plusieurs tissus, dont le muscle squelettique (104), le coeur (105),
la muqueuse de lintestin (106) et le tissu adipeux (103). Les augmentations d’AEP et d'ADH dans les
différents lipides sanguins et tissus varient selon la dose utilisée, le temps de supplémentation et la
localisation d’incorporation. En effet, le renouvellement des lipides n'est pas le méme d'un tissu & l'autre (102).
Les AGPI n-3 ne sont pas actifs dans le sang, mais bien dans les tissus ou ils sont incorporés. Les mesures
sanguines dans le plasma et le sérum permettent d’avoir une idée de la réponse a une supplémentation des
AGPI n-3 a court terme. Afin d’avoir une meilleure idée de la biodisponibilité des AGPI n-3, il est nécessaire

d’utiliser des marqueurs du statut a long terme, tels que les niveaux d’AEP et d’ADH dans les membranes des
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érythrocytes, aussi appelés index oméga-3, qui présentent le plus bas niveau de variabilité intra- et
interindividuelle (32;107;108).

2.6 Biodisponibilité des acides gras oméga-3

Malgré le nombre grandissant d’études sur les AGPI n-3, trés peu d’'études se sont penchées sur la question
de leur biodisponibilité (109). Cette question est primordiale puisqu’elle influence directement la digestion et
I'absorption des AGPI n-3, mais aussi leur effet biologique. Ainsi, une partie de la variabilité interindividuelle
que 'on observe en réponse aux AGPI n-3 peut étre due a leur biodisponibilité. Plusieurs facteurs peuvent
influencer la biodisponibilité des AGPI n-3. Le type de liaison chimique des AGPI n-3, soit liés aux TG, aux PL,
aux EE ou sous forme d'AGL, influence leur digestibilité et, par le fait méme, leur biodisponibilité (32). Les
apports alimentaires ont également une influence. En effet, 'étude ECLIPSE (110) et I'étude de Lawson L.D.
(111) ont démontré que la digestion et I'absorption des AGPI n-3 était améliorée avec la prise d’un repas riche
en lipides. Il devrait alors étre recommandé de prendre les suppléments de AGPI n-3 avec un repas qui
contient une quantité suffisante de lipides pour optimiser sa digestion et son absorption (32). Finalement, la
formulation galénique telle que I'émulsification, la micro-encapsulation et I'enrobage des suppléments de AGPI

n-3 sont des processus utilisés pour augmenter leur biodisponibilité (32).

2.7 Acides gras oméga-3 et maladies cardiovasculaires

Le lien entre la consommation de AGPI n-3 et le risque de MCV a été étudié initialement chez les Inuits du
Groenland dans les années 1970. Malgré leurs apports élevés en lipides, les populations du Groenland, du
Nord du Canada et de I'Alaska ont un taux de mortalité par MCV inférieur a ce qui leur était prédit. La
consommation importante d’AGPI n-3 a longue chaine dans leur diéte traditionnelle serait responsable de leur
faible mortalité cardiovasculaire (112-116). Dans le méme sens, les Japonais, qui consomment une diéte riche
en fruits de mer et poissons gras ont un faible taux de mortalité cardiovasculaire (116). La grande majorité des
études prospectives et des études d'intervention réalisées dans le début des années 2000 appuient le fait que
la consommation d’AEP et d’ADH diminue le risque de MCV (99;117-120). Par exemple, dans I'étude DART,
comprenant 2033 hommes ayant eu un évenement cardiovasculaire, le risque de mort cardiovasculaire a
diminué de 29% aprés deux ans chez les sujets a qui on avait recommandé la consommation de poisson gras
(121). Dans I'étude GISSI-Prevenzione comprenant 11 324 sujets ayant eu un événement cardiovasculaire
récent, le risque de mort cardiovasculaire et le risque de déces toutes causes confondues ont diminué de 17%
et 14%, respectivement avec une supplémentation de 1 g par jour d’huile de poisson (98;122). De plus, des

méta-analyses ont démontré que les AGPI n-3 diminuaient aussi la mortalité associée aux MCV chez les
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personnes qui en souffrent déja (123;124). Des études ont également démontré que les individus avec des
niveaux membranaires élevés avaient un risque de mort cardiovasculaire environ dix fois plus faible que les
individus avec des niveaux faibles (125;126). L’effet protecteur des AGPI n-3 s’expliquerait en partie par leurs
effets anti-arythmiques (127-129), anti-thrombotiques (130;131) et anti-inflammatoires, qui stabilisent la plaque
athéromateuse (131;132) et par la modification de certains facteurs de risque dont la diminution des TG
plasmatiques et de l'inflammation (99;120;133-135). L'effet anti-arythmique des AGPI n-3 est cependant assez
controversé dans la littérature avec des études qui démontrent un effet bénéfique, neutre et méme délétére
(134).

Toutefois, d’autres études réalisées depuis 2010 n'arrivent pas a démontrer I'effet protecteur des AGPI n-3 sur
la mortalité cardiovasculaire. En effet, dans I'étude Outcome Reduction with an Initial Glargine Intervention
(ORIGIN), qui comporte plus de 25 000 suijets, I'effet hypotriglycéridémiant d’'une dose de 900 mg d’AEP et
d’ADH par jour a été confirmé, mais pas son effet sur la mortalité cardiovasculaire (136). En ce sens, l'effet
protecteur des AGPI n-3 a des doses variant de 0,4 a 1,4 g par jour n'a pas pu étre démontré chez des sujets
a haut risque cardiovasculaire (137-140). Ces résultats concordent avec ceux de deux grandes méta-analyses
réalisées en 2012, qui démontrent que la supplémentation en AGPI n-3 ne réduisait pas le risque de mortalité
toutes causes confondues, de mortalité cardiovasculaire, d'IDM et d’AVC (141;142). En somme, les études
récentes montrent I'effet des AGPI n-3 sur la réduction de certains facteurs de risque, comme les TG, mais

pas sur le risque de mortalité cardiovasculaire.

2.8 Acides gras oméga-3 et triglycérides

La consommation de AGPI n-3 sous forme d’huile de poisson peut réduire les TG plasmatiques d’environ 25 a
30%, ce qui correspond a I'effet d’'une médication hypotriglycéridémiante (7;12;143). L'étude d’Harris W.S. (7)
a montré que la prise de 3 a 4 g d’AEP et d’ADH par jour réduisait les TG plasmatiques de 20 a 50% selon les
niveaux de TG de base. Cette diminution est donc dose-dépendante et varie en fonction des niveaux de
départ (144). L’effet hypotriglycéridémiant des AGPI n-3 serait d0 & un mécanisme impliquant les récepteurs
activés par les proliférateurs de peroxysomes alpha (PPAR-a) et gamma (PPAR-y). En effet, les AGPI n-3
activent PPAR-q, ce qui diminue la sécrétion de TG et de lipoprotéines de faible densité (VLDL), en plus
d’augmenter I'oxydation des acides gras dans le foie. Les AGPI n-3 activent également PPAR-y dans le tissu
adipeux, ce qui augmente la clairance des TG en supprimant la lipolyse et la production de TG au niveau du
foie (94;145-149). En ce sens, Harris et al. (144) proposent trois mécanismes semblables pour expliquer la
diminution des TG. Tout d'abord, il y a une diminution des acides gras, secondaire a une augmentation de la

B-oxydation des lipides, @ une diminution du transport des acides gras non-estérifiés au foie ou a une
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diminution de la lipogenése de novo. De plus, une diminution de I'activité des enzymes de synthése des TG et

une augmentation de la synthése des PL pourraient expliquer I'effet hypotriglycéridémiant des AGPI n-3 (144).

Il demeure toutefois qu'il existe une grande variabilité interindividuelle de la réponse suite a une prise d’AGPI
n-3. Tel que mentionné précédemment, la revue d’Harris WS. (7) a rapporté une diminution des taux de TG de
l'ordre de 25% et 34% chez les sujets normolipidémiques et hyperlipidémiques, respectivement. De plus,
I'étude de Minihane AM. (150) dans laquelle 55 sujets ont été supplémentés avec 3 g d’AEP et d’ADH par jour
pendant six semaines, montre une réduction moyenne des niveaux des TG de 35%. Cependant, les réponses
des TG des sujets variaient de -114% a 61% aprés la supplémentation (150). Dans [l'étude Fish Oil
Intervention and Genotype (FINGEN), les résultats montrent que les niveaux de TG de 31% des 312 sujets
n'ont pas diminué avec 1,8 g d'AEP et d'ADH par jour (12). Une variabilité interindividuelle semblable a été
rapportée dans une étude précédente de notre équipe puisque que 29% des individus de la cohorte n'ont pas
vu leurs niveaux de TG diminués suite a la supplémentation de 3 g dAEP et d’ADH par jour pendant six
semaines (151). La grande variabilité observée peut étre due a plusieurs facteurs, dont I'age, le sexe, les
niveaux de TG au départ, I'état de santé et les facteurs héréditaires (12). Par exemple, leffet
hypotriglycéridémiant des AGPI n-3 était plus important chez les hommes que chez les femmes dans I'étude
FINGEN (12). De plus, des études ont démontré que des variations dans le géne de 'apolipoprotéine E
(ApoE), qui code pour une protéine impliquée dans le transport des lipides et les réactions antioxydantes,
influencent la réponse des lipides plasmatiques et des lipoprotéines suite a la supplémentation en AGPI n-3
(12;152). Des études ont également montré que la variation L162V sur le géne de PPAR-a contribue a la
variabilité de la réponse des TG suite a la prise de AGPI n-3 (153). De plus, des genes impliqués dans la
synthése de 'AEP et de 'ADH a partir de 'ALA et dans 'absorption, le métabolisme et I'incorporation de 'AEP
et de 'ADH dans les membranes ont également le potentiel d'influencer la réponse suite a une

supplémentation en AGPI n-3 (13).

2.9 Acides gras oméga-3 et inflammation

Tel que mentionné précédemment, les AGPI n-3 diminuent le risque cardiovasculaire par plusieurs
mécanismes dont un mécanisme anti-inflammatoire (7;119;154;155). L'effet anti-inflammatoire des AGPI n-3
dans le contexte de l'inflammation chronique de faible intensité est assez controversé. Certaines études (156-
159), montrent que les AGPI n-3 alimentaires et les niveaux plasmatiques d’AGPI n-3 sont associés a une
diminution des niveaux de CRP et du niveau d'inflammation chronique de faible intensité, alors que selon
d’autres études (160-163), il n'y a pas deffet. L'effet anti-inflammatoire des AGPI n-3 repose sur leur

incorporation dans les PL des membranes cellulaires (101). Chez les individus consommant une diéte dite de
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type « Western », les PL des cellules sanguines impliquées dans la réponse inflammatoire sont composés de
15 a20% d'AA, de 0,5 a 1% d’AEP et de 2 a 3% d’ADH (53). Une augmentation des apports alimentaires en
AGPI n-3 améne une augmentation de I'accumulation d’AEP et d’ADH dans les PL des membranes cellulaires
et des lipoprotéines au détriment de I'AA. Cette incorporation dépend du temps et de la dose d'AGPI n-3

ingérée (53).

Ces changements dans la composition lipidique semblent étre un important déterminant de la modification de
la production de médiateurs lipidiques et de la fluidité de la membrane en réponse a un stimulus inflammatoire
(53). En effet, cela améne une diminution des substrats, principalement 'AA pour la synthése de médiateurs
pro-inflammatoires, et une augmentation de substrats, soit 'AEP et 'ADH, pour la synthése de médiateurs
anti-inflammatoires, comme les résolvines, les protectines et les marésines (53;84). En effet, 'AEP étant un
acide gras polyinsaturé a 20 carbones, il peut servir de substrat pour les mémes enzymes que I'AA, soit COX,
LOX et le cytochrome P450. Toutefois, les médiateurs lipidiques produits par 'AEP, soit les prostaglandines et
les thromboxanes de série 3 et les leucotrienes de série 5, sont biologiquement moins puissants que ceux
produits par I'AA (53). De plus, & travers les voies de COX et LOX, il y a production de résolvines dérivant de
I'AEP (série E) et de 'ADH (série D) et de protectines et marésines dérivant de 'ADH. Dans les études de
cultures cellulaires et sur les animaux, les résolvines, protectines et marésines avaient des effets anti-

inflammatoires et le potentiel de résoudre I'inflammation (53).

De plus, les AGPI n-3 diminuent la production de certains agents chimioattracteurs des leucocytes et ils
réduisent la réactivité des cellules T et I'expression des molécules d’adhésion (84). Finalement, les AGPI n-3
diminuent I'expression des génes des cytokines inflammatoires, ce qui améne une diminution de leur
production (53;84). En effet, les AGPI n-3 inhibent I'activation de NF-kB via le récepteur couplé aux protéines
G120 (GPR120) et PPAR-y, ce qui diminue la production des cytokines inflammatoires (84). En résumé, les
changements dans la composition lipidique des membranes sont trés importants puisqu'ils peuvent influencer
la fluidité de la membrane et la signalisation cellulaire, ce qui peut amener des changements dans I'expression
des génes et un changement de substrats pour la formation de médiateurs lipidiques (53;101). Etant donné
que les études ne s'entendent pas sur leffet anti-inflammatoire des AGPI n-3 dans le contexte de
I'Inflammation chronique de faible intensité, il n’est pas possible de faire de recommandations spécifiques.
Toutefois, dans le contexte des maladies inflammatoires, il semble qu’une dose de 2 g d’AGPI n-3 par jour soit

nécessaire pour observer des effets anti-inflammatoires (53).
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3. La génétique des phospholipases A2

3.1 Génétique

La génétique est une science qui étudie les génes qui composent le génome. Le génome humain est composé
de 23 paires de chromosomes qui regroupent toute l'information génétique d’'un individu. Les chromosomes,
que l'on retrouve dans le noyau des cellules, sont une organisation du matériel génétique appelé acide
désoxyribonucléique (ADN), laquelle constitue une succession de genes. Les génes contiennent le matériel
nécessaire pour la formation de protéines et ultimement de fonctions métaboliques. Les génes sont composés
de bases nucléotidiques et peuvent varier en longueur, de quelques centaines de bases a plus de deux
millions de bases. Les bases nucléotidiques sont I'adénine, la cytosine, la guanine et la thymine. Moins de 1%
des génes différent d’'une personne a l'autre (52). Les variations dans un géne s’appellent polymorphismes.
Les polymorphismes les plus connus, appelés polymorphismes nucléotidiques simples (SNPs) sont ceux qui
engendrent le changement d'une seule base nucléotidique de la séquence de 'ADN. Le génome humain
contiendrait approximativement 3 millions de SNPs. Un SNP peut étre dans une région codante (exon) ou
non-codante (intron) du géne. Cependant, la présence d'un SNP dans la région codante d'un géne ne signifie
pas nécessairement que celui-ci va modifier la séquence d’acides aminés et la protéine, en raison du
phénoméne de dégénérescence du code génétique. Les SNPs situés dans la région non-codante peuvent
influencer I'épissage du géne et ainsi son niveau d’expression. L’épissage d'un géne est un processus qui
conduit a I'élimination des régions introniques et a la conservation des régions exoniques pour produire I'acide

ribonucléique messager (ARNm) (52).

La génomique nutritionnelle est une science en émergence qui étudie les interactions entre les aliments et le
génome. Elle regroupe la nutrigénomique et la nutrigénétique. La nutrigénomique étudie comment des
aliments peuvent influencer I'expression des genes, des protéines et la production de métabolites. Elle vise a
améliorer la compréhension de la fagon dont I'alimentation influence les voies métaboliques. La nutrigénétique
quant a elle, étudie l'effet des variations génétiques sur la réponse a l'alimentation dans le but éventuel

d’élaborer des recommandations alimentaires qui tiennent compte du bagage génétique des individus (164).
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Figure 2. Nutrigénétique et nutrigénomique

Image adaptée de Camp et al. (164).

Les interactions entre la génétique, I'alimentation et la santé sont multiples et complexes (165). La notion
d'interactions géne-diete décrit I'effet d’'un nutriment sur un polymorphisme génétique, lequel s’exprime par un
phénotype spécifique, tel que les lipides plasmatiques (166). Les interactions géne-diéte ont été tout d’abord
étudiées dans le contexte des maladies monogeéniques ou I'expression phénotypique des maladies est
grandement influencée par I'alimentation. Par exemple, les interactions géne-diéte ont été décrites en premier
avec la phénylcétonurie, qui est une maladie a transmission autosomique récessive. Cette maladie, qui cause
une déficience mentale importante, résulte de la déficience d’'une enzyme appelée phénylalanine hydroxylase
(PAH). Les conséquences de cette maladie peuvent étre évitées par des modifications alimentaires, soit
I'exclusion de la phénylalanine, un acide aminé de lalimentation (167). Les interactions géne-diete sont
également de plus en plus étudiées dans le contexte de maladies multifactorielles complexes comme les
MCV. En effet, un des polymorphismes les plus connus et les plus étudiés au cours des dernieres années est
celui de 'apoE. Les études ont tenté de comprendre le réle du gene dans la variabilité interindividuelle des
taux de C-LDL suite a des interventions nutritionnelles. Il semble que les variations alléliques de I'apoE
peuvent expliquer plus de 7% des variations des taux de C-LDL et CT dans la population (168). Les
interactions géne-diéte ont également été étudiées dans le contexte de la prise de suppléments d’AGPI n-3,

comme c'est le cas dans le présent projet (12;13;151).

En génomique nutritionnelle, deux grandes approches peuvent étre utilisées : une analyse a I'échelle du

génome et une analyse par genes candidats. L'analyse a I'échelle du génome est utilisée lorsqu'il n'y a pas
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d’hypothése a priori et pour permettre de couvrir tous les genes du génome. Il est alors possible d'étudier les
SNPs a l'échelle du génome avec l'analyse d'association pangénomique (GWAS), la transcriptomique a
I'échelle du génome avec des puces d’expression et la métabolomique a I'échelle du génome avec des puces
de métabolites (164). L'analyse a I'échelle du génome n’est pas un prérequis a 'analyse par génes candidats.
Cette derniére est I'étude de génes spécifiques, qui ont été choisis a priori selon leur role métabolique connu
dans la littérature. Dans cette approche, il est également possible d’étudier la transcriptomique, la protéomique

et la métabolomique des génes ciblés (165).

Dans le cadre du présent projet, des sujets ont été supplémentés avec des AGPI n-3 pour évaluer 'impact de
cette supplémentation sur les facteurs de risque cardiométaboliques. Une grande variabilité dans les réponses
a la supplémentation a été observée. En effet, pour 29% de la cohorte, il n'y a pas eu de diminution des
niveaux de TG suite a la supplémentation de 3 g d’AEP et d’ADH par jour pendant six semaines (151). Afin de
tenter d’expliquer cette grande variabilité, 'approche de la transcriptomique a I'échelle du génome, plus
spécifiquement avec [utilisation de puces d'expression a été utilisée. Des voies métaboliques
différentiellement exprimées suite a la supplémentation en AGPI n-3 ont donc pu étre identifiées. Des voies du
métabolisme des lipides étaient différentiellement exprimées suite a la supplémentation en AGPI n-3, ce qui a
permis d'identifier les génes des phospholipases A2 (PLA2), plus spécifiquement les génes de PLA2G2A,
PLA2G2C, PLA2G2D, PLA2G2F, PLA2G4A et PLA2G6 (18). Dans l'optique d’'une analyse par génes
candidats, PLA2G7 a été ajouté étant donné son réle connu dans le développement de I'athérosclérose et des
MCV. L'étude des génes des PLAZ2 était donc pertinente puisque leur expression a été influencée par la
supplémentation en AGPI n-3 et qu'ils ont des roles métaboliques connus dans le contexte de I'inflammation et
des MCV. Suite a la sélection de ces génes, il a alors été possible d'évaluer I'effet des SNPs des PLA2 sur la

réponse des facteurs de risque cardiométaboliques suite a la supplémentation en AGPI n-3.

3.2 Phospholipases A2

Les PLA2 représentent une grande classe d'enzymes qui hydrolysent la liaison en position sn-2 des PL des
membranes cellulaires et des lipoprotéines, libérant ainsi des acides gras non-estérifiés comme I'AA et des
lysoPL (169). L’hydrolyse de I'AA des PL par les PLA2 est la réaction initiale et limitante de la biosynthése des
eicosanoides (170). Les lysoPL peuvent étre des précurseurs a la formation de médiateurs lipidiques, tels que
I'acide lysophosphatidique et le facteur d’activation plaquettaire (PAF) (171). Les PLA2 sont étudiées dans le
contexte des MCV étant donné leur réle dans l'inflammation et le développement de I'athérosclérose. Elles
sont également étudiées dans le contexte de cibles thérapeutiques pour le traitement de maladies

inflammatoires métaboliques telles que I'athérosclérose et le diabéte (169). Actuellement, les enzymes de
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cette famille sont classées en six principaux groupes, selon leurs fonctions et leur localisation cellulaire: les
PLA2 secrétées (SPLA2), les PLA2 associées aux lipoprotéines (Lp-PLA2), les PLA2 cytosoliques
dépendantes du calcium (cPLA2), les PLA2 cytosoliques indépendantes du calcium (iPLA2), les PLA2
lysosomales (IPLA2) et les PLA2 spécifiques du tissu adipeux (adPLA2) (170). Les génes étudiés dans le
présent projet sont ceux de PLA2G2A, PLA2G2C, PLA2G2D et PLA2G2F, qui codent pour des sPLA2,
PLA2G4A, qui code pour une cPLA2, PLA2G6, qui code pour une iPLA2 et PLA2G7, qui code pour une Lp-

PLA2. Les génes et leurs fonctions seront décrits en détail dans les prochains paragraphes.

PLA2G2A

Le géene PLA2G2A situé sur le chromosome 1 code ou permet de produire une sPLA2, qui a tout d’abord été
étudiée pour sa puissante action antimicrobienne (170). La sPLA2 est présente dans certains organes du
systéme digestif en plus d'étre emmagasinée dans les granules de sécrétion de nombreuses cellules du
systéme immunitaire. En effet, elle est exprimée et libérée par les cellules inflammatoires, telles que les
macrophages, les monocytes, les neutrophiles et les cellules T (170). Elle serait également emmagasinée
dans les granules de sécrétion des hépatocytes et des cellules musculaires lisses des artéres. Elle serait

libérée suite a la production de cytokines inflammatoires (19).

Cette enzyme serait donc reliée au développement de I'athérosclérose. De plus, de fortes concentrations
plasmatiques de PLA2G2A sécrétée (sPLA2G2A) corrélent positivement avec les niveaux de CRP et
prédisent les événements coronariens dus a l'athérosclérose (19). En ce sens, des concentrations de cette
enzyme ont également été retrouvées dans les lésions athérosclérotiques (172). En effet, les sSPLA2 ont le
potentiel de modifier les particules LDL en hydrolysant les PL de I'apoB-100, ce qui favorise I'accumulation de
lipides et linfiltration de macrophages dans l'intima des vaisseaux sanguins (170). Elles peuvent également
hydrolyser les particules HDL, ce qui diminue leur capacité de vidanger le cholestérol des cellules spumeuses
de la plaque athéromateuse (173). Selon plusieurs études, I'activité élevée de la SPLA2G2A est un facteur de
risque indépendant des MCV et semble prédire les événements cardiovasculaires dans une population en
santé (174-177). Durant un syndrome coronarien aigu, les concentrations plasmatiques de sPLA2G2A
augmentent et cette augmentation permettrait d'identifier les patients qui vont développer un IDM (178). De
plus, des niveaux circulants élevés de sPLA2G2A prédisent les événements coronariens chez les patients
atteints de maladie coronarienne stable (179-181) et d’une angine instable (178;182). Finalement, des niveaux

élevés de sPLA2 ont également été observés chez les adultes présentant un syndrome métabolique (172).
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PLA2G2C
Ce géne également situé sur le chromosome 1, qui code pour une sPLA2 n’a pas encore été beaucoup étudié.
Il semble s’agir d'un pseudo-gene non fonctionnel, contrairement & son homologue chez le rongeur (183). En

effet, 'absence d’une portion d’un exon entraine la production d’un peptide non fonctionnel (184).

PLA2G2D

Ce gene sur le chromosome 1 code pour une sPLA2 qui est exprimée dans les organes digestifs et
immunitaires. Cette enzyme semble impliquée dans le processus inflammatoire puisqu'elle a été retrouvée
dans les lésions athérosclérotiques (172). Elle contribuerait également au développement de I'athérosclérose
(185).

PLA2G2F
Le géne PLA2G2F situé sur le chromosome 1 code également pour une sPLA2. Des études ont démontré que
cette SPLA2 a une préférence deux fois plus importante pour I'AA que pour I'acide linoléique dans un essai in
vitro et que I'expression du géne augmente dans l'aorte a la suite du développement de l'athérosclérose
(186;187).

PLA2G4A

Ce géne situé sur le chromosome 1 code pour une cPLA2 qui joue un role primordial dans plusieurs conditions
pathologiques, dont I'inflammation (188). La cPLA2 est exprimée dans la majorité des cellules de I'organisme,
a l'exception des lymphocytes (189). L'activation de la cPLA2 est régulée par les niveaux de calcium
intracellulaire. La cPLA2 est maintenant considérée comme une enzyme centrale dans la modulation de la
production des eicosanoides puisqu’elle posséde une forte spécificité pour 'AA en position sn-2 (170).
L’hydrolyse de I'AA a été reliée a I'action de cette cPLA2 (190;191). De plus, une étude a rapporté qu'une
variation fonctionnelle sur ce géne (rs12746200) a été associée a une diminution du risque d’événement
cardiovasculaire majeur sur une période de trois ans (192). La méme étude a démontré que les sujets
porteurs de l'alléle G de rs12746200 avaient un risque plus faible de faire un IDM comparativement aux
homozygotes AA (193). Cet effet était observé seulement chez les porteurs de l'alléle G, qui avaient des
apports alimentaires élevés en AGPI n-6. Chez les sujets avec des apports faibles en AGPI n-6, I'alléle G ne

semblait pas correspondre a une diminution du risque (193).
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PLA2G6

Le géne PLA2G6 situé sur le chromosome 22 code pour une iPLA2, une enzyme qui, contrairement a la
cPLA2, n'a pas besoin du calcium pour étre activée. Sa fonction principale est de maintenir 'homéostasie des
cellules en modulant le remodelage des PL des membranes (194). Elle hydrolyse également I'AA des

membranes, mais elle na pas de spécificité pour 'AA (170).

PLA2G7

Le gene PLA2G?7 sur le chromosome 6 code pour Lp-PLA2 aussi connue sous le nom de facteur d’activation
plaquettaire acéthylhydrolase (PAF-AH), puisqu’elle hydrolyse le groupement acétyle en position sn-2 du PAF.
Cette enzyme a été largement étudiée dans la littérature (170). Elle est produite par les macrophages et les
leucocytes impliqués dans I'athérosclérose. Elle est liée @ 80% au C-LDL, particuliérement aux particules LDL
petites et denses, et elle hydrolyse les PL oxydés des particules LDL (195;196). Ainsi, elle hydrolyse les AGPI

oxydés, ce qui produit des lysophosphatidylcholines et des acides gras non-estérifiés oxydés.

Etant donné sa participation dans l'oxydation des particules LDL, elle joue un rdle important dans la
physiopathologie de l'inflammation et de I'athérosclérose (197). En ce sens, I'expression de PLA2G7 est
augmentée dans les lésions athérosclérotiques (196). Au départ, la Lp-PLA2 était reconnue comme ayant un
effet anti-inflammatoire compte tenu de sa capacité a dégrader le PAF, mais de plus en plus d'évidence
montrent son effet pro-inflammatoire, étant donné sa capacité a hydrolyser les LDL oxydés (198). En outre, les
niveaux de Lp-PLA2 ont été associés au MCV. En effet, dans les études épidémiologiques, les niveaux
circulants de Lp-PLA2 ont été associés a une augmentation du risque de maladies coronariennes, dont
linfarctus ischémique (64;199;200). De méme, les niveaux d’activité de Lp-PLA2 ont été significativement
associés a l'incidence de maladies coronariennes chez les hommes et les femmes souffrant de diabéte de
type 2, indépendamment des facteurs de risque traditionnels (201). Il n’y a toutefois pas de corrélation entre
les niveaux de CRP et de Lp-PLA2, mais les deux biomarqueurs combinés semblent avoir une meilleure
valeur de prédiction du risque cardiovasculaire (64;199). Etant liés en grande majorit¢ au C-LDL, les
traitements pharmacologiques pour diminuer les niveaux de C-LDL, comme les statines, diminuent également
les niveaux de Lp-PLA2 (195).

Des études se sont également intéressées a l'impact des variations de PLA2G7 sur le risque cardiovasculaire.
L'alléle G du SNP rs1805017 et I'alléle A du SNP rs1051931 étaient associées aux maladies coronariennes
(202). Le SNP rs1805018 amenerait une diminution de I'expression du géne de PLA2G7 et une diminution de

Iactivité de la Lp-PLA2 (203).Toutefois, jusqu'a maintenant, les études ne sont pas concluantes concernant
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I'association entre les variations du géne PLA2G7 et le risque cardiovasculaire (204-207). Les études
d’héritabilité ont démontré que 62% de la variation de lactivité¢ de la Lp-PLA2 est due a des facteurs
génétiques (202). La Lp-PLA2 a également été associée & d'autres facteurs de risque des MCV. Par exemple,
les sujets présentant des niveaux élevés de Lp-PLA2 étaient plus &gés, avaient un IMC, des taux de CT, C-

LDL, TG, apoB plus élevés, une tension artérielle plus élevée et un taux de C-HDL plus faible (64;208).

Finalement, la Lp-PLA2 pourrait étre un biomarqueur émergent dans 'amélioration de la prédiction du risque
cardiovasculaire en clinique chez les patients atteints du syndrome métabolique et du diabéte. L'utilisation de
ce paramétre est acceptée par la US Food and Drug Administration pour la prédiction de la maladie
coronarienne et de l'attaque cérébrale. La Lp-PLA2 pourrait également devenir une cible thérapeutique
primaire et secondaire des MCV (206). Un inhibiteur spécifique de I'activité de la Lp-PLA2 appelé le darapladib
a également été développé. Cet inhibiteur permet de réduire le volume de la plaque athéromateuse chez le
porc (209). L'étude du darapladib est présentement en phase Ill dans I'étude Stabilization of Atherosclerotic
Plaque by Initiation of Darapladib Therapy (STABILITY) avec 15 500 sujets (207).

Les PLA2 représentent donc une importante famille d’enzymes, parmi les premiéres a avoir été identifiees et
étudiées (170). Leur biologie est complexe et leurs roles sont diversifiés. Etant donné leurs nombreuses
fonctions en lien avec la réponse inflammatoire et le remodelage cellulaire, 'étude des génes de ces enzymes

est on ne peut plus pertinente dans le contexte de ce projet en nutrigénomique.

Finalement, la nutrigénomique est nécessaire afin de comprendre les mécanismes responsables de la grande
variabilité interindividuelle observée et ainsi émettre des recommandations nutritionnelles qui tiennent compte
des prédispositions génétiques des individus. Jusqu'a maintenant, seulement quelques études se sont
intéressées a I'utilisation des données génétiques dans la prévention des MCV et elles ne considérent qu'un
ou quelques génes a la fois. Ce projet, qui concerne simultanément plusieurs genes, permettrait d’avoir une
compréhension globale des mécanismes responsables de la variabilité interindividuelle des réponses suite a
la supplémentation en AGPI n-3. Il serait alors éventuellement possible d'élaborer des recommandations
nutritionnelles sur la consommation des AGPI n-3 en tenant compte de cette variabilité et de mieux cibler les

individus a risque de MCV qui, par leur prédispositions génétiques, pourraient le plus en bénéficier.
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4. Objectifs

4.1 Objectif général
Vérifier si la variabilité interindividuelle de la réponse cardiométabolique suite a une supplémentation en AGPI

n-3 est en partie influencée par des polymorphismes sur les génes des phospholipases A2.

4.2 Objectifs spécifiques
Etudier I'influence des polymorphismes des génes PLA2G2A, PLA2G2C, PLA2G2D, PLA2G2F, PLA2G4A,

PLA2G6 et PLA2G7 sur les facteurs de risque cardiométaboliques suite a une supplémentation en AGPI n-3.

Vérifier la présence d'effet d'interaction gene-diéte entre ces polymorphismes et la supplémentation en AGP!I

n-3 sur ces facteurs de risque.
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5. Hypothéses

5.1 Hypothése générale

Des polymorphismes des génes de phospholipases A2 expliquent en partie la variabilité interindividuelle de la

réponse cardiométabolique suite & une supplémentation en AGPI n-3.

5.2 Hypothéses spécifiques
Des polymorphismes des génes PLA2G2A, PLA2G2C, PLA2G2D, PLA2G2F, PLA2G4A, PLA2G6 et PLA2G7

influencent les facteurs de risque cardiométaboliques suite a la supplémentation en AGPI n-3.

Des effets d'interaction géne-diéte modulent la réponse cardiométabolique suite a la supplémentation en AGPI
n-3.
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6. Méthodologie

6.1 Sujets

Un total de 254 sujets de la région métropolitaine de Québec ont été recrutés pour participer a I'étude entre
septembre 2009 et décembre 2011 par le biais de courriels électroniques envoyés au personnel et aux
étudiants de I'Université Laval ainsi qu'a I'aide de publicités dans un journal local. Les participants devaient
étre &gés de 18 a 50 ans, présenter un IMC variant entre 25 et 40 kg/m?, étre non-fumeurs et ne pas étre sous
médication hypolipidémiante. De plus, ils devaient avoir un taux de TG plasmatiques inférieur a 4,0 mmol/L et
ne présenter aucun trouble métabolique nécessitant de la médication, tels que le diabéte, I'hypertension, la
dyslipidémie sévére ou la maladie coronarienne. lls ne devaient pas avoir consommé de suppléments d’AGPI
n-3 au cours des six derniers mois. Au total, 210 sujets ayant complété le protocole étaient admissibles pour
des analyses subséquentes. Les données étaient disponibles pour 208 sujets pour les niveaux de TG et pour
191 sujets pour les niveaux de CRP. Le protocole a été approuvé par le comité d'éthique de I'Université Laval

et I'étude est enregistrée au clinicaltrials.gov (NCT01343342).

6.2 Protocole

Tout d’abord, les sujets ont complété une période de stabilisation de deux semaines durant laquelle ils
recevaient des conseils nutritionnels de la part d’une nutritionniste en vue de satisfaire aux recommandations
du Guide alimentaire canadien pour manger sainement (210). lls devaient appliquer les recommandations et
maintenir leur IMC stable tout au long du protocole. Les instructions suivantes leur étaient également fournies
pour assurer des apports alimentaires stables en AGPI n-3 : limiter la consommation de poisson gras a deux
portions (150 g) par semaine, privilégier la consommation de poissons maigres (des exemples étaient donnés)
et éviter les produits enrichis en AGPI n-3 tels que le lait, le jus, le pain et les ceufs. De plus, les sujets ne
pouvaient pas prendre d’autres suppléments d’AGPI n-3 (comme les graines de lin), de vitamines ni de
produits naturels. Finalement, ils ne devaient pas prendre plus de deux consommations alcoolisées par

semaine.

Par la suite, ils devaient prendre quotidiennement cing capsules d’huile de poisson fournissant un total de 3-
3,3 g dAGPI n-3 (1,9-2,2 g d'AEP et 1,1 g d'ADH) pendant six semaines. L’observance était mesurée par le
retour des bouteilles de capsules et la mesure de l'incorporation de 'AEP et de 'ADH dans les PL du plasma.
Les participants étaient invités a rapporter toute déviation durant le protocole, & noter leur consommation de
poisson et d’alcool et a rapporter les possibles effets secondaires de la supplémentation. Avant chacune des

phases, les participants recevaient des instructions orales et écrites.
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Une nutritionniste a également montré aux participants comment compléter des journaux alimentaires de trois
jours (2 jours de semaine et un de fin de semaine) avant et aprés la supplémentation. Le logiciel Nutrition Data
System for Research Software Version 2011 (Nutrition Coordinating Center (NCC), University of Minnesota,

Minneapolis, MN, USA) a été utilisé pour analyser les apports alimentaires.

6.3 Mesures anthropométriques

Le poids, la taille et le tour de taille ont été mesurés selon les procédures recommandées par la Airlie
Conference (211). Une balance TANITA d’'une précision de 0,1 kg pour le poids et de 1,5 cm pour la taille, a
été utilisée pour mesurer le poids et la taille de chaque participant. Le point de repére pour la mesure de la
circonférence de la taille était la mi-distance entre la premiéere cote flottante et le bord supérieur de la créte
iliaque. Les mesures ont été prises avant et aprés la période de stabilisation ainsi qu’avant et apres la période
de supplémentation. L'IMC a été calculé selon le poids en kilogrammes divisé par la taille en métres carrés
(kg/m?2).

6.4 Parameétres biochimiques

Les échantillons sanguins ont été prélevés d'une veine cubitale antérieure aprés un jedne de 12 heures et une
abstinence d'alcool de 48 heures, puis mis dans des tubes contenant de I'acide éthylénediaminetétra-acétique
(EDTA). lls ont été prélevés avant la période de stabilisation pour identifier et exclure les sujets avec des
désordres métaboliques. Par la suite, d'autres échantillons ont été pris avant et aprés la période de
supplémentation. Le sang a ensuite été centrifugé (2500 g pour 10 min a 4°C) et les échantillons plasmatiques
ont été aliquotés et congelés pour des analyses subséquentes. Une partie des échantillons a été envoyée au
laboratoire du Centre hospitalier de I'Université Laval (CHUL) pour les analyses biochimiques et le bilan
lipidique. Les concentrations de CT et de TG ont été mesurées a l'aide d’essais enzymatiques (212). La
fraction de C-HDL a été obtenue aprés la précipitation des particules VLDL et LDL a I'aide de chlorure de
manganése et d’héparine (213). Le C-LDL a été calculé avec la formule de Friedewald (214). Les
concentrations d’'apoB-100 ont été mesurées dans le plasma selon la méthode immunoélectrophorétique de
Laurell, tel que décrit précédemment (215). Finalement, les concentrations de CRP ont été mesurées par

néphélométrie (Prospect equipment Behring) (216).
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6.5 Composition lipidique de phospholipides du plasma

Les lipides ont été extraits du plasma avec du chloroforme et du méthanol (2:1 par volume) selon une
adaptation de la méthode de Folch (217). Les PL totaux ont été séparés par chromatographie avec une
combinaison d'acide acétique et d’éther isopropyle. Les acides gras des PL isolés ont ensuite été méthylés et
la chromatographie par gaz capillaire a été utilisée pour obtenir les profils d’acides gras. Cette technique a été

validée précédemment (218).

6.6 Sélection des SNPs et génotypage

Les SNPs dans PLA2G2A, PLA2G2C, PLA2G2D, PLA2G2F, PLA2G4A, PLA2G6 et PLA2G7 ont été identifiés
a laide de l'lnfernational HapMap Project SNP database, based on the National Center for Biotechnology
Information (NCBI) B36 assembly Data Rel phase Il + Ill, build 126. La procédure Tagger dans le logiciel
Haploview V4.2 a été utilisée pour déterminer les SNPs a étudier en utilisant une fréquence de l'alléle mineure
(MAF) de 5% et un pairwise tagging (R? = 0.80). La procédure LD dans Haploview v4.2 a été utilisée pour
étudier le déséquilibre de liaison entre 5 SNPs de PLA2G2A, 6 de PLA2G2C, 8 de PLA2G2D, 6 de PLA2G2F,
22 de PLA2G4A, 5 de PLA2G6 et 9 de PLA2G7 pour couvrir les variations communes de ces génes. La
plupart des SNPs était en déséquilibre de liaison (R? = 0.80) et le R2 moyen était de 0,943 pour PLA2G2A,
0,974 pour PLA2G2C, 1,0 pour PLA2G2D, 0,976 pour PLA2G2F, 0,975 pour PLA2G4A, 0,968 pour PLA2G6
et 0,973 pour PLA2G7. Le kit SIGMA GenElute Gel Extraction Kit (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA),
ainsi que les amorces et les sondes TagMan ont été utilisés pour le génotypage (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA ) (219). L'ADN a ensuite été mélangé avec du TagMan Universal PCR Master Mix
(Thermo Fisher Scientific), des amorces spécifiques aux génes et un mélanges de sondes (predeveloped
TagMan SNP Genotyping Assays; Thermo Fisher Scientific) dans un volume final de 10 uL. Enfin, les
génotypes ont été déterminés avec le systéme 7500 Real-Time PCR et ils ont été analysés avec I'ABI Prism
SDS version 2.0.5 (Thermo Fisher Scientific). Les homozygotes avec une fréquence génotypique <5% ont été

regroupés avec les hétérozygotes pour les analyses statistiques.

6.7 Analyses bio-informatiques

Afin de vérifier I'effet des SNPs situés dans la région codante de PLA2G2C, PLA2G2D, PLA2G2F et PLA2G7
sur 'épissage de 'ARNm, le programme Exonic Splicing Enhancer Finder 3.0 (ESE finder 3.0) a été utilisé
(220;221). Les SNPs des autres génes n'ont pas été analysés a l'aide de ce logiciel, car aucun ne se

retrouvait dans les régions codantes. Les programmes Web SIFT (http://blocks.fherc.org/sift/SIFT.html) et
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PolyPhen (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/) ont également été utilisés pour prédire l'effet de la

substitution d’acide aminé sur la fonction des génes.

6.8 Analyses statistiques

Le logiciel SAS Statistical Software v9.3 (SAS Institute, Cary, N.C.) a été utilisé pour toutes les analyses
statistiques, a I'exception de la procédure ALLELE, qui a été exécutée a I'aide du logiciel SAS Genetics v9.3.
La procédure ALLELE a été employée pour vérifier I'équiliore d’'Hardy Weinberg (HWE) et pour calculer les
fréquences de l'alléle mineur des SNPs sélectionnés. Les fréquences génotypiques ne variaient pas de celles
prédites par 'HWE, a I'exception de rs10911946 dans PLA2G4A, qui a été exclu des analyses statistiques.
Deux participants dont les données de TG étaient manquantes ont été exclus pour les analyses sur les TG.
Pour ce qui est des analyses sur la CRP les sujets présentant une CRP = 10 mg/L ont été exclus. Donc, 208
sujets ont été considérés pour les analyses statistiques sur les niveaux de TG et 191 sujets pour celles sur les
niveaux de CRP. Les valeurs qui n’étaient pas normalement distribuées ont été transformées en log(10) ou en

inverse négatif avant les analyses statistiques.

Le détail des analyses statistiques se retrouve dans les articles formant les chapitres 2 et 3. De fagon
sommaire, des analyses de variance (ANOVA) ont été effectuées pour vérifier les différences entre les
caractéristiques de base des sujets. Un test de t-pairé de Student a été utilisé pour vérifier les différences
entre les apports en nutriments avant et aprés la supplémentation. La procédure MIXED pour mesures
répétées a été utilisée pour tester I'effet du génotype, de la supplémentation en AGPI n-3 et de l'interaction
génotype par supplémentation sur les niveaux de TG, d’AGPI n-6 et de CRP. Le modéle pour les analyses sur
les TG était ajusté pour I'age, le sexe, 'IMC ainsi que I'apport énergétique et les modeles pour les analyses
sur les AGPI n-6 et la CRP étaient ajustés pour 'age et I'IMC. Des corrélations ont également été utilisées
pour mettre en relation les niveaux d’AGPI n-6 dans les PL et les niveaux de CRP plasmatiques. Finalement,
des régressions linéaires ont également été utilisées pour identifier les SNPs qui pouvaient expliquer un
pourcentage de la variance dans les niveaux de TG et de CRP aprés la supplémentation. Le niveau de

significativité a été défini a p < 0,05.
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Chapitre 2. Association entre les polymorphismes
des génes des phospholipases A2 et la réponse
des triglycérides plasmatiques en réponse a une
supplémentation en acides gras polyinsaturés
oméga-3 : une étude clinique

Association between polymorphisms in phospholipase A2 genes and the plasma triglyceride response to an n-

3 PUFA supplementation: a clinical trial

Cet article a été publié en février 2015 dans le journal Lipids in Health and Disease (222). Jai effectué le
génotypage en laboratoire, les analyses statistiques et rédigé le manuscrit. De plus, les résultats de cet article
ont également été présentés sous forme daffiche au congrés conjoint de la Société québécoise de lipidologie,
de nutrition et de métabolisme (SQLNM), qui s’est tenu au mois de février 2015 au Mont Orford, Québec et
sous forme de présentation orale le 20 mai 2015 a la journée de la recherche de la Faculté des sciences de

I'agriculture et de I'alimentation de I'Université Laval, Québec.

31



Résumé de larticle

Objectif ; Vérifier si les variations génétiques dans les génes des phospholipases A2 influencent les niveaux
de triglycérides (TG) plasmatiques d'adultes en santé et en surpoids, suite a une supplémentation en acides

gras polyinsaturés oméga-3 (AGPI n-3).

Méthodes : Un total de 208 sujets en bonne santé, agés de 18 a 50 ans et ayant un indice de masse
corporelle (IMC) entre 18 et 40 kg/m? ont été recrutés dans la région métropolitaine de Québec. lls ont
consommé 5 g par jour d’huile de poisson (1,9 g a 2,2 g d’acide eicosapentaénoique et 1,1 g d’acide
docosahexaénoique) pendant six semaines. Leurs lipides plasmatiques ont été mesurés avant et aprés la
période de supplémentation. Les SNPs de PLA2G2A (5), PLA2G2C (6), PLA2G2D (8), PLA2G2F (6),
PLA2G4A (22), PLA2G6 (5) et PLA2G7 (9) ont été génotypés a l'aide de la méthodologie TAQMAN. La
procédure MIXED pour mesures répétées et permettant un ajustement pour I'age, le sexe, I'IMC et I'apport
énergétique, a été utilisée pour tester les effets du génotype, de la supplémentation et de linteraction

(génotype par supplémentation) sur les niveaux de TG.

Résultats : La supplémentation en AGPI n-3 avait un effet indépendant sur les niveaux de TG. Des effets du
génotype sur les niveaux de TG ont été observés pour rs2301475 dans PLA2G2C, rs818571 dans PLA2G2F
et rs1569480 dans PLA2G4A. Des effets d'interaction génotype par supplémentation ont également été
observés pour rs1805018 dans PLA2G?7, ainsi que pour rs10752979, rs10737277, rs7540602 et rs3820185
dans PLA2G4A.

Conclusion : Ces résultats suggérent que des SNPs dans les génes des phospholipases A2 pourraient

influencer les niveaux plasmatiques de TG suite a une supplémentation en AGPI n-3.
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ABSTRACT

Background: Fish oil-derived long-chain omega-3 (n-3) polyunsaturated fatty acids (PUFAs), including
eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA), reduce plasma triglyceride (TG) levels.
Genetic factors such as single-nucleotide polymorphisms (SNPs) found in genes involved in metabolic
pathways of n-3 PUFA could be responsible for well-recognized heterogeneity in plasma TG response to n-3
PUFA supplementation. Previous studies have shown that genes in the glycerophospholipid metabolism such
as phospholipase A2 (PLA2) group I, IV, and VI, demonstrate changes in their expression levels in peripheral

blood mononuclear cells (PBMCs) after n-3 PUFA supplementation.

Methods: A total of 208 subjects consumed 3g/day of n-3 PUFA for 6 weeks. Plasma lipids were measured
before and after the supplementation period. Five SNPs in PLA2G2A, six in PLA2G2C, eight in PLA2G2D, six
in PLA2G2F, 22 in PLA2G4A, five in PLA2G6, and nine in PLA2G7 were genotyped. The MIXED Procedure
for repeated measures adjusted for age, sex, BMI, and energy intake was used in order to test whether the
genotype, supplementation or interaction (genotype by supplementation) were associated with plasma TG

levels.

Results: The n-3 PUFA supplementation had an independent effect on plasma TG levels. Genotype effects on
plasma TG levels were observed for rs2301475 in PLA2G2C, rs818571 in PLA2G2F, and rs1569480 in
PLA2G4A. Genotype x supplementation interaction effects on plasma TG levels were observed for rs1805018
in PLA2G7 as well as for rs10752979, rs10737277, rs7540602, and rs3820185 in PLA2G4A.

Conclusion: These results suggest that SNPs in PLA2 genes may influence plasma TG levels during a

supplementation with n-3 PUFA. This trial was registered at clinicaltrials.gov as NCT01343342.

Keywords: Gene-diet interactions, plasma lipid levels, omega-3 fatty acids, phospholipase, nutrigenetics
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BACKGROUND

Cardiovascular disease (CVD) is the leading cause of mortality worldwide [1]. Triglyceride (TG) is an
independent risk factor of CVD [2]. Fish oil-derived long-chain omega-3 (n-3) polyunsaturated fatty acids
(PUFAs), including eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA) play a significant role in
preventing CVD [3]. The potential underlying mechanisms of n-3 PUFAs for reducing CVD risk are related to
their hypo-triglyceridemic, anti-inflammatory, anti-atherogenic, and anti-arrhytmic effects [4]. Health
organizations around the world currently recommend consumption of EPA and DHA to reduce CVD risk [5-8].
More specifically, the American Heart Association (AHA) recommends an intake of 2 to 4 g of EPA/DHA per

day for patients who need to lower their TG levels [5].

Yet, there is a well-recognized heterogeneity in the plasma TG response to n-3 PUFA supplementation [9]. For
example, in the Fish Oil Intervention and Genotype (FINGEN) Study, 31% of all volunteers showed no
reduction in plasma TG after taking 1.8 g EPA and DHA per day for 8 weeks [10]. The inter-individual
variability observed in the plasma lipid response to an n-3 PUFA supplementation may partly result from
genetic variations in genes involved in metabolic pathways of n-3 PUFA [9,11,12]. Understanding the genetic
determinants of inter-individual variability to n-3 PUFA supplementation would provide a more rational basis for

advising individuals on intake levels likely to achieve optimal reduction in CVD risk [9].

Our team worked on differences in metabolomic and transcriptomic profiles between responders and non-
responders to an n-3 PUFA supplementation and found that the lipid metabolism pathways appears to be one
of the most different between those two groups [13]. Genes in the glycerophospholipid metabolism such as
phospholipase A2 (PLA2) group Il, IV, and VI had changes in their expression levels after n-3 PUFA

supplementation [13].

The PLA2 represents an important superfamily of enzymes that catalyze the hydrolysis of the ester bond at the
sn-2 position of phospholipids to yield non-esterified fatty acids such as AA and lysophospholipids [14].
Usually, these products lead to the generation of a variety of downstream signaling molecules including
prostaglandins, leukotrienes, lysophospholipids, platelet activating factor (PAF), and oxidized lipids [15-20]. AA
release by PLA2 catalytic reaction is the initial and rate-limiting step for the biosynthesis of eicosanoids [21].
Currently these enzymes are classified into six major groups with many subgroups, depending on their
functions and cellular locations: the secreted PLA2 (sPLA2), lipoprotein-associated PLA2 (Lp-PLA2), cytosolic
PLA2 calcium-dependent (cPLA2), cytosolic PLA2 calcium-independent (iPLA2), lysosomal PLA2 (IPLA2) and
adipose-specific PLA2 (adPLA) [21]. In addition, elevated plasma PLA2 activity, likely sPLA2G2A, is an
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independent risk factor for CVD [22,23] and variations on the PLA2G4A gene are associated with a CVD
phenotype mediated by dietary PUFAs [24].

The objective of the present study is to examine whether genetic variations in PLA2 genes influence plasma

TG levels of healthy overweight adults following an n-3 PUFA supplementation.
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METHODS

Study Population

A total of 254 subjects from the greater Quebec City metropolitan area were recruited to participate in the
study between September 2009 and December 2011 via electronic messages sent to university students and
employees as well as advertisements in local newspapers. The participants had to be between 18 and 50
years old, have a body mass index (BMI) between 25 and 40 kg/m2, be non-smokers, and with no current lipid-
lowering medications. They also needed to be free of any thyroid or metabolic disorders requiring treatment,
e.g. diabetes, hypertension, severe dyslipidemia, and coronary heart disease (CHD). Subjects were not
included if they had taken n-3 PUFA supplements for at least 6 months prior to the beginning of the study. A
total of 210 subjects completed the intervention protocol and 208 had plasma TG levels data available for
further analyses. The experimental protocol was approved by the Ethics Committees of Laval University

Hospital Research Center and Laval University. The trial was registered at clinicaltrials.gov as NCT01343342.

Study Design and Diets

First, subjects followed a two-week run-in period during which they received dietary instructions by a trained
registered dietitian to achieve the recommendations from Canada’s Food Guide to Healthy Eating. They were
asked to apply these dietary recommendations and maintain their body weight stable throughout the protocol.
The following instructions were given to ensure stable n-3 PUFA dietary intake: do not exceed two fish or
seafood servings per week (maximum 150 g), prefer white flesh fish to fatty fish (examples were given), and
avoid enriched n-3 PUFA food such as milk, juices, bread, and eggs. In addition, subjects were not allowed to
take n-3 PUFA supplementation (such as flaxseed), vitamins, or natural health products during the protocol.

They were also asked to limit their alcohol consumption to two drinks per week.

Second, after the two-week run-in period, subjects received a bottle containing needed n-3 PUFA capsules
(Ocean Nutrition, Nova Scotia, Canada) for the following six weeks of supplementation. Subjects had to take
five capsules per day (1 g of fish oil concentrate each) providing a total of 3 g of n-3 PUFA (including 1.9 ¢
EPA and 1.1 g DHA) per day. Compliance was assessed from the return of bottles and by measuring the
incorporation of EPA and DHA in plasma phospholipids (PL). The participants were asked to report any
deviation during the protocol, write down their alcohol and fish consumption as well as the side effects of
supplementation. Before each phase, subjects received detailed written and oral instructions on their diet.

A registered dietitian showed the participants how to complete a 3-day (2 weekdays and 1 weekend day) food
journal before and after n-3 PUFA supplementation. Nutrition Data System for Research software version 2011
(Nutrition Coordinating Center (NCC), University of Minnesota, Minneapolis, MN, USA) was used to analyse

dietary intakes.
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Anthropometric Measurements
Body weight, height, and waist girth were measured according to the procedures recommended by the Airlie
Conference [25] and were taken before the run-in period as well as before and after n-3 PUFA

supplementation. BMI was calculated as weight in kilograms divided by height in meters squared (kg/m2).

Biochemical Parameters

Blood samples were collected from an antecubital vein into vacutainer tubes containing EDTA after 12-hour
overnight fast and 48-hour alcohol abstinence. Blood samples were drawn before the run-in period to identify
and exclude participants with metabolic disorders. Afterwards, the selected participants had blood samples
taken before and after the n-3 PUFA supplementation period. Plasma was separated by centrifugation (2,500
g for 10 min at 4 °C), and samples were aliquoted and frozen for subsequent analyses. Plasma total
cholesterol (TC) and TG concentrations were measured using enzymatic assays [26]. The high-density
lipoprotein cholesterol (HDL-C) fraction was obtained after precipitation of very-low density lipoprotein (VLDL)
and low-density lipoprotein (LDL) particles in the infranatant with heparin manganese chloride [27]. LDL
cholesterol (LDL-C) was calculated with the Friedewald formula [28]. Apolipoprotein B-100 concentrations
were measured in plasma by the rocket immune-electrophoretic method of Laurell, as previously described
[29]. Plasma C-reactive protein (CRP) was measured by nephelometry (Prospec equipment Behring) using a

sensitive assay [30].

Fatty acid composition of plasma phospholipids

According to a modified Folch method, plasma lipids were extracted with chloroform:methanol (2:1, by volume)
[31]. Total PL were separated by thin layer chromatography using a combination of acetic acid and isopropyl
ether. Fatty acids of isolated PL were then methylated and capillary gas chromatography was then used to

obtain fatty acids profiles. This technique has been previously validated [32].

SNP Selection and Genotyping

SNPs in PLA2G2A, PLA2G2C, PLA2G2D, PLA2G2F, PLA2G4A, PLA2G6, and PLA2G7 were identified with
the International HapMap Project SNP database, based on the National Center for Biotechnology Information
(NCBI) B36 assembly Data Rel phase Il + Ill, build 126 (Table 1). Tagger procedure in Haploview software
V4.2 was used to determine tag SNPs (tSNPs) using a minor allele frequency (MAF) of 5% and pairwise
tagging (R2 = 0.80). The LD procedure in Haploview V4.2 was then used to examine linkage disequilibrium
(LD) between 5 SNPs in PLA2G2A, 6 in PLA2G2C, 8 in PLA2G2D, 6 in PLA2G2F, 22 in PLA2G4A, 5 in
PLA2G6, and 9 in PLA2G7 covering all common variations (MAF > 5%) in these genes. Most of the SNPs
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were in LD (R2 = 0.80), and the mean R2 was 0.943 for PLA2G2A, 0.974 for PLA2G2C, 1.0 for PLA2G2D,
0.976 for PLA2G2F, 0.975 for PLA2G4A, 0.968 for PLA2G6, and 0.973 for PLA2G7. The SIGMA GenElute Gel
Extraction Kit (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) has been used to extract genomics DNA. Selected
SNPs (Table 1) were genotyped using validated primers and TagMan probes (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA ) [33]. DNA was then mixed with TagMan Universal PCR Master Mix (Thermo Fisher
Scientific.), with a gene-specific primer and probe mixture (predeveloped TagMan SNP Genotyping Assays;
Thermo Fisher Scientific.) in a final volume of 10 pL. Thereafter, genotypes were determined using a 7500
Real-Time PCR System and analyzed using ABI Prism SDS version 2.0.5 (Thermo Fisher Scientific.). Minor

allele homozygotes with a genotype frequency <5 % were grouped with heterozygotes for statistical analyses.

Statistical Analyses

All statistical analyses were performed with SAS Statistical Software V9.3 (SAS Institute, Cary, N.C., USA),
except for the ALLELE Procedure, which was done with SAS Genetics V9.3. The ALLELE Procedure was
used to verify departure from the Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) and calculate MAF. Values that were not
normally distributed were log10 or negative reciprocal transformed before analysis. ANOVA was used to test
for significant differences in metabolic characteristics between men and women at baseline with age, sex, and
BMI included in the model. A paired t-test was used to test for significant differences between various nutrient
intakes before and after n-3 PUFA supplementation. A linear regression using the stepwise bidirectional
elimination approach was applied to assess which SNPs could explain part of the plasma TG level variance.
The 61 SNPs were in HWE. First, the MIXED procedure for repeated measures was used to test for the effects
of the genotype, supplementation and genotype x supplementation interaction on plasma TG in a model
adjusted for age, sex, BMI, and energy intake. Secondly, ANOVAs adjusted for age, sex, BMI, energy intake,
and pre-supplementation plasma TG levels were used to test the differences in TG levels after

supplementation between genotypic groups. Statistical significance was defined as p < 0.05.
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RESULTS

Allele frequencies of selected SNPs are shown in Table 1. All SNPs were in HWE. Therefore, associations
with 61 SNPs were tested in statistical analyses. The percent coverage was 90% for PLA2G2A, 85% for
PLA2G2C, 90% for PLA2G2D, 80% for PLA2G2F, 85% for PLA2G4A, 98% for PLA2G6, and 93% for
PLA2G7. While most of the SNPs selected were intronic, one PLA2G2C SNP, one PLA2G2D SNP, and two
PLA2G7 SNPs were located in exons and resulted in amino acid changes: rs6426616 (GIn — Arg), rs584367
(Ser — Gly), rs1805017 (Arg — His), and rs1805018 (lle — Thr).

Baseline characteristics of the study participants are presented in Table 2. As required by inclusion criteria,
men and women were overweight (mean BMI > 25 kg/m?) and had mean plasma TG levels slightly above the
cut-off value of 1.13 mmol/l recommended by the AHA for optimal plasma TG levels [34]. Significant gender
differences were observed for weight, HDL-C, TG, and CRP levels. Daily energy and nutrient intakes
measured by a 3-day food record are presented in Table 3. After n-3 supplementation, energy, carbohydrate,
protein, and saturated fat intakes including n-3 supplements were significantly different from the pre-
supplementation period (p=0.006, p<0.0001, p=0.002, and p<0.0001 respectively). PUFA intakes after the

supplementation (including fish oil capsules and food) were significantly higher (p=0.0002).

Subjects were asked to limit their fish intake to no more than two servings per week (one serving of fish = 75
g). Based on the compliance questionnaire, the mean intake of fish was of 0.89 serving per week during the n-
3 PUFA supplementation period. Accordingly, subjects who had consumed the maximum quantity of fish
permitted each week (150 g) would have had an extra 0.43 g of EPA and DHA per day. Following the
supplementation, TG levels decreased in 71.2% and increased in 28.8% of the subjects (delta mean £ SD = -

0.25+0.15and 0.20 £ 0.19 mmol/l, respectively), as previously reported [35].

We further tested the independent effect of the genotype, the supplementation or the interaction (genotype by
supplementation) on plasma TG levels. First, the supplementation had an independent effect on plasma TG
levels (p< 0.0001), as expected. Secondly, three SNPS, one of PLA2G2C (rs2301475), one of PLA2G2F
(rs818571), and one of PLA2G4A (rs1569480) were associated with plasma TG levels. Thirdly, interaction
effects between n-3 PUFA supplementation and genotype were observed for one SNP of PLA2G7
(rs1805018) and four of PLA2G4A (rs10752979, rs10737277, rs7540602, and rs3820185) (Table 4). All
associations remained significant after further adjustments for changes in carbohydrate, protein and saturated

fat intakes and for changes in PUFA levels in plasma phospholipids (data not shown).
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Further analyses revealed that post-supplementation plasma TG levels were different only for rs2301475
(PLA2G2C) and rs1569480 (PLA2G4A) but not for rs818571 (PLA2G2F). Figures 1 and 2 show significant
differences between post-supplementation plasma TG levels of genotype groups for rs2301475 and
rs1569480 after adjustments for age, sex, BMI, and energy. However, the association was no longer

significant for these two SNPs after adjustment for pre-supplementation plasma TG levels.

Finally, 60 SNPs were included in a linear regression model, post-supplementation plasma TG levels as the
dependant variable, adjusted for pre-supplementation plasma TG levels, age, sex, BMI, and energy intake.
Using the stepwise bidirectional selection method, SNPs in PLA2G2D, PLA2G7, and PLA2G4A were
associated (p < 0.05) with post-supplementation TG levels. Rs132989 from PLA2G6, rs1805018 from
PLA2G7, rs679667 and rs12045689 from PLA2G2D and rs10752979 and rs1160719 from PLA2G4A
explained, respectively 1.06, 1.14, 0.98, 0.63, 1.27, and 0.82% of the trait. In sum, SNPs on those genes
explain 5.9% of the trait.
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DISCUSSION

In this study, we tested whether the plasma TG levels response of healthy overweight adults to n-3 PUFA
supplementation is modulated by genes encoding PLAZ2. Our team observed that PLA2G2A, PLA2G2C,
PLA2G2D, PLA2G2F, PLA2G4A, and PLA2G6 are modulated by n-3 PUFA supplementation, since they were
differentially expressed in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) after supplementation [13]. PLA2
family was shown to be influenced by n-3 PUFA supplementation so we included PLA2G7 since its gene

product is a secreted enzyme whose activity is associated with CHD biomarkers [36,37].

In the present study, we tested the independent effects of the supplementation, genotypes of selected SNPs in
PLA2 genes, and genotype x supplementation interaction on plasma TG levels. As expected, n-3 PUFA
supplementation significantly lowered plasma TG levels, a finding that is concordant with results reported in
literature [10,38]. Moreover, three SNPs of PLA2 genes influenced TG levels independently of the
supplementation. In addition, genotypes x supplementation interaction effects were observed for five SNPs as
previously mentioned. These SNPs and interaction effects considerably contributed to explain inter-individual
variability in plasma TG levels after n-3 PUFA supplementation. Despite the fact that some nutrient intakes
were significantly different pre- and post-supplementation, further analyses taking into account changes in
carbohydrate, protein and saturated fat intakes revealed that results remained the same (data not shown).
SNPs of PLA2G2D, PLA2G7, and PLA2G4A explained 5.9% of the variance in post TG supplementation, in a

linear regression model.

Our study showed that genetic factors, especially SNPs of PLA2G2C, PLA2G2F, PLA2G4A, and PLA2G7
influenced plasma TG levels response to n-3 supplementation and therefore potentially explained the
variability observed which is consistent with findings from other investigators [9,10,38]. PLA2G2C and
PLA2G2F that are part of the sPLA2 group have been less studied. PLA2G2C appears to be a non-functional
pseudogene, unlike its rodent counterpart [39]. PLA2G2F has a twofold preference for AA over linoleic acid in
vitro and that its expression generally increases in the aorta consecutively with advance of atherosclerosis
[40,41].

PLA2G7 encodes human Lp-PLA2, also known as platelet-activating factor acetylhydrolase (PAF-AH), which
has been much largely studied in the literature [21]. Lp-PLA2 may play an important role in the
pathophysiology of inflammation because it participates in the oxidative modification of LDL [42]. High levels of
Lp-PLA2 mass and activity were associated with the risk of CHD, stroke, and cardiovascular mortality [43]. It

also may be an emerging biomarker for improved cardiovascular risk assessment in clinical practice and a
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potential therapeutic target for primary and secondary prevention of CVD [43]. The rs1805017 G and
rs1051931 A alleles of PLA2G7 gene were found to be associated with coronary artery disease (CAD) [44] yet,
up to now, studies are inconclusive on the association between PLA2G7 variants and cardiovascular risk
[43,45-47]. SNP rs1805018 tended toward significantly decreased expression of the PLA2G7 gene [44] and
decreased Lp-PLA2 activity [48].

One of our selected SNPs, rs1805018 (1198T), was part of the SNPs that had a genotype x supplementation
interaction and was in strong-LD with SNPs found in the literature, namely rs201554087 (V279P), rs1051931
(A379V), and rs1805017 (R92H) [48]. Consequently, we may suppose that the genotype x supplementation
effect we observed with rs1805018 is partly the reflection of these other functional SNPs. Further analyses
performed with ESEfinder 3.0 showed that rs1805018 located in the coding region may impact mRNA splicing.
However, analyses with SIFT and PolyPhen-2 did not confirm the potential functional effect of this SNP since

the amino acid change was considered tolerated or benign.

Therefore, the majority of genotype x supplementation effects were observed with SNPs within PLA2G4A gene
(rs10752979, rs10737277, rs7540602, and rs3820185). PLA2G4A encodes a cPLA2 that is now considered a
central enzyme for mediating eicosanoid production and thus plays a major role in inflammatory diseases.
Indeed, PLA2G4A hydrolysis of phospholipid substrates has high substrate specificity for AA at the sn-2
position [21]. The release of AA has been linked to the action of cPLA2 but release of DHA is less clear,
although the action of iPLA2 has been suggested in literature [49,50]. In addition, a functional variant
(rs12746200) was associated with CVD phenotype mediated by dietary PUFAs [24]. Interestingly, our team
demonstrated that participants who did not lower their TG levels (non-responders) had lower PLA2G4A
expression after n-3 PUFA supplementation and that PLA2G4A was expressed in opposite direction between
responders and non-responders after supplementation [13]. We could postulate that a lower PLA2G4A
expression may decrease the release of EPA, DHA, and AA from cellular membrane and thus decrease
activation of peroxisome proliferator-activated receptors alpha (PPAR-a) and PPAR-y and their action to
reduce TG levels [51-53]. Indeed, n-3 and AA activate PPAR-a to decrease TG and VLDL secretion and
increase fatty acid oxidation in the liver. N-3 and AA also activate PPAR-y in the adipose tissues to improve
insulin sensitivity, increasing TG clearance, supressing lipolysis and hepatic TG production, thus helping to
decrease TG levels [54-56].
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CONCLUSION

Data from the present study suggest that SNPs within PLA2 genes may modulate plasma TG levels after n-3
PUFA supplementation in healthy overweight adults. These results need to be replicated in other independent
studies, therefore we will be able to better understand the potential functional mechanism underlying these
genetic associations. In conclusion, these results indicate that gene-diet interaction effects may modulate the
response of plasma TG levels to n-3 PUFA intakes and thus contribute to the explanation of the inter-individual

variability observed.
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Table 1. Selected polymorphisms in phospholipase A2 genes

Gene dbSNP No. Sequence Position Allele frequency
PLA2G2A rs876018 ATACIA/TITGAT 3-UTR A (n=352) T (n=66)
0.8421 0.1579
rs955587 GCGT[A/G]GACT Intron G (n=352) A (n=68)
0.8381 0.1619
rs3753827 GTAA[G/T]GCCC Intron G (n=233) T (n=185)
0.5574 0.4426
rs11573156 GGAG[C/GJAGCT 5-UTR C (n=326) G (n=94)
0.7762 0.2238
rs11573142 ATGGIC/TJATTC NearGene-5 T (n=406) C (n=14)
0.9667 0.0333
PLA2G2C rs6426616 AGCCIA/G]GCCC Missense Q[GIn]-> G (n=249) A (n=171)
R[Arg] 0.5929 0.4071
rs12139100 GGGG[CIT]GAAG Stop-gain C (n=356) T (n=64)
0.8476 0.1524
rs10916716 ACCCIA/G]GGCC Intron A (n=358) G (n=62)
0.8524 0.1476
rs2301475 GGAGIA/G]TATT Intron A (n=294) G (n=98)
0.7000 0.3000
rs10916712 GAAG[G/C]TGTG 3-UTR C (n=322) G (n=98)
0.76677 0.2333
rs10916718 GCTC[A/GJAAGC Intron A (n=237) G (n=183)
0.5643 0.4357
PLA2G2D rs578459 TATC[AT]ITCCA 3-UTR A (n=234) T (n=186)
0.5571 0.4429
rs16823482 ATTT[T/C]TCAC Intron T (n=399) C (n=21)
0.9500 0.0500
rs3736979 ACTG[G/AIGTGC Intron G (n=309) A (n=111)
0.7357 0.2643
rs584367 GTGC[A/G]GCAT Missense S G (n=262) A (n=158)
[Ser] -> G [Gly] 0.6238 0.3762
rs12045689 GGAGIT/CJAAGA Intron T (n=381) C (n=39)
0.9071 0.0929
rs679667 CCCCIG/AICTGC Intron G (n=381) A (n=39)
0.9071 0.0929
rs17354769 AACT[A/G]GGGC NearGene-5 A (n=399) G (n=19)
0.9545 0.0455
rs10916711 CTAG[T/C]GATT Intron T (n=266) C (n=148)
0.6425 0.3575
PLA2G2F rs12065685 GGGCIC/T]TCTG Non-coding exon T (n=369) C (n=51)
0.8786 0.1214
rs6657574 TGACICIT]ITTGC Non-coding exon  C (n=345) T (n=75)
0.8214 0.1786
rs11582551 ATCT[C/TICTGT Intron T (n=303) C (n=117)
0.7214 0.2786
rs818571 CGCCICITIGGAC 3-UTR C (n=296) T (n=124)
0.7048 0.2952
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PLA2G4A

PLA2G6

rs631134

rs11583904

rs979924

rs2076075

rs3736741

rs10911949

rs10752979

rs1160719

rs10737277

rs12720702

rs7522213

rs7540602

rs10157410

rs12720497

rs4651331

rs1569480

rs10911935

rs12353944

rs11576330

rs10489410

rs10911946

rs3820185

rs12746200

rs11587539

rs5750546

ATTC[G/AIGTGA
TGAG[A/G|TGGA
TACA[C/TITGCA
ATTC[G/AITATAC
TTCCIA/GIGGCT
CTAA[CIT|GGCA
TCTCIA/GITTGT
TTTCIA/GITTAT
ATCA[C/GJACAC
AATA[A/GICAAG
ATTA[CITIATCC
CTCTIG/T|GACA
TTTTIC/GJACTA
CCAG[C/T|GACC
CAAG[GITJAGCA
TCAC[A/GJATGG
ACTC[GIT]TGAT
AAAA[C/TICTGA
CACA[CIT]CCAC
TTTC[GITITAGT
TTAG[C/TITGAC
CATG[G/T]TGAG
CCAG[A/GJATCA
TAGGIAT|TTTG

TAAA[G/AJGAAA

NearGene-5

Intron

NearGene-5

Intron

Intron

Intron

Intron

Intron

Intron

Intron

Intron

Intron

Intron

Intron

Intron

Intron

Intron

Intron

Intron

Intron

Intron

Intron

Intron

Intron

Intron

G (n=335)
0.7976

A (n=71)
0.169

C (n=33)
0.0786

G (n=381)
0.9071

A (n=320)
0.7619

C (n=222)
0.5286

A (n=68)
0.1619

A (n=79)
0.1881

C (n=231)
0.55

A (n=386)
0.919

C (n=403)
0.9595

G (n=379)
0.9024

C (n=57)
0.1357

C (n=262)
0.6238

G (n=101)
0.2405

A (n=236)
0.5619

G (n=337)
0.8024

C (n=76)
0.181

C (n=38)
0.0905

G (n=16)
0.0381

C (n=299)
0.7119

G (n=283)
0.3262

A (n=384)
0.9143

A (n=243)
0.5786

G (n=259)
0.6167

A (n=85)
0.2024

G (n=349)
0.831

T (n=387)
0.9214

A (n=39)
0.0929

G (n=100)
0.2381

T (n=198)
0.4714

G (n=352)
0.8381

G (n=341)
0.8119

G (n=189)
0.45

G (n=34)
0.081

T (n=17)
0.0405

T (n=41)
0.0976

G (n=363)
0.8643

T (n=158)
0.3762

T (n=319)
0.7595

G (n=184)
0.4381

T (n=83)
0.1976

T (n=344)
0.819

T (n=382)
0.9095

T (n=404)
0.9619

T (n=121)
0.2881

T (n=137)
0.3262

G (n=36)
0.0857

T (n=177)
0.4214

A (n=161)
0.3833
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PLA2G7

rs132989

rs133016

rs2235346

rs2284060

rs12195701

rs12528807

rs1421368

rs1421378

rs17288905

rs1805017

rs1805018

rs6929105

rs7756935

GGGG[G/AJACAG
AGTG[G/AJACCC
TGCCIC/A|GGGG
AATCA/GIACGC
ATGTIG/AIGATC
CCACIA/C]GATC
ATGA[C/TICTTA
TGAT[T/CICGGA
TCCA[T/CJAGCA
GATC[G/AICCTT
GAAA[T/CIAGGG
TGAA[A/GIGATG

GGGG[G/T]TAGA

Intron
Intron
Intron
Intron
Intron
Intron
Intron
NearGene-5
Intron
Missense R [Arg] ->
H [His]
Missense |
[lle] -> T [Thr]

Intron

Intron

G (n=392)
0.9333

G (n=215)
0.5119

C (n=200)
0.4762

A (n=228)
0.5429

G (n=333)
0.7929

A (n=379)
0.9024

C (n=34)
0.081

T (n=244)
0.581

T (n=378)
0.9214

G (n=304)
0.7238

T (n=403)
0.9595

A (n=98)
0.2333

G (n=85)
0.2024

A (n=28)
0.0677

A (n=205)
0.4881

A (n=220)
0.5238

G (n=192)
0.4571

A (n=87)
0.2071

C (n=41)
0.0976

T (386)
0.919

C (n=176)
0.419

C (n=33)
0.0786

A (n=116)
0.2762

C (n=17)
0.0405

G (n=322)
0.7667

T (n=335)
0.7976

Allelic frequencies were obtained using the ALLELE Procedure (SAS Genetics v9.3)
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Table 2. Baseline characteristics of the study sample (n=208)

Characteristics All Men Women p?
Study population, n 208 96 112

Age, years 308+87 312+81 305%9.1 0.55
Weight, kg4 814+139 8721134 764+123 <0.0001*
BMI (kg/m2) bd 278+37 275+36 28238 0.13
Waist circumference,cm  93.3+108 948+11.0 92.0+104 0.06
TC, mmol/Le 482+101 480+1.00 4.83+1.02 0.75
HDL-C, mmol/Le 146+£0.39 1.29+£0.31 1.61+£0.39 <0.0001*
LDL-C, mmol/Le 2791087 2911087 270+0.86 0.08
TG, mmol/Lbe 123+064 132074 115+£053  0.04*
Apolipoprotein B, g/Le 086+£025 0.89+£025 0.84+025 0.12
CRP, mg/Lee 313710 1.66+245 4.39+9.24 0.02*

Values are means % SD. *p < 0.05.

ap value from ANOVA for the differences between men and women at baseline;
b values are log1o transformed;

¢ values are negative reciprocal transformed;

dvalues adjusted for age;

e values adjusted for age and BMI
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Table 3. Nutrient intakes before and after n-3 PUFA supplementation (n=208)

Pre-supplementation Post-supplementation

Dietary Intakes (including n-3 PUFA P-values’
supplements)

Energy (kcal/d) 2273 £ 590 2186 + 566 0.006
Carbohydrate (g/d) 286.7+£78.9 2634777 <0.0001
Protein (g/d) 97.8+30.2 926 +29.6 0.002
Total fat (g/d) 84.5+29.2 86.6 £ 29.8 0.44
SFA (g/d) 29.0+£120 254 +£10.4 <0.0001
MUFA (g/d) 30.8+11.8 296+ 124 0.11
PUFA (g/d) 15.2 £ 6.6 17.1+6.9 0.0002

Values are means + SD. p < 0.05. *p-values provided by a paired t-test.

MUFA = monounsaturated fatty acids; PUFA = polyunsaturated fatty acids; SFA =
saturated fatty acids
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Table 4. Significant effects of the genotype, the n-3 supplementation and the genotype x
supplementation on TG levels (n=208)

Genes SNPs Genotype Supplementation Interaction
p P P
PLA2G2C rs2301475 0.0209 <.0001 0.8703
PLA2G2F rs818571 0.0188 <.0001 0.3958
PLA2G7 rs1805018 0.2383 <.0001 0.0286
PLA2G4A rs10752979f 0.9152 <.0001 0.0273
PLA2G4A rs10737277 0.6696 <.0001 0.0241
PLA2G4A rs7540602f 0.1663 <.0001 0.0344
PLA2G4A rs1569480 0.0203 <.0001 0.7758
PLA2G4A rs3820185 0.4778 <.0001 0.0231

*p values are derived from logio-transformed data.
All results were adjusted for age, sex, BMI, and energy intake.
The MIXED procedure (SAS v9.3) was used to test the interaction effects
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Figure 1. TG levels after an n-3 PUFA supplementation by genotype groups for rs2301475 (PLA2G2C)
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Figure 2. TG levels after an n-3 PUFA supplementation by genotype groups for rs1569480 (PLA2G4A)

TG levels (mmol/L)

1.5+

p=0.01

p=0.007 |

Genotype groups

59






Chapitre 3. Modulation de la protéine C-réactive et
des niveaux plasmatiques d’acides gras oméga-6
par les polymorphismes des génes des
phospholipases A2 suivant une supplémentation
en huile de poisson

Modulation of C-reactive protein and plasma omega-6 fatty acid levels by phospholipase A2 gene

polymorphisms following a 6-week supplementation with fish oil

Cet article a été soumis en mars 2015 dans le journal Prostaglandins, Leukotrienes & Essential Fatty Acids.
Jai effectué le génotypage en laboratoire, les analyses statistiques et rédigé le manuscrit. De plus, les
résultats de cet article seront présentés sous forme de présentation orale au congrés de la Chaire
internationale sur le risque cardiométabolique (5th ICCR Congress), qui se tient en juillet 2015 dans la ville de

Québec, Québec.
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Résumé de larticle

Objectifs: 1) Etudier la relation entre les changements de la composition en acides gras polyinsaturés oméga-
6 (AGPI n-6) des phospholipides (PL) plasmatiques (A n-6) et les changements dans les niveaux
plasmatiques de protéine C-réactive (CRP) (A CRP) chez les hommes et les femmes, 2) vérifier I'impact des
polymorphismes (SNPs) de PLA2G4A et PLA2G6 sur les niveaux de n-6 et de CRP et finalement 3) vérifier

I'impact de ces SNPs sur la relation entre A n-6 and A CRP suivant la supplémentation en n-3.

Méthodes: Un total de 210 sujets ont complété une période de stabilisation de 2 semaines suivie d'une
période de supplémentation de 6 semaines avec 5 g d’huile de poisson par jour (1,9 g a 2,2 g d'acide
eicosapentaénoique et 1,1 g d'acide docosahexaénoique). Les niveaux plasmatiques de CRP ont été mesurés
et la composition lipidique des PL plasmatiques a été analysée par chromatographie avant et aprés la
supplémentation. Aprés I'exclusion des sujets présentant des valeurs plasmatiques de CRP = 10 mg/L, un
total de 191 sujets ont été considérés dans les analyses statistiques. Au total, 27 SNPs de PLA2G4A et de
PLA2G6 ont été génotypés. Des corrélations de Pearson ont été utilisées pour vérifier la relation entre le A
CRP et le A n-6. Une procédure MIXED a mesures répétées a été utilisée pour tester I'effet du génotype, de la

supplémentation et de l'interaction génotype*supplémentation sur les niveaux d’AGPI n-6 et de CRP.

Résultats: La supplémentation en n-3 a diminué les niveaux d’AGPI n-6 dans les PL plasmatiques sans
affecter les niveaux plasmatiques de CRP. Les analyses ont été faites séparément chez les hommes et les
femmes. Le A CRP corrélait positivement avec le A n-6 chez les hommes (r=0,25 p=0,01), mais pas chez les
femmes. Des effets d'interaction ont été observés sur les niveaux dAGPI n-6 des PL plasmatiques et sur les
niveaux de CRP plasmatiques autant chez les hommes que chez les femmes. Des associations entre des
SNPs et les niveaux d'AGPI n-6 et de CRP ont été observés chez les hommes indépendamment de la
supplémentation. De plus rs10157410f dans PLA2G4A expliquait 13,08% de la variance du A CRP chez les

hommes.

Conclusion: Les niveaux d'AGPI n-6 dans les PL plasmatiques et les niveaux de CRP plasmatiques sont

modulés par des SNPs de PLA2G4A et de PLA2G6, seuls ou en combinaison avec la supplémentation en n-3.
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ABSTRACT

Background: Supplementation with omega-3 fatty acids (n-3 FA) is known to decrease the levels of omega-6
FAs (n-6) in plasma phospholipids (PL), including arachidonic acid (AA), a precursor of eicosanoids, which

regulates inflammatory responses.

Objectives: 1- To test whether single nucleotide polymorphisms (SNPs) in PLA2G4A and PLA2G6 genes
were associated with plasma n-6 FA in PL and plasma CRP levels; 2- to study inter-relationship between
changes in n-6 FA in PL (A n-6) and changes in plasma CRP levels (A CRP) in men and women and; 3- to
verify the influence of these SNPs on the inter-relationship between A n-6 and A CRP following an n-3 FA

supplementation.

Methods: A total of 210 subjects completed a 6-week supplementation with 5 g of fish oil (1.9-2.2g
eicosapentaenoic acid and 1.1g docosahexaenoic acid). Plasma CRP levels were measured and the FA
composition of PL was analyzed by chromatography in plasma, pre- and post- n-3 FA supplementation. A total
of 191 subjects were considered in statistical analyses after exclusion of subjects with plasma CRP levels = 10
mg/L. Genotyping of 27 SNPs of the PLA2G4A and PLA2G6 genes was performed. A repeated MIXED
procedure was used to test for the effects of the genotype, the supplementation and the genotype by
supplementation interaction on n-6 FA and CRP levels. Pearson correlations were also used to test the inter-
relationship between A CRP and A n-6.

Results: n-3 FA supplementation decreased n-6 FA in plasma PL without affecting plasma CRP levels.
Analyses were performed separately for men and women. Interaction effects between SNPs of PLA2G4A and
PLA2G6 and supplementation modulate n-6 FA in plasma PL and CRP levels in both men and women.
Associations between SNPs and n-6 FA levels and between SNPs and CRP levels were identified in men
independently of n-3 PUFA supplementation. A CRP correlated positively with A n-6 in men (r=0.25 p=0.01)
but not in women. Moreover, rs10157410f in PLA2G4A explained 13.08% of variance in A CRP in men.

Conclusion: The levels of n-6 FA in plasma PL and plasma CRP levels are modulated by SNPs within
PLA2G4A and PLA2G6 genes alone or in combination with n-3 PUFA supplementation.
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Keywords: Gene-diet interaction, phospholipases A2, C-reactive protein, omega-6 fatty acids, omega-3 fatty

acids, inflammation

Abbreviations

Omega-3 (n-3), omega-6 (n-6), fatty acid (FA), eicosapentaencic acid (EPA),docosahexaenoic acid (DHA),
cardiovascular disease (CVD) C-reactive protein (CRP), phospholipids (PL), arachidonic acid (AA),
phospholipase A2 (PLA2), secreted PLA2 (sPLA2), lipoprotein-associated PLA2 (Lp-PLA2), cytosolic PLA2
calcium-dependent (cPLA2), cytosolic PLA2 calcium-independent (iPLA2), lysosomal PLA2 (IPLA2), adipose-
specific PLA2 (adPLA), myocardial infarction (M) single nucleotide polymorphisms (SNPs), changes in n-6 FA
in plasma PL (A n-6), changes in plasma CRP levels (A CRP), body mass index (BMI), blood pressure (BP),
total cholesterol (TC), triglyceride (TG), high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C), very low-density
lipoprotein (VLDL), low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C), standard deviations (SD), Hardy-Weinberg
equilibrium (HWE).
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1. INTRODUCTION

Fish-oil derived long-chain omega-3 (n-3) fatty acids (FAs), including eicosapentaenoic acid (EPA, 20:5 n-3)
and docosahexaenoic acid (DHA, 22:6 n-3) reduce cardiovascular disease (CVD) risk through several
underlying mechanisms including anti-inflammatory effects [2-5]. In most [6-9], but not all studies [10-13],
dietary or plasma n-3 FA has been associated with lower C-reactive protein (CRP) levels and low-grade
sustained inflammation. Specifically, the increased dietary consumption of n-3 FA leads to increased
accumulation of EPA and DHA in cell phospholipids (PL) at the expense of arachidonic acid (AA, 20:4), an
omega-6 (n-6) FA, in a time- and dose-dependent manner [14]. The consequence is a decrease in substrate
for synthesis of pro-inflammatory mediators and increased production of inflammation resolving mediators

such as resolvins, protectins, and maresins [14,15].

The initial and rate-limiting step for biosynthesis of eicosanoids is the cleavage of AA from membrane-bound
PL by the action of phospholipase A2 (PLA2) [16]. The PLA2 superfamily of enzymes comprises six major
groups with many subgroups: the secreted PLA2 (sPLA2), lipoprotein-associated PLA2 (Lp-PLA2), cytosolic
PLA2 calcium-dependent (cPLA2), cytosolic PLA2 calcium-independent (iPLA2), lysosomal PLA2 (IPLA2), and
adipose-specific PLA2 (adPLA) [16].

PLA2G4A and PLA2G6 genes encode for enzymes cPLA2 and iPLA2 respectively that catalyze the hydrolysis
of membrane PL to release n-3 and n-6, including AA [17]. Previously, studies reported that an A—G variant
(rs12746200) of PLA2G4A decreases the risk of CVD [18] with a reduced risk of myocardial infarction (Ml) in
AG/GG subjects compared to AA homozygotes, particularly in those with a high intake of n-6 FA [19]. Previous
results from the same intervention reported herein revealed differences in metabolomic and transcriptomic
profiles between responders (subjects who lowered their triglyceride levels) and non-responders (subjects who
did not lower their triglyceride levels) to an n-3 FA supplementation, especially for PLA2G4A and PLA2G6
expression levels. Specifically, responders had higher PLA2G6 expression and non-responders had lower

PLA2G4A expression after n-3 FA supplementation [20].

Together, changes in FA composition in plasma PL and the activities of PLA2 releasing AA derived lipid
mediators (eicosanoids) and generating lysophospholipids, are most likely major contributors to inflammatory
profiles [14,15,21]. Thus, the objectives of the current study were, first, to determine whether single nucleotide
polymorphisms (SNPs) in PLA2G4A and PLA2G6 are associated with plasma n-6 FA in PL and plasma CRP
levels. The second objective was to study the inter-relationship between changes in n-6 FA in plasma PL (A n-

6) and changes in plasma CRP levels (A CRP) in men and women, in response to n-3 supplementation.
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Finally, the study aims at verifying the impact of these SNPs on the inter-relationship between A n-6 and A

CRP following an n-3 FA supplementation.
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2. METHOD

2.1. Study Population

A total of 254 subjects from the greater Quebec City metropolitan area were recruited to participate in the
study, and 210 subjects completed the protocol. Participants were aged between 18 and 50 years old, had a
body mass index (BMI) between 25 and 40 Kg/m2, and were not currently taking any lipid-lowering
medications. Subjects were excluded from the study if they had taken n-3 supplements for the preceding 6-
month period, if they used oral hypolipidemic therapy, or had been diagnosed with diabetes, hypertension,
hypothyroidism, or other known metabolic disorders such as severe dyslipidemia or coronary heart disease.
The experimental protocol was approved by the Ethics Committees of Laval University Hospital Research

Center and Laval University. This trial was registered at clinicaltrials.gov as NCT01343342.

2.2. Study Design and Diets

Subjects followed a run-in period of 2 weeks in which individual dietary instructions were given by a trained
dietician to achieve the recommendations from Canada’s Food Guide to Healthy Eating [22]. Subjects were
asked to follow these recommendations and maintain their body weight stable throughout the protocol. Some
specifications were given regarding the n-3 FA dietary intake: not exceed 2 fish or seafood servings per week
(max 150 g), prefer white flesh fishes instead of fatty fishes (examples were given), and avoid n-3 FA enriched
dietary products such as some milks, juices, breads, and eggs. Subjects were also asked to limit their alcohol
consumption to 2 regular drinks per week. In addition, subjects were not allowed to take n-3 supplements

(such as flaxseed), vitamins or natural health products during the protocol.

After the 2-week run-in, each participant received a bottle containing needed fish oil capsules (Ocean Nutrition,
Nova Scotia, Canada) for the following 6 weeks. They were invited to take 5 capsules per day (1 g of fish oil
concentrate each), providing a total of 3-3.3 g of n-3 FA (including 1.9-2.2 g EPA and 1.1 g DHA) per day. For
a facilitated digestion, we recommended to take fish oil capsules while eating. Compliance was assessed from
the return of bottles and by measuring the incorporation of EPA and DHA in plasma PL. Subjects were asked
to report any deviation during the protocol, write down their alcohol and fish consumption as well as the side

effects. Before each phase, subjects received detailed written and oral instructions on their diet.

2.3. Anthropometric and blood pressure (BP) measurements
Body weight, height, and waist girth were measured according to the procedures recommended by the Airlie
Conference [23] and were taken by a nurse at each visit at the clinical investigation unit during the run-in

period as well as before and after the n-3 FA supplementation. BMI was calculated as weight per meter
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squared (kg/m?). Resting BP measurements were performed after a 5-min rest in a sitting position, phases |

and V of Korotkoff sounds being respectively used for systolic BP and diastolic BP.

2.4. Laboratory Analyses

2.4.1. Biochemical parameters

Blood samples were collected from an antecubital vein into vacutainer tubes containing EDTA after 12-h
overnight fast and 48-h alcohol abstinence. Blood samples were taken to identify and exclude individuals with
any metabolic disorders. Afterward, selected participants had blood samples taken prior and after the n-3
supplementation period. Plasma was separated by centrifugation (2500 x g for 10 min at 4°C) and samples
were aliquoted and frozen at -80°C for subsequent analyses. Plasma total cholesterol (TC) and triglyceride
(TG) concentrations were measured using enzymatic assays [24,25]. The high-density lipoprotein cholesterol
(HDL-C) fraction was obtained after precipitation of very low-density lipoprotein (VLDL) and low-density
lipoprotein (LDL) particles in the infranatant with heparin manganese chloride [1]. LDL-cholesterol (LDL-C) was
calculated with the Friedewald formula [26]. Plasma CRP was measured by nephelometry (Prospec equipment
Behring) using a sensitive assay, as described previously [27]. Subjects with plasma CRP concentrations = 10
mg/L (2 men and 17 women) were excluded from statistical analyses. Thus, 191 subjects were considered in

statistical analyses.

2.4.2. Fatty acid composition of plasma phospholipids

Plasma lipids were extracted with chloroform:methanol (2:1, by volume) according to a modified Folch method
[28]. Total PL were separated by thin layer chromatography using a combination of isopropyl ether and acetic
acid and FA of isolated PL were then methylated. Capillary gas chromatography was then used to obtain FA
profiles. The technique used for plasma analyses has been previously validated [29]. Values of FA
concentrations are expressed as percent of total FA in plasma PL. Considering that cPLA2 and iPLA2 are

cytosolic enzymes, we used plasma PL as biomarkers of cell membrane PL [30].

2.4.3. DNA extraction and genotyping

The SIGMA GenElute Gel Extraction Kit (Sigma-Aldrich Co. St.Louis, Missouri, USA) has been used to extract
genomic DNA. Selected SNPs were genotyped using validated primers and TagMan probes (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) [31]. DNA was then mixed with TagMan Universal PCR Master Mix (Thermo
Fisher Scientific) and a gene-specific primer and probe mixture (predeveloped TagMan SNP Genotyping
Assays; Thermo Fisher Scientific) in a final volume of 10 ul. Genotypes were determined using a 7500 FAST

Real-Time-PCR System and analyzed using ABI Prism SDS version 2.0.5 software (Thermo Fisher Scientific).
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SNPs in PLA2G4 and PLA2G6 were identified using the International HapMap Project SNP database, based
on the National Center for Biotechnology Information (NCBI) B36 assembly Data Rel 28, phase Il + lIl, build
126. Tagger procedure in Haploview V4.2 was used to select tag SNPs using a minor allele frequency (MAF)
of 5% and pairwise tagging (R2=0.8). Therefore, a total of 27 SNPs were selected, 5 in PLA2G6 and 22 in
PLA2G4A according to the specified parameters.

2.5. Statistical analysis

Data are shown as mean + standard deviations (SD). Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) was tested with the
Allele Procedure in SAS, version 9.2 (SAS Institute Inc, Cary, NC). Distribution of alleles in the present study
cohort was compared with the Caucasian population using the CEU data from the National Center for

Biotechnology Information (NCBI) (www.ncbi.nim.nih.gov/) and the Fisher Exact Test.

Further, variables were checked for normality of distribution using the skewness and the kurtosis values. TG,
CRP, palmitoleic acid, and oleic acid concentrations were log-transformed before analyses to normalize their
distribution. A repeated MIXED procedure was used to test changes in characteristics of the study sample
following n-3 FA supplementation. The same procedure was used to test for the effects of the genotype, the
time, and the genotype by supplementation interaction effect on variables when age, sex, and BMI were
included in the model. Spearman correlations adjusted for age, sex, BMI, and n-6 FA in plasma PL and CRP
levels at baseline were also used to study the inter-relationship between A n-6 and A CRP. Finally, a linear
regression was applied to assess which SNPs could explain part of the variance of plasma CRP levels.
Statistical analyses were performed with SAS statistical software, version 9.3 (SAS Institute Inc, Cary, NC,
USA).

3. RESULTS

3.1. Study population characteristics

Parameters pre- and post-supplementation are described in Table 1. Briefly, n-3 FA supplementation was
associated with a decrease in plasma fasting TG concentrations in the entire cohort, as previously reported
[32]. In the same matter, BMI and HDL-C levels increased significantly after the supplementation. Changes in
FA composition of plasma PL are presented in Table 2. As expected, the supplementation was associated with
a decrease in the percentages of n-6 FA (total n-6 FA, including linoleic acid, dihomo-y-linolenic acid, and AA)
and an increase in the percentages of n-3 FA (total n-3 FA, including EPA, docosapentaenoic acid, and DHA).

Therefore, the n-3/n-6 ratio was increased after the n-3 FA supplementation. The n-3 FA supplementation had
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no effect on plasma CRP levels (p=0.95) whereas sex and BMI had significant effects (p<0.0001 for both)

(Table 1). Further analyses were then performed separately in men and women.

3.2. Genotype and interaction effects of PLA2G4A and PLA2G6 SNPs on n-6 FA and CRP levels
Genotype frequencies did not deviate from those predicted by the HWE except for rs10911946 (PLA2G4A),
which was excluded from statistical analyses. In addition, allele frequencies in the current population were not

different when compared to the CEU HapMap population. All SNPs selected were intronic (Table 3).

We first tested the effects of the supplementation, genotypes of PLA2G4A and PLA2G6, and
genotype*supplementation interaction on n-6 FA levels in plasma PL in men and women separately. In men,
three SNPs in PLA2G4A (rs11587539, rs3820185, and rs10911935f) and two in PLA2G6 (rs2284060 and
rs2235346) were associated with n-6 FA levels. Interaction effects were also observed for rs10911935f
(PLA2G4A) and rs2284060 (PLA2G6). In women, interaction effects with three SNPs of PLA2G4A
(rs12720497, rs10752979f, and rs979924) were found to modulate plasma n-6 FA levels (Table 4).

We also tested the effect of the genotypes of PLA2G4A and PLA2G6, supplementation, and
genotype*supplementation interaction on plasma CRP levels. In men, one SNP of PLA2G6 (rs133016) was
associated with plasma CRP levels and interaction effects were observed for one SNP in PLA2G4A
(rs10157410f) and one in PLA2G6 (rs2284060). In women, interaction effects were also observed for three
SNPs in PLA2G4A (rs12720702f, rs1160719f and rs3736741) (Table 5).

3.3. Relationships between A CRP and A n-6 FA

Moreover, we wanted to test inter-relationship between A CRP and A n-6 FA in men and women separately. A
CRP levels correlated positively with A n-6 FA levels in men (r=0.25 p=0.01) but not in women (r=0.03
p=0.80). Correlations coefficients remained significant in men after further adjustments for the effects of age,
BMI, and baseline plasma CRP, and n-6 FA levels (r=0.26 p=0.01).

3.4. Relationships between A CRP, A n-6 FA and PLA2G4A and PLA2G6 SNPs

Finally, we wanted to test whether SNPs that were associated with plasma CRP and n-6 FA levels influence
the correlation between A CRP and A n-6 in men and women separately. Six out of the seven SNPs in men
influenced correlations. Figure 1 shows scatterplots for A CRP levels and A n-6 FA levels for genotype groups
of rs2284060, rs133016, rs2235346, rs10157410f, rs3820185, and rs11587539. A CRP correlates positively
with A n-6 in AG genotype group in rs2284060, in groups AA and AG in rs133016, group AC in rs2235346,
group GG in rs10157410f, group carriers of the T allele in rs3820185, and group carriers of the A allele in
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rs11587539, but not in other genotype groups (p=0.0042, p=0.0427, p=0.0320, p=0.0172, p=0.0127,
p=0.0123, and p=0.0196, respectively). After further adjustments for age, BMI, CRP, and n-6 FA levels at
baseline, correlations remained significant except for groups AA and AG in rs133016 (p=0.0587). Moreover,
using Fisher r to z transformation, we observed that correlation coefficients of AT and AA+TT genotype groups
of rs11587539 were significantly different (p=0.0409). None of the five SNPs in women influenced correlation
between A CRP and A n-6.

Finally, using linear regression analyses, one SNP of PLA2G4A (rs10157410f) explained 13.08% (p=0.0003)
of variance in A CRP in men in a model including A CRP as the dependant variable, and A n-6, age, and BMI
as independent variables. In women, another SNP of PLA2G4A (rs1160719f) contributed to 6.32% (p=0.04) of

variance in CRP levels.
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4. DISCUSSION AND CONCLUSIONS

The current study demonstrates that a six-week supplementation with 3g of n-3 FA (including 1.9-2.2g EPA
and 1.1g DHA) per day increases plasma percentages of n-3 FA and decreases plasma percentages of n-6 FA
in PL, without changing plasma CRP levels. Furthermore, it demonstrates that n-6 FA, CRP levels, and their
inter-relationship are modulated by genetic variations in PLA2G4A and PLA2G6 alone or in combination with

n-3 PUFA supplementation.

First, n-3 FA supplementation had no effect on CRP levels. Accordingly, numerous studies have found
conflicting results on the impact of n-3 FA on plasma CRP levels [11,33,34], which may be due to various
factors including length of supplementation, dose, chemical form, and genetic background of subjects [35-38].
Indeed, 20-40% of population variance in plasma CRP levels has a genetic basis [39]. In the present study,
there was no correlation between A CRP and A n-6 FA in the entire population. However, there was a
significant correlation between A CRP and A n-6 FA in men. Despite the fact that AA is considered a major
substrate for eicosanoid synthesis [14], numerous studies reported that n-6 FA and AA in serum FAs and in
granulocytes are not associated with CRP levels [40-43]. However, an inverse association between linoleic
acid in cholesteryl esters and CRP concentrations was reported in a large Swedish study [44]. More recently, a

study reported an inverse association between plasma n-6 and CRP levels in young healthy adults [45].

In the present study, we observed an independent effect of sex on the plasma CRP response to a n-3
supplementation. Numerous studies have reported higher CRP levels in premenopausal women than in men
[46-52). Higher CRP levels in premenopausal women could possibly be due to their oestrogens levels [46).
This finding is consistent with increased plasma CRP levels in women using hormonal contraceptives or
undergoing hormone replacement therapy [53-58]. Indeed, women participating to the present study had
higher CRP levels, so we may postulate that the use of hormonal contraceptives (for 35% of the women in our
study) partly alleviates anti-inflammatory effects of n-3 FA supplementation as observed by the absence of
correlation between A n-6 and A CRP in women in comparison with men. However, the fact that correlation in
women remained the same after exclusion of women using hormonal contraceptives leads us to believe that
additional factors influence CRP levels in women. In fact, a study reported that higher CRP concentrations in

women could possibly be due to the greater accumulation of subcutaneous fat in women than in men [59].

Also, SNPs in PLA2G4A and PLA2G6 genes influenced correlations between A n-6 and A CRP in men. These
genes encode for enzymes that cleave n-3 and n-6, including AA from PL which lead to synthesis of

inflammation mediators [17,60]. In response to extracellular signaling, these enzymes provide pro-
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inflammatory lipid mediators required for leukocytes chemotaxis [61]. Thus, they may be potential targets for
drugs treating inflammatory metabolic diseases such as atherosclerosis and diabetes [17]. Almost all genotype
effects were observed with SNPs in PLA2G6 gene. It encodes for a cytosolic PLA2 calcium-independent

(iPLA2), whose major function is to mediate PL remodeling [62], but it does not have specificity for AA [16].

Moreover, the majority of genotype*supplementation interaction effects were observed with SNPs within
PLA2G4A. This gene encodes for a cytosolic PLA2 calcium-dependent (cPLA2) that plays a critical role in
various pathophysiological conditions including inflammation [63]. Indeed, cPLA2 has a high specificity for AA
in sn-2 position, which makes it a central enzyme for mediating pro-inflammatory eicosanoids production [16].
A study reported that rs12746200 on PLA2G4A was associated with decreased risk of experiencing a major
adverse cardiac event over a 3-year of follow-up [18]. The same study demonstrated that subjects bearing the
AG/GG genotype of rs12746200 subjects were at lowest risk of MI compared to AA homozygotes [19]. The
effect is observed primarily in AG/GG genotype that had high dietary n-6 FA intakes. In subjects with low n-6
FA intakes, the G allele does not seem to provide any risk reduction [19]. Finally, the expression of PLA2G4A
gene was significantly lower in carriers of the G allele [19]. None of our SNPs that had

genotype*supplementation interaction was in linkage disequilibrium with rs12746200.

Finally, it is well recognized that n-3 FA supplementation modifies FA composition in PL, leading to increases
in n-3 FA at the expense of n-6 FA [14,64]. This decrease in n-6 FA, including AA, represents a reduction in
available substrates for cPLA2 and iPLA2 and thus a decreased production of eicosanoids [14,19]. Thus,
genetic variations within PLA2G6 and PLA2G4A influence inter-relationship between n-6 FA composition of PL

and inflammatory response measured by CRP levels, following n-3 FA supplementation.

This is the first study, to our knowledge, that specifically examines the impact of PLA2 gene polymorphisms on
plasma percentage of n-6 FA in plasma PL and CRP levels. Data from the present study suggest that SNPs
within PLA2G4A and PLA2G6 genes influence levels of n-6 FA and CRP levels alone or in combination with n-
3 FA supplementation. Further study of complex gene-environment interactions may be required to unveil
potential functional mechanisms underlying these genetic associations. In conclusion, these results indicate
that gene-diet interaction effects and sex differences may modulate the response of plasma CRP levels to n-3
FA intakes and thus contribute to explain the inter-individual variability observed in the metabolic response to
n-3 FA.
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Table 1. Characteristics of the study sample pre- and post- n-3 FA supplementation (95 men and 96 women)

Pre-supplementation Post-supplementation Suppl. Age Sex BMI
Men Women Men Women
BMI, kg/m?a.® 27.43 + 3.61 27.84 + 3.51 27.53 + 3.67 27.92 + 3.63 0.0063*  0.0158*  0.3708
Waist circumference, cm ® 9463+10.82  91.60 +9.67 9497+£10.79  91.57+9.76 0.2682 0.0088*  0.0284*
TC, mmol/L a.¢ 4.75+0.96 463+0.78 4.71+0.97 459 +0.82 0.3436 <0.0001*  0.2778 0.3062
HDL-C, mmol/L 2 1.28 £0.30 1.53 £ 0.31 1.29£0.32 1.59 £ 0.36 0.008* 0.7289 <0.0001*  <0.0001*
LDL-C, mmol/L ¢ 2.90+0.89 259+0.71 2.92+0.90 2.58+0.73 0.6783 <0.0001* 0.0018*  0.1380
TG, mmol/L a.¢ 1.25 £ 0.67 1.12+£0.57 1.07 £0.54 0.91+048 <0.0001*  0.4617 0.0190*  <0.0001*
CRP, mg/L 2.¢ 1.22 148 2.33+244 1.24 £ 147 2.38 +2.41 0.9505 0.6872 <0.0001*  <0.0001*
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Values are means x SD. *p < 0.05. p value for supplementation (suppl.), age, sex, and BMI from repeated MIXED procedure; 2 values are logso transformed;
b values adjusted for age and sex; ¢ values adjusted for age, sex, and BMI



Table 2. Fatty acid composition of plasma phospholipids pre- and post- n-3 FA

supplementation
Percentage of total fatty acid Pre Post p

n-3 FA n-3 FA
Myristic acid 0.38£0.10 0.37£0.10 0.19
Palmitic acid 27.73+150 2765+ 1.41 0.21
Palmitoleic acid" 0.52+£0.19 045+0.16 <0.0001
Stearic acid 1353+129 13.97+1.36 <0.0001
Oleic acid" 8.58 +1.00 7.99+1.18 <0.0001
Linoleic acid 19.71+£2.08  17.69+2.22 <0.0001
Dihomo-y-linolenic acid 3.29+0.74 2.38 £0.60 <0.0001
Arachidonic acid 11.05+£1.74 9741144 <0.0001
Eicosapentaenoic acid 112+ 0.52 410+£1.28 <0.0001
Docosapentaenoic acid 0.96 £0.23 1.39£0.31 <0.0001
Docosahexaenoic acid 3.53+£0.77 5.03£0.86 <0.0001
Ratio n-3/n-6 0.17 £ 0.04 0.36 £0.09 <0.0001
Total n-6 35.05+1.68  30.40 +2.54 <0.0001
Total n-3 5.87 £1.21 10.74 £ 2.03 <0.0001

Values are means + SD. ' values are log1o transformed
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Table 3. Selected polymorphisms in phospholipase A2 genes

Gene dbSNP No. Sequence Position Allele frequency
PLA2G4A rs979924 TACA[C/T]TGCA NearGene-5 C (n=33) T (n=387)
0.0786 0.9214
rs2076075f ATTC[G/A]TATAC Intron G (n=381) A (n=39)
0.9071 0.0929
rs3736741 TTCCIA/G]GGCT Intron A (n=320) G (n=100)
0.7619 0.2381
rs10911949 CTAA[C/TIGGCA Intron C (n=222) T (n=198)
0.5286 0.4714
rs10752979f TCTCIA/GITTGT Intron A (n=68) G (n=352)
0.1619 0.8381
rs1160719f TTTC[A/GITTAT Intron A (n=79) G (n=341)
0.1881 0.8119
rs10737277 ATCA[C/GJACAC Intron C (n=231) G (n=189)
0.55 0.45
rs12720702f AATAJA/G]CAAG Intron A (n=386) G (n=34)
0.919 0.081
rs7522213 ATTA[C/T]ATCC Intron C (n=403) T (n=17)
0.9595 0.0405
rs7540602f CTCT[GIT]GACA Intron G (n=379) T (n=41)
0.9024 0.0976
rs10157410f TTTT[C/G]JACTA Intron C (n=57) G (n=363)
0.1357 0.8643
rs12720497 CCAGICIT]GACC Intron C (n=262) T (n=158)
0.6238 0.3762
rs4651331f CAAG[G/TJAGCA Intron G (n=101) T (n=319)
0.2405 0.7595
rs1569480 TCACIA/IG]ATGG Intron A (n=236) G (n=184)
0.5619 0.4381
rs10911935f ACTC[GIT]TGAT Intron G (n=337) T (n=83)
0.8024 0.1976
rs12353944f AAAA[CITICTGA Intron C (n=76) T (n=344)
0.181 0.819
rs11576330f CACA[CIT]CCAC Intron C (n=38) T (n=382)
0.0905 0.9095
rs10489410 TTTC[GIT]TAGT Intron G (n=16) T (n=404)
0.0381 0.9619
rs10911946 TTAG[C/T]TGAC Intron C (n=299) T (n=121)
0.7119 0.2881
rs3820185 CATG[GITITGAG Intron G (n=283) T (n=137)
0.3262 0.3262
rs12746200 CCAGIA/GJATCA Intron A (n=384) G (n=36)
0.9143 0.0857
rs11587539 TAGGIAITITTTG Intron A (n=243) T (n=177)
0.5786 0.4214
PLA2G6 rs5750546 TAAA[G/A]JGAAA Intron G (n=259) A (n=161)
0.6167 0.3833
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rs132989f GGGGIG/AJACAG Intron

rs133016 AGTG[G/AJACCC Intron
rs2235346 TGCC[C/A]GGGG Intron
rs2284060 AATC[A/GIACGC Intron

G (n=392)
0.9333
G (n=215)
0.5119
C (n=200)
0.4762
A (n=228)
0.5429

A (n=28)
0.0677

A (n=205)
0.4881

A (n=220)
0.5238

G (n=192)
0.4571

Allelic frequencies were obtained using the ALLELE Procedure (SAS Genetics v9.2)
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Table 4. Significant effects of the genotype, the n-3 FA supplementation and the
genotype*supplementation on n-6 FA levels in plasma phospholipids (n=191)

Men (n=95)
Genes SNPs Genotype Supplementation Interaction
p p p
PLA2G4A rs11587539 0.0129 <0.0001 0.0884
PLA2G4A rs3820185 0.0184 <0.0001 0.2095
PLA2G4A rs10911935f 0.0028 <0.0001 0.0375
PLA2G6 rs2284060 0.0040 <0.0001 0.0445
PLA2G6 rs2235346 0.0091 <0.0001 0.0945
Women (n=96)
PLA2G4A rs12720497 0.2520 <0.0001 0.0157
PLA2G4A rs10752979f 0.1296 <0.0001 0.0274
PLA2G4A rs979924 0.2395 <0.0001 0.0203

All results were adjusted for age and BMI.
The repeated MIXED procedure (SAS v9.3) was used.



Table 5. Significant effects of the genotype, the n-3 FA supplementation and the

genotype*supplementation on plasma CRP levels (n=191)

Men (n=95)
Genes SNPs Genotype Supplementation Interaction
p p P
PLA2G4A rs10157410f 0.8622 0.3141 0.0003
PLA2G6 rs2284060 0.3658 0.3056 0.0272
PLA2G6 rs133016 0.0223 0.3747 0.1080
Women (n=96)
PLA2G4A rs12720702f 0.4404 0.1141 0.0454
PLA2G4A rs1160719f 0.2437 0.3232 0.0143
PLA2G4A rs3736741 0.5779 0.0793 0.0340

p values are derived from log1o-transformed data.
All results were adjusted for age and BMI.

The repeated MIXED procedure (SAS v9.3) was used.
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Figure 1. Pearson correlations between A CRP and A n-6 in men by genotype groups

a) Pearson correlations between A CRP and A n-6 in rs2284060 genotype groups

b) Pearson correlations between A CRP and A n-6 in rs133016 genotype groups
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d) Pearson correlations between A CRP and A n-6 in rs10157410f genotype groups

GIG (n=74)

AN-6 (%FA)

An-6 (%FA)

AN-6 (%FA)

-15
A CRP (mgll)

GIC + CIC (n=21)

r=0.09
o p=0.70

A n-6 (%FA)

b4 2

-154
A CRP (mg/l)

e) Pearson correlations between A CRP and A n-6 in rs3820185 genotype groups

GIG (n=45)
5-
r=0.26
p=0.08
T [ ] T
-1 .. 1
L I ® o *
. .;.
‘0
e10
[
154
A CRP (mglfl)

A n-6 (%FA)

GIT + TIT (n=50)

5
r=0.35

. ° p=0.01

2

f) Pearson correlations between A CRP and A n-6 in rs11587539 genotype groups
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Chapitre 4. Discussion générale et conclusion

Ce projet de maitrise avait pour but de mieux comprendre la variabilité interindividuelle de la réponse
cardiométabolique suite a la supplémentation en AGPI n-3. Tel que mentionné précédemment, le choix des
génes des PLA2 s'est fait par le biais d’'une analyse a I'échelle du génome. L'étude des PLA2 est pertinente
étant donné I'importance de leur réle métabolique dans le processus inflammatoire, I'athérosclérose et le

développement des MCV.

Dans les deux articles présentés dans le présent mémoire, on peut constater que la supplémentation en AGPI
n-3 a influencé les niveaux de TG, la composition lipidique des PL plasmatiques et les niveaux plasmatiques
de CRP. Tout d'abord, tel qu'attendu et en accord avec la littérature, la supplémentation en AGPI n-3 a
significativement diminué les niveaux de TG de la cohorte (151). Toutefois, une importante variabilité
interindividuelle était présente. Environ 29% de la cohorte n’a pas vu ses niveaux de TG diminués. La
variabilité observée n'est pas due a des défauts de I'observance a la supplémentation puisque celle-ci a été

vérifiée par le biais des niveaux d'incorporation des AGPI n-3 dans les PL plasmatiques.

Ce projet a permis de démontrer que des SNPs sur les génes de PLA2G2C, PLA2G2F, PLA2G4A et PLA2G7
expliquent une partie de la variance de la réponse des TG seuls ou en combinaison avec la supplémentation
en AGPI n-3. Les mécanismes possibles expliquant cette influence pourraient faire appel au changement de la
composition des membranes des cellules par les PLA2, qui modifient 'activation de PPAR-aly, lesquels sont
principalement responsables de I'effet hypotriglycéridémiant des AGPI n-3. Des variations génétiques sur les
génes de certaines PLA2 peuvent influencer I'efficacité de ces enzymes a libérer 'AEP, 'ADH et I'AA des
membranes, et peut donc diminuer I'activation de PPAR-aly, réduisant ainsi I'activité de genes cibles qui ont
pour effet de réduire les TG (144).

En effet, la supplémentation en AGPI n-3 a modifié la composition lipidique des PL plasmatiques. Les
concentrations d’AGPI n-3 ont augmenté au détriment des AGPI n-6. Les effets des AGPI n-3, dont
notamment l'effet anti-inflammatoire, passent par leur incorporation dans les PL des membranes. Il a été
démontré dans ce projet que des SNPs de PLA2G4A et PLA2G6 modulaient les changements des niveaux
d’AGPI n-6 dans les PL plasmatiques suivant la supplémentation. Les PLA2 influencent donc la composition
lipidique des PL, dont les concentrations en AGPI n-6, ce qui influence directement les substrats disponibles

pour la formation de médiateurs inflammatoires lors de réponse inflammatoire.
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Aussi, les niveaux de CRP n’ont pas changé significativement suite a la supplémentation en AGPI n-3. Cette
observation est en accord avec les résultats controversés dans la littérature concernant I'effet des AGPI n-3
sur les niveaux de CRP dans le cas d'inflammation chronique de faible intensité. Plusieurs facteurs peuvent
également influencer les niveaux de CRP. Dans le présent projet, le sexe était un facteur majeur en ce sens.
En effet, dans la cohorte, les niveaux de CRP étaient plus bas chez les hommes de méme que chez les
femmes qui ne prenaient pas de contraceptifs oraux, comparativement aux femmes qui prenaient des
contraceptifs oraux. En plus, de tous ces facteurs qui peuvent influencer les niveaux de CRP, le présent projet
a permis de démontrer que les SNPs de PLA2G4A et PLA2G6 contribuent a la variabilité de la réponse des
niveaux de CRP seuls ou en combinaison avec la supplémentation en AGPI n-3. Les PLA2, en libérant 'AA
des PL des membranes sont intimement reliés a la production de médiateurs lipidiques et a I'inflammation

systémique.

Ces associations entre des SNPs des PLAZ et les niveaux de TG et de CRP ainsi que le changement de
composition lipidique suivant la supplémentation en AGPI n-3 montrent I'importance d’étudier les interactions
géne-nutriment pour mieux comprendre la variabilité des réponses a l'alimentation. Les deux articles
reproduits plus haut font état des interactions gene (PLAZ2)- nutriment (AGPI n-3) sur les niveaux de TG et de

CRP, qui sont des facteurs contributifs & 'augmentation du risque cardiovasculaire.

Le présent projet comporte toutefois certaines limites. Tout d’abord, il aurait été préférable de doser les AGPI
n-3 dans les membranes des érythrocytes (index oméga-3). En effet, l'index oméga-3 est le biomarqueur le
plus fiable du statut en AGPI n-3 & long terme et c'est celui qui présente le moins de variabilité intra- et
interindividuelle (107). Cela aurait permis de mieux quantifier la biodisponibilité des AGPI n-3 et de la relier
aux effets fonctionnels sur la cellule. De plus, il aurait été plus facile d’étudier I'effet des AGPI n-3 sur des
sujets plus métaboliquement détériorés, présentant un IMC, un tour de taille et des niveaux de TG plus élevés
a la base. Le fait de choisir des sujets qui sont semblables au point de vue des caractéristiques métaboliques
aurait aussi permis d'atténuer 'effet des facteurs confondants comme I'lMC, les niveaux de TG de base, le C-
LDL, etc. Dans le méme sens, pour I'étude de l'effet anti-inflammatoire des AGPI n-3, il aurait été préférable
de choisir seulement des hommes, pour réduire I'hétérogénéité de la cohorte et surtout considérant I'impact
des hormones sur les niveaux d'inflammation. L'étude de l'inflammation chez 'homme seulement aurait
permis de mieux cibler I'effet des SNPs sur les niveaux de CRP suite a la supplémentation en AGPI n-3, en

limitant l'impact des facteurs confondants.
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En conclusion, on peut affirmer que des variations génétiques sur les génes des PLAZ influencent la réponse
des TG et de la CRP suite a une supplémentation en AGPI n-3. Les mécanismes biologiques rationnels sous-
jacents semblent passer par la modification du contenu en acides gras des PL plasmatiques et des
membranes cellulaires. D'autres études d'intervention sur d’autres cohortes seront toutefois nécessaires afin
de confirmer leffet des variations génétiques des PLAZ2 sur les facteurs de risque cardiométaboliques.
Eventuellement, une meilleure compréhension de l'influence de ces variations génétiques sur les réponses a
une intervention nutritionnelle permettra d'améliorer les recommandations nutritionnelles faites aux

populations dans le but de diminuer le risque de MCV et d’améliorer la santé.

Plusieurs étapes restent a franchir avant d'en étre a des recommandations alimentaires tenant compte du
bagage génétique des individus. Tout d’abord, tel que mentionné précédemment, d’autres études sur les
interactions génes-diéte sont nécessaires afin d’avoir une meilleur compréhension de la variabilité. Ensuite, il
reste des considérations éthiques et [égales a régler pour s'assurer que ['utilisation de tests en nutrigénomique
ne porte pas préjudice aux individus, que ce soit du point de vue de la morale ou de celui de leur assurabilité.
Les nutritionnistes, étant les professionnels de I'environnement alimentaire, auront en outre un réle important a
jouer dans [lélaboration de ces recommandations. Actuellement toutefois, les nutritionnistes et les
professionnels de la santé n'ont généralement pas les connaissances nécessaires en génétique et en
nutrigénomique pour bien conseiller la population (223). Cette derniére a pourtant déja accés & une panoplie
de tests génétiques offerts directement aux consommateurs et elle ne posséde pas, elle non plus, les
compétences nécessaires pour bien comprendre ces informations. L'expertise des nutritionnistes constitue
donc un élément clé pour mieux encadrer la population et faire évoluer la profession vers des

recommandations spécialisées prenant en compte le bagage génétique des individus.
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